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REZIME

U ovom radu analizirana je fitohemijska i molekularna varijabilnost i diferencijacija
prirodnih populacija taksona sekcije Juniperus roda Juniperus 1. (Cupressaceae) sa Balkanskog
poluostrva. Odreden je relativni udeo pojedinacnih 7-alkana u kutikularnim voskovima 523
individue iz 27 prirodnih populacija taksona sekcije Juniperus (]. communis var. communis, |. com-
mnis var. saxatilis, |. deltoidesi J. macrocarpa). U kutikularnim voskovima J. communis vax. commin-
nis detektovani su 7-alkani duzine od 19 do 35 ugljenikovih atoma, dok su kod preostala tri
taksona detektovani #-alkani dugi od 22 do 35 C atoma. U svim uzorcima dominantan alkan
je tritriakontan (C,)). U ve¢im kolicinama su zastupljeni i alkani C,, C, , C... Relativni udeo
alkana kratkog i srednjeg niza je bio jako nizak, 1 kretao se u opsegu od 0 do 1,9 % odnosno
0,6 - 5,6 %. U svim uzorcima utvrdena je dominacija alkana dugog niza. Iako je tritriakontan
dominantan u svim uzorcima, u zavisnosti od druga dva dominantna alkana, srednja duzina
ugljovodoni¢nih lanaca (IN) je varira od 28,3 do 32,8. Po taksonima, srednja duzina ugljo-
vodoni¢nih lanaca (IN) je najmanja za J. deltoides (30,5) a najveca za J. communis (31,9), dok je
disperzija oko N (&) varirala od 1,4 do cak 10,4. Primenjene univarijantne i multivarijantne
statisticke metode su pokazale diferencijaciju populacija svih taksona na zapadne (priobalne)
iisto¢ne (kontinentalne). Diskriminantna analiza (DA) je ukazala na jasnu diferencijaciju tri
viste (J. communis, |. deltoides, |. macrocarpa) na osnovu profila epikutikularnih alkana. Linearna
regresija i Mantelov test su pokazali jaku korelaciju profila epikutikularnih alkana listova i

aridnosti stanista.

Odreden je sastav etarskog ulja izolovanog iz iglica 578 individua iz dvadesetsest pri-
rodnih populacija kleke sa Balkana. Identifikovano je preko 200 jedinjenja, najvise u etarskom
ulju iglica J. deltoides (208), a najmanje u ulju J. macrocarpa (103). Monoterpeni su dominantna
grupa u sastavu etarskog ulja (61,6 — 75,2 %), $to je karakteristika sekcije Juniperns. Od mono-
terpena najzastupljeniji su monoterpenski ugljovodonici (55,9 — 71,5 %), dok su oksigenisani
monoterepeni pronadeni samo u malom ukupnom procentu. Seskviterpeni (18,2 — 31,9 %)
su takode dominantno predstavljeni seskviterpenskim ugljovodonicima (11,8 — 26,1 %). Etar-
sko ulje J. commmunis vax. commmunis se karakterise najvecim udelom monoterpena, dok se etarsko
ulje . communis var. saxatilis karakterise izuzetno visokim udelom seskviterpena u odnosu na
sva ostala ulja. S druge strane, etarska ulja |. deltoides su pokazala najvedi udeo diterpena od
svih ispitivanih grupa. Tri monoterepena, a-pinen, limonen i sabinen, su dominantna jedinje-

nja u sastavu etarskog ulja. Zajedno, ova tri jedinjenja u proseku c¢ine oko 51,5 % ukupnog



sastava etarskog ulja. U zavisnosti od vrste i lokaliteta, dominante komponente su se smenji-
vale: a-pinen i/ili sabinen u etarskom ulju J. communis var. communis, a-pinen i germakren D/
sabinen kod J. commmunis var. saxatilis, a-pinen i/ili limonen kod J. deltoides, dok je u ispitivanoj
populaciji . macrocarpa dominirao a-pinen. Primenjene univarijantne i multivarijantne sta-
tisticke metode su pokazale diferencijaciju populacija kod svih ispitivanih taksona duz pravca
zapad-istog, Na osnovu sastava etarskog ulja moguce je razlikovati nekoliko hemotipova kod
svakog taksona na Balkanskom poluostrvu. Multivarijantne statisticke metode su pokazale
jasno odvajanje . communis s.1. od J. deltoides i J. macrocarpa. Stavise, PCA i DA su pokazala i

blago odvajanje |. communis var. communis od J. communis var. saxatilzs.

U cilju utvrdivanja odnosa i diferencijacije ispitivanih taksona na nivou hloroplastnog
genoma, Sest nekodirajucih hloroplastnih regiona je testirano kod 129 individua iz dvade-
setpet populacija vrsta roda Juniperus sa Balkanskog poluostrva, a kao autgrupa je koris¢eno
pet jedinki J. sabina. Kod vrsta roda Juniperus, ¢ije individue se odlikuju odvojenim polovima,
haploidni hloroplastni genomi se nasleduju preko ocinske linije. Uspesna PCR amplifikacija i
utvrdivanje primarnog redosleda nukleotida amplifikovanih sekvenci je bilo moguca korisée-
njem jednog do ¢etiti prajmera u slucaju etiti regiona (rnCC“D-rnDCVO ] trpl AN prpF AN
trnGUYO-1ruS S i psbA-1rnHCYY). PCR amplifikacija regiona rp/32-trnl." 1 3°rps16-5"trnK

je bila neuspesna zbog rearanzmana gena, odnosno, gubitka mesta vezivanja jednog prajmera.

U matrici sastavljenoj od sva Cetiri regiona, cija je poravnata duzina 3400 bp, detekto-
vane su 63 pozicije sa supstitucijama baza, 32 prosta i slozena indela (insercija ili delecija) du-
zine 1-259 bp, kao i 10 mikrosatelita motiva (A) ili (T) (ne racunajuci mutacije u insercijama
razli¢ite duzine koje su prisutne samo kod pojedinih taksona). Od ¢etiri hloroplastna regiona
koji su PCR amplifikovani i za koje je bilo moguée odrediti primarni redosled nukleotida,
najinforamtivniji je bio ##CE“Y-rnD Y9 sa 63 mutacije (substitucije baza i duzinske mu-
tacije), a kao najmanje informativan se pokazao #nL.""V-zrnFC* sa svega sedam mutacija

(supstitucija baza i duzinskih mutacija).

ML stablo konstruisano koris¢enjem matrice sastavljene od cetiri ispitivana regiona,
¢ija je poravnata duzina kod 75 individua predstavnika sekcije Juniperns i tri individue au-
tgrupe J. sabina iznosila 3400 bp, i GTR+G modela evolucije (General Time Reversible model
sa gama korekcijom), pokazuje da je sekcija Juniperus monofiletskog porekla (bootstrap su-
pport - BS 100%). Uocene su dve statisticki dobro podrzane klade: . commmunis 5./ (BS 100%) 1

klada koja obuhvata sve individue J. de/toides i |. macrocarpa (BS 78%), $to odgovara neformal-



noj podeli na kleke sa plavim bobicama (u koje spada J. communis) 1 kleke sa crvenim ili mrkim
bobicama (u koje spadaju |. deltoides 1 |. macrocarpa). Odnosi u okviru prve klade su ostali
nerazjasnjeni, iako se moze se uociti trend grupisanja individua J. communis var. communis kao 1
jedinki . communis var. saxatilis 1 |. communis var. intermedia, $to ukazuje na to da bi uklju¢ivanje
u analize dodatnih hloroplastnih regiona doprinelo razresenju odnosa ovih taksona. U okviru
druge klade, uocene su dve dobro podrzane subklade, jedna koju ¢ine predstavnici J. de/foides
(BS 59%), i druga koji ¢ine predstavnici J. macrocarpa (BS 79%). Odnosi unutar subklade sa
individuama J. de/foides nisu razjasnjeni zbog male varijabilnosti ispitivanih hloroplastnih regi-
ona kod individua uzorkovanih iz skoro celog areala ove vrste, $to se podudara sa podacima
dobijeni koris¢enjem nuklearnih mikrosatelita, i ukazuje na istorijske procese, kao $to su uska
gtla, fragmentacije areala i/ili rekolonizacije iz refugijuma, koji su tokom vremena doveli do
smanjenja varijabilnosti u populacijama J. de/foides. Stoga bi dodatne analize, koje bi ukljuci-
le dodatne hloroplastne regione, najverovatnije bile ogranicenog uspeha. Nasuprot tome, u
okviru subklade sa J. wacrocarpa, uocena je statisti¢i podrzana diferencijacija ovog taksona na
dve subklade, jednu koju ¢ine individue iz populacije sa Krita (BS 79%) i drugu koju ¢ine
individue iz okoline Trogira (BS 68%), sto ukazuje na duboku divergenciju i diferencijaciju
populacija vrste J. macrocarpa, koja je u skladu sa ocekivanjima vezanim za fragmentarnu dis-

tribuciju ove vrste u okviru areala rasprostranjenja.

Za razliku od fitohemijskih markera (alkana i etarskog ulja), koji ne samo da se slazu
medusobno 1 omogucavaju jasnu diferencijaciju vrsta i divergenciju populacija na priobalne
1 kontinentalne, diferencijacija na tri jasno odvojena taksona — |. communis, |. deltoides i |. ma-
crocarpa je uocena i na osnovu cetiri ispitivana regiona hloroplastnog genoma, ali nije uocena
divergencija populacija u okviru ovih taksona. Medutim, uoceni su karakteri koji su sina-
pomorfni za odredene taksone te se mogu koristiti u svrhe barkodinga - petnaest karaktera
(substitucije baza i insercije/delecije) je sinapomorfno za J. communis, deset za J. deltoides, Cetiti

za |. macrocarpa i dva za neformalnu grupu kleka sa crvenim/mrkim sisaricama.

Kljucne reci: Juniperus communis s.L, J. deltoides, |. macrocarpa, Cupressaceae, #-alkani, terpeni,

hemotaksonomija, hloroplastna DNK, geneticka diferencijacija
Naucna oblast: Biologija
UZa naucna oblast: Morfologija, fitohemija 1 sistematika biljaka
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ABSTRACT

This thesis deals with phytochemical & molecular variability & differentiation of natural
populations of taxa belonging to section Juniperus of the genus Juniperus L. (Cupressaceae)
from the Balkan Peninsula. The composition of the epicuticular leaf #-alkanes of 523
individuals from 27 populations of taxa belonging to section Juniperus (J. communis var.
communis, J. communis var. saxatilis, |. deltoides & . macrocarpa) was characterized by GC-
FID & GC/MS analyses. In the leaf waxes of J. commmunis var. communis 17 n-alkane homologs
with chain lengths ranging from C ; to C,_ were identified, while in other taxa 7-alkane chain-
lengths ranged from C, to C,.. All samples were dominated by tritriacontane (C,,). Several
other n-alkanes were also present in higher abundances (C,,, C, , C,). Relative abundance
of short-chain & mid-chain length #-alkanes was low, ranging for 0 to 1.9 % & 0.6 - 5.6 %
respectively. All samples were dominated by long-chainlength #-alkanes. Even though
tritriacontane was dominant in all samples, depending on the second two most abundant
alkanes, average chain length (IN) varied from 28.3 to 32.8. The smallest average chain
length was found in J. deltoides (30.5) & biggest in J. communis (31.9). Dispersion around N (d)
varied significantly, from 1.4 to 10.4. Univariant & multivariant statistical methods showed
differentiation of populations of all taxa into western (coastal) & eastern (continental).
Discriminant analysis (DA) showed clear differentiation of three species (. communis,
J. deltoides, ]. macrocarpa) based on leaf n-alkanes. Linear regression & Mantel test showed

strong correlation of #-alkane profile & aridity.

The leaf essential oil composition of 578 individuals from 26 natural populations of
taxa belonging to section Juniperus from Balkans has been determined by GC/MS analysis. In
total, just over 200 compounds were detected & identified, most in J. de/toides (208) & fewest
in |. macrocarpa (103). The oils were dominated by monoterpenes (61.6 — 75.2 %), a chara-
cteristic of species belonging to section Juniperns. Monoterpene hydrocarbons represented
55.9 — 71.5 % of the total oil content, while oxygenated monoterpenes represented only a
small percentage. Sesquiterpene fraction (18.2 — 31.9 %) was dominated by sesquiterpene
hydrocarbons (11.8 — 26.1 %). Essential oil of |. communis var. communis was characterised
with the highest abundance of monoterpenes, while essential oil of J. commmunis var. saxatilis
was characterised with the highest abundance of sesquterpenes, in respect to other oils.

On the other hand, essential oil of J. de/tvides had the highest abundance of diterpenes of



all analysed essential oils. Three monoterpenes, a-pinene, limonene & sabinene were most
abundant compounds in the composition of essential oils. Together, these three compounds
represented, on average, 51.5% of the total oil. Depending on the taxa & the geographical
otigin of the population, the most abundant components varied: a-pinene and/or sabinene
were most abundant in essential oil of J. communis var. communis, a-pinene & germacrene D/
sabinene were most abundant in essential oil of |. communis var. saxatilis, a-pinene and/or li-
monene were most abundant in essential oil of |. de/toides, while a-pinene was the singe most
abundant compound in essential oil of | macrocarpa. Univariant & multivariant statistical
methods showed west-east differentiation of populations belonging to all four taxa. Based
on the essential oil composition, it was possible to identify several chemotypes in each taxa in
the Balkan Peninsula. Multivariant statistical methods showed clear separation of J. communis
5.l from J. deltoides & |. macrocarpa. Principle component analysis (PCA) & DA also showed

separation of J. communis var. communis & |. communis var. saxatilis.

To infer relations & differentiation of taxa belonging to the section Juniperus at the
molecular level, six potentially informative chloroplast regions were tested in 129 individuals
from 25 populations from the Balkan Peninsula. Five individuals of |. sabina from Balkans
were used as outgroup. In junipers, dioecious species, chloroplasts are inherited paternally.
Four out of six plastome regions were successfully PCR amplified & sequenced using one to
four primers (#7rnCEY-trnDCVO] trnl A - trpF AN - irnGUUO-trpS S § pshA-trnHCYY). PCR
amplification of 7p/32-trnl."9 & 3’rps16-5" K regions was unsuccessful due to gene re-ar-

rangement & loss of primer binding site, respectively.

In matrix comprised of all four plastome regions whose aligned length was 3400 bp,
63 positions with base substitutions & 32 simple & complex indels (insertions or deletions)
(1 — 259 bp) as well as 10 microsatelites with mononucleotide motif (A or T) were detect-
ed, not including mutations in insertions present only in certain taxa. Out of four plastome
regions, most informative was #7CC“Y-rnDEY9 with 63 detected mutations (base substitu-
tions & length mutations), while the least informative one, with only seven mutations (base

substitutions & length mutations) was #7L"-zrpFCY region.

Maximum likelihood (ML) tree constructed using matrix comprised of all four plastome
regions (aligned length 3400 bp, 75 individuals of section Juniperus & three individuals of J.
sabinaused as outgroup), & GTR+G model (General Time Reversemodel with gamma correction)

of evolution revealed monophyly of representatives of the section Juniperus (bootstrap



support - BS 100%), & the their split into two well supported clades, which corresponded
to informal division of junipers into blue seed-cone junipers (J. communis s.l.) & redish seed-
cone junipers (J. deltoides & |. macrocarpa). Even though the relations among the individuals
from clade I remained unresolved, certain trends in grouping of individuals belonging to
infrageneric taxa of J. communis (]. communis var. communis, |. communis var. saxatilis & J. communis
var. infermedia) were apperent, suggesting that further analyses using additional plastome
regions would most likely contribute towards resolving their relations. Within the second
clade, two well supported sister subclades were detected — J. deltoides (BS 59%) & |. macrocarpa
(79%). Due to low variability of tested plastome regions in J. delfoides from the entire range,
the relations within this subclade were not resolved. The observed pattern most likely reflects
the complex history of this taxon characterised by past bottleneck events, as well as range
fragmentation & re-colonizations from refugia, that lead to the decrease in genetic variation
over time, as indicated previously based on nuclear microsatellites. Thus further analysis of
additional chloroplast regions would most likely be of a limited success. On the other hand
deep divergence of individuals belonging to J. zacrocarpawas detected, as individuals belonging
to populations from Crete (BS 79%) & Trogir (BS 68%), formed separate well supported
subclades. This is in accordance with expectations based on fragmented distribution of this

taxon within its natural range.

Used phytochemical markers, leaf #-alkanes & essential oils, showed concordance. Both
phytochemical markers showed differentiation of taxa, butalso differentiation of populations.
Furthermore, populations from all taxa showed significant west-east differentiation.
Molecular markers on the other hand, were able to depict differentiation of three taxa at the
species level (J. communis, |. deltoides & J. macrocarpa), but failed to reveal differentiation at the
infraspecific level. Non the less, within 3400 bp long matrix, several characters synapomorphic
to certain taxa were observed, & they could be used for barcoding, Fifteen characters were
synapomorphic for J. communis, ten for J. deltoides, four for J. macrocarpa & two for the informal

group of redish seed-cone junipers.

Key words: Juniperus communis s.l., |. deltoides, |. macrocarpa, Cupressaceae, n-alkanes, terpenes,

chemotaxonomy, chloroplast DNA, genetic differentiation
Scientific field: Biology
Specific scientific field: Plant morphology, phytochemistry & systematics
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Sa preko 80 taksona, rod Jumiperus L. predstavlja najveci i najraznovrsniji rod
Cupressaceae 5./ Prema Adamsu (2011a) ovaj rod broji 67 vrsta i 37 varijeteta. Svi taksoni
(osim J. procera Hochst. ex Endl.) su rasprostranjeni na severnoj hemisferi. Rod je podeljen na
tri sekcije: Caryocedrus, Juniperus (Syn. Oxycedrus) 1 Sabina. Na Balkanskom poluostrvu rastu dva

taksona iz sekcije Juniperus u Sirem smislu (. communis s5.1. 1 J. oxycedrus s.1.).

Juniperus communis L. s./. nastanjuje kserotermna otvorena stanista, od 600 do 2.400
m.n.v. u Bvropi, Mediteranu, Rusiji, centralnoj 1 zapadnoj Aziji, Japanu, na Kamcatki i u
Severnoj Americi. Ovo je vrsta vrlo velike klimatske i edafske amplitude, $to se vidi iz njenog
velikog areala kao i razlicitih tipova stanista koje nastanjuje. Taksonomski status ove vrste je
veoma problemati¢an. Na osnovu morfoloske varijabilnosti opisan je veliki broj podvrsta/
varijeteta ovog taksona. Zbog izuzetno Sirokog areala i velike morfoloske varijabilnosti,
problem statusa ovog taksona i dalje postoji imajuéi u vidu da je u dosadasnjim studijama koje
se bave ovom problematikom analiziran relativho mali broj jedinki sa njegovog celokupnog

areala.

J. oxcyeedrus L. s5./. raste na suvim brdima i planinskim padinama Mediteranske obale.
Nastanjuje stanista na visinama od nivoa mora do 2.500 m.n.v, a retko zalazi u kopno dublje
od 100 km izuzev na Balkanskom i Pirinejskom poluostrvu. Iako su ranije morfoloske studije
pokazale da u okviru areala ova vrsta ispoljava neznatnu varijabilnost, novija fitohemijska
1 molekularna istrazivanja su pokazala da se Mediteranske populacije znacajno razlikuju u
pogledu etarskih ulja izolovanih iz listova kao i na nivou RAPD profila, sto je dovelo do
podele ovog taksona na nekoliko vrsta: . navicularis Grand., J. brevifolia (Seub.) Antoine, J.
cedrus Webb & Berthel., . oxycedrus L., |. macrocarpa Sibth.&Sm. 1 |. deltoides R.P. Adams. Na
osnovu morfoloskih, fitohemijskih i molekularnih analiza, zapadne populacije . oxycedrus
5.l su izdvojene kao takson ] oxycedrus s.str., dok su populacije koje su rasprostranjene u
istocnom Mediteranu (Apeninsko i Balkansko poluostrvo, ostrva isto¢nog Mediterana i mala

Azija) izdvojene kao J. deltoides.

Kod velikog broja istrazivanih biljnih vrsta kutikula i njen sastav imaju veoma
bitan ekofizioloski i taksonomski znacaj. Kutikula, koja sluzi kao poslednja barijera
nekontrolisanom gubitku vode, je sacinjena iz rastvorljivih lipida (voskova) i poliestarskog

matriksa sacinjenog uglavnom iz kutina. Kompleksna mesavina dugolancanih alifati¢nih

2
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i cikli¢nih jedinjenja formira intrakutikularni i epikutikularni sloj. U zavisnosti od sastava,
epikutikularni sloj formira razli¢ite trodimenzionalne strukture koje imaju ulogu u refleksiji
svetlosti, ali 1 drugim biotickim 1 abiotickim odnosima (kao $to je odbijanje vode, ciS¢enje
povrsine lista ili sprecavanje prodiranja patogena). Epikutikularni sloj je sacinjen od alkana
normalnog lanca, alkil estara, karboksilnih kiselina, alkohola, aldehida, mono- i diketona.
Zbog svoje izuzetno vazne bioloske uloge, ovaj sloj nalazi se pod strogom genetickom
kontrolom. Od svih komponenti epikutikularnih voskova, alkani su najvise proucavani kao
hemotaksonomski markeri. Nekoliko autora je opisalo fundamentalne razlike u sastavu
voskova kod golosemenica 1 skrivenosemenica, dok je Maffei (2004) pokazao znacaj alkana
kao hemotaksonomskih markera kod reda Pinales. Dodd i Afzal Rafii (2000) su analizirali

voskove kod vrsta iz familije Cupressaceae i nasli da sastav alkana predstavlja selekcioni

odgovor na razlicite sredinske faktore, 1 da pokazaje jaku geneticku kontrolu.

S druge strane, kvalitatitivni i kvantitativni sastav etarskog ulja se u dosadasnjim
istrazivanjima pokazao kao znacajan taksonomski marker. Terpeni (monoterpeni,
seskviterpeni, diterpent) predstavljaju glavhe komponente u etarskom ulju. Terpeni suispatljiva
jedinjenja sa ponavljajuéom peto-ugljenicnom izoprenskom jedinicom u svojoj osnovi. Zbog
svojih raznorodnih bioloskih uloga (zastita od preteranog zagrevanja biljaka, antimikrobna
zadtita, antiherbivorna zastita, insekticidna uloga, privlacenje insekata, alelopatija...) nalaze
se pod strogom genetickom kontrolom, pogotovu kod cetinara. Terpeni izolovani iz iglica
Cetinara su do sada koris¢eni kao ekoloski i hemotaksonomski markeri (na nivou familija,
rodova, vrsta 1 populacija). Novije studije sastava etarskog ulja izolovanog iz razlicitih
populacija J. exyeedrus 5.1, pokazuju znacajnu korelaciju sa geografskom distribucijom. Stavise,
sastav etarskog ulja izolovanog iz iglica se pokazao kao znacajan taksonomski karakter na
infraspecijskom nivou kod ovog roda. Iako postoje brojne studije koje se bave sastavom
etarskog ulja kod vrsta roda Juniperus, ne postoji detaljna studija varijabilnosti sastava etarskog

ulja kod vrsta ovog roda na Balkanskom poluostrvu.

Hloroplastni genom, jedan od tri biljna genoma, pokazao se kao izuzetno pogodan
za filogenetska istrazivanja kod biljaka (Taberlet et al., 1991). Ovaj genom je haploidan,
te ne pokazuje klasicno Mendelejevsko nasledivanje. Hloroplastna DNK je relativno mali
cirkularni molekul, duzine oko 200.000 baza, relativno stabilne stukure koji se kod familije
Cupressaceae nasleduje preko ocinske linije. Zbog manje efektivne velicine populacije

haploidnog genoma u odnosu na markere nuklearnog genoma, hloroplastni genom je osetljiviji

na efekte genetickog drifta. Pokazalo se da ovaj molekul ima visokokonzervirane regione, §to
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je omogucilo dizajniranje tzv. univerzalnih prajmera koji se mogu koristiti za amplifikaciju
zeljenih potencijalno informativnih regiona kod vecine visih biljaka. Nekodirajuéi regioni
hloroplastne DNK (introni 1 intergenski spejseri) se ne nalaze pod uticajem prirodne
selekcije 1 u dosadasnjim istrazivanjima su pokazali izuzetnu varijabilnost kod velikog broja
vrsta ukljucujudi 1 predstavnike roda Jumiperns. Hloroplastni markeri su se pokazali kao
informativni za sticanje boljeg uvida u pitanja genetickog diverziteta, diferencijacije populacija
1 istorijskih procesa koji su vodili formiranju danasnjih areala razli¢itih taksona. Istrazivanja
Adamsa 1 drugih istrazivaca su pokazala da su ovi markeri u velikoj meri specificni za svaku
od ispitivanih vrsta roda Juniperus, te se u odredenoj meri mogu smatrati informativni za

utvrdivanje genetickih granica izmedu vrsta.
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1.1. CUPRESSACEAE L. (CEMPRESI)

Familija Cupressaceae (¢empresi) sa oko 160 vrsta u 30 rodova predstavlja drugu po

veli¢ini porodicu u okviru cetinara, odmah iza Pinaceae (10 rodova, 250 vrsta) (Hill, 2005).

Istorija infrafamilijalne klasifikacije ove porodice je duga i komplikovana. Pilger
(1926) je prvi definisao familije u okviru cetinara opisavsi, izmedu ostalih, Cupressaceae
s.str. (potfamilije: Cupressoideae, Juniperoideae, Thujoideae) 1 Taxodiaceae (Taxodoideae,
Sciadopityoideae) (¢. Tabela 1.1). U Taxodiaceae je svrstao niz reliktnih rodova i vrsta koje
nije mogao da smesti ni u jednu drugu porodicu. Potonja istrazivanja su vodila opisivanju
novih rodova unutar Cupressaceae (19) i Taxodiaceae (9) (Li, 1953; Pilger & Melchior, 1954).
Medutim, ovako definisane Taxodiaceae su imale mali broj zajednickih karakteristika koje su

delile i sa drugim grupama, dok su, s druge strane, mnoge izvedene karakteristike delile sa

Cupressaceae (npr. karakteristike megastrobilusa) (Farjon, 2001).

Slédedi rezultate izuzetno detaljne morfoloske analize, Eckenwalder (19706) je doveo
u pitanje opravdanost odvajanja ovih porodica, i predlozio njthovo spajanje u Cupressaceae
s... Dokazi za spajanje ove dve familije su bazirani na karakterima megastrobilusa, kao i
vegetativnim karakteristikama (poput dimorfizma mladih i adultnih listova, te veoma slicne
anatomije kore i drveta). Polenova zrna kod svih predstavnika nemaju nastavke za letenje,
dok je doslo do potpunog srastanja plodne i zastitne ljuspe u megastrobilusima. Poslednja
filogenetska istrazivana bazirana na molekularnim i nemolekularnim podacima su pokazala
da su Taxodiaceae polifiletska grupa, koja je parafiletska sa Cupressaceae. Ova istrazivanja su
takode pokazala da je rod S¢yadopitysjedinstven u veoma bitnim sistematskim karakteristikama,
1 vecina taksonoma je prihvatila odvajanje ovog roda u monotipsku porodicu Sciadopytaceae

(Farjon, 2001).
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Calocedrus —
Microbiota
Platycladns
Tetraclinis

C upressus Cupressoideae

Juniperus
Chamaecyparis
Fokienia
Thuja
Thujopsis

Actinostrobus
Callitris
Neocallitopsis
Diselma Callitroidae
Fitzroya
Widdringtonia
Austroceddrus
Libocedrus

Pilgerodendron

Papnacedyus

Cryptomeria o
Ghyptostrobus Taxodioideae
Taxodinm

| e L

Sequoioideae

Athrotaxidoideae

Taiwanioideae

Cunninghamia Cunninghamioideae

Amentotaxus™

Picea (ontgroup)

Slika 1.1.1 Filogenetsko stablo Cupressaceae s./ dobijeno na osnovu 7afiK i rbel. sekvenci
(nacrtano prema Gadek et al., 2000). *: Amentotaxus i Picea su uzete kao autgrupe

Najvedi rod je Juniperus 1. sa 67 vrsta i 37 varijeteta (Adams, 2011a), slede Cupressus (16)

1 Callitris (15), dok ostali rodovi sadrze ne vise od 7 vrsta, a vecina ih je monotipska (Farjon,

2001).

Sve familije cetinara naseljavaju iskljucivo jednu, severnu ili juznu hemisferu, dok se
jedino Cupressaceae sre¢u na obe (Slika 1.1.2). Najstariji fosilni nalazi cempresa datiraju iz

kasnog Trijasa (Hill, 2005). Za razliku od ostalih porodica cetinara, kod ¢empresa ne postoji
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toliko jasno odvajanje izmedu taksona juzne i severne hemisfere, na sta ukazuje distribucija
recentnih populacija i fosilnih nalaza. Prate¢i distribuciju fosilnih nalaza recentnih vrsta
(dostupnih ve¢ od Krede) i njihovih predaka, Farjon (2001) je dosao do zakljucka da se
recentna distribucija taksona ove familije (pogotovu ekstremnih endemita poput Firzroya,
Metasegnoia, Sequoia i Sequoiadendron) mora posmatrati kao relikt nekada mnogo Sireg areala.
Medutim, nekoliko rodova, izmedu njih 1 Juniperus, pokazuju dokaze skorije radijacije (Adams,

2011a; Farjon, 2001).

B
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Slika 1.1.2 Distribucija Cupressaceae s./. (bazirano na podacima Farjon, 2001)

Cupressaceae s/ pokazuju veoma veliku ekolosku amplitudu. Mogu se naci od
ekstremno vlaznih (kao $to su monsunske sume i vlazne priobalne Sume umerene zone) pa
do semi-aridnih stanista na rubovima kontinentalnih pustinja. Na sever, vrste roda Juniperus
idu do glecera Grenlanda, kao 1 vecito zaledenih vrhova visokih planina, daleko iznad gornje
sumske granice, a spustaju se do pescanih i kamenitih obala Mediterana (Adams, 2011a;

Farjon, 2001; Vidakovi¢, 1982).

Ovaj veliki diverzitet stanista je uticao na pojavu velikog broja vrsta i zivotnih formi, od
patuljastih poleglih koje ne dostizu visinu vecu od dvadesetak centimetara, do najviseg drveta
na svetu koje moze imati preko 110 m visine. Veéina ih zivi na izuzetno siromasnoj podlozi

(Adams, 2011a; Farjon, 2001; Vidakovi¢, 1982).
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1.1.1. Rod Juniperus L. (kleka)

Rod Juniperus L. predstavlja najvedi i najraznovrsniji rod Cupressaceae 5./ sa preko
80 taksona (vrsta, podvrsta/vatijeteta). Prema Adamsu (2011a) ovaj rod broji 67 vrsta i
37 varijeteta, dok Farjon (2001) zastupa konzervativniji pristup i prepoznaje 53 vrste, Sest
podvrsta, dvadesetpet varijeteta 1 jednu formu. Pregled taksonomskog tretmana roda dat je

u Tabeli 1.2.

Slika 1.1.3 Distribucija vrsta roda Juniperus L. (bazirano na podacima Adams, 2011a)

Zahvaljujudi izuzetno velikoj ekoloskoj i edafskoj amplitudi, kao i razvoju mesnate
sisarice, vrste roda Juniperns L. se mogu sresti na svim kontinentima (osim Antarktika), na obe

hemisfere, gde naseljavaju razlicita stanista (Slika 1.1.3) (Adams, 2011a).

Kleke rastu od nivoa mora (npr. |. deltoides, |. macrocarpa, |. foetidissima) pa sve do
iznad gornje granice Suma vecine planina severne hemisfere (npr. J. communis, |. monticola,
| przewalskii). Iako se najveci broj vrsta moze naci na kre¢njaku, ne pokazuju jaku preferencu
prema podlozi, Stavise, ista vrsta (. deltoides, |. communis) se moze naci i na kre¢njacku i na
serpentinitu. Neki taksoni se mogu pronadi na pescanim dinama (. communis var. communis,
. commmunisvar. megistocarpa, J. horizontalis), granitu (J. communis var. depressa), vulkanskim stenama

(J. madarensis) 1 pescaru (]. thurifera) (Adams, 2011a; Vidakovi¢, 1982; Zhang et al., 2005).



Doktorska disertacija Uvod

Vrste ovog roda se mogu nadi na razlicitim stanistima, od rubova pustinja (J. ca/zfornica,
. horizontalis, ]. sabina var. arenaria), preko mediteranskih stanista (J. deltoides, |. oxycedrus, .
macrocarpa, J. foetidissima), kamenjara (. sabina) i visokoplaninskih livada i rudina (J. communis,
J. przewalskii), do mocvara (]. barbadensis var. lucayana, ]. blancoi) ili ¢ak na stenama na samoyj
obali mora gde su izlozeni slanoj morskoj vodi (J. chinensis var. sargentiz). Ipak, najcesce se

javljaju na suvljim stanisima i manje hranljivoj podlozi (Adams, 2011a).

Kleke su zimzeleni polegli ili uspravni grmovi ili omanje drvece. Kora se ljusti
uglavnom uzduznim ljuskama. Mlade grancice su trobride, 4-6 ugaone, izuetno retko
(J. thurifera) spljostene. Listovi su dimorfni. Kod mladih biljaka i novih izdanaka listovi su najpre
iglicasti, da bi se kasnije razvijali igli¢asti ili ljuspasti listovi. Iglicasti listovi su rasporedeni po
3 u prsljenu, na izuzetno kratkim drSkama ili su sedeci. Ljuspasti listovi su naspramni, ne
srastaju za izdanke. Na listovima se nekada mogu uociti abaksijalne Zlezde (Adams, 2011a;

Jovanovi¢, 1970; Tutin et al., 1976; Vidakovi¢, 1982).

Muski strobilusi su jajoliki ili su u obliku dugih resa, izgradeni iz 3 do 7 mikrosporofila
(mikrosporofili naspramni ili u préljenovima po 3), svaki nosi 2-8 polenovih kesica. Zenski
iz 1 do 5 parova epimacijuma (karakteristika porodice, srasle zastitne i plodne ljuspe).
Epimacijumi ostaju zatvoreni. Svaki epimacijum razvija 1-3 semena koja su okrugla ili
viSestrana, bez krilaca ili drugih izrastaja. Kotiledona 2-6. Haploidni broj hromozoma je
n=11, osim kod J. chinensis (tetraploid) gde je n=22. Vrste dvodome, ili retko jednodome.
(Adams, 2011a; Jovanovi¢, 1970; Vidakovi¢, 1982).

Evolutivho gledano, razvojem socnog megastrobilusa (Cesto: bobicasta Sisarica ili
“bobica”) koji je izuzetno privlacna hrana za ptice, kleka je uspela da naseli i Atlantska ostrva
poput Azornih, Bermuda, Karipskih i Kanarskih ostrva, i da za vrlo kratko vreme uspe da
rekolonizuje (. communis) ne samo kontinentalne oblasti koje su bile pod glec¢erima tokom

poslednjeg ledenog doba, vec¢ i ostrva poput Islanda i Grenlanda (Adams et al., 2003a).
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Prema poslednoj klasifikaciji, rod Juniperus L. se deli na tri sekcije:

(1) Sekcija: Caryocedrus Endl. — tipska i jedina vrsta je |. drupacea Labill. (Syn. Arceuthos
Antoine, ¢f. Tabela 1.1)

(2)  Sekcija: Juniperus L. (Syn. Oxycedrus Spach.) — sa 11 vrsta koje naseljavaju holarktik

(3)  Sekcija: Sabina Spach. — sa preostalih 55 vrsta koje naseljavaju severnu hemisferu

1 spustaju se do ekvatora i juzne hemisfere u Africi

Juniperus drupacea, jedina vrsta koja pripada sekciji Caryocedrus smatra se najprimitivnijom
vrstom. Naseljava region od Grcke do Turske. Kao i vrste sekcije Juniperns ima adultne
kod ove vrste, tri semenke u $isarici srastaju u jednu veliku “kosticu”. Vrste sekcije Sabina se
smatraju najizvedenijim vrstama, na Sta upucuju morfoloski 1 biohemijski podaci (Adams,

2011a). Karakteri na osnovu kojih su vrste svrstane u tri sekcije su dati u Prilogu A.

11
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1.1.2. Sekcija Juniperus L. (Syn. Oxycedrus Spach)

Tipska vrsta je . communis L. Vrste ove sekcije su dvodomo drvece ili Zbunje. Kako
mladi, tako i adultni listovi su iglicasti, 1,5 do 3,0 mm Siroki, rasporedeni u prsljenovima po
3. Muski 1 zenski strobilusi se nalaze na bo¢nim granama, na veoma kratkim drSkama pa
izgledaju sededi (0,3 - 1,0 mm). Zrele Zenske sisarice 6-15 mm u precniku, izgradene od po 3
epimacijuma sa uglavnom 3 semenke. Zenske $iSarice sazrevaju za dve (kod J. communis za tri)

godine (Adams, 2011a; Jovanovi¢, 1970; Vidakovi¢, 1982). Areal distribucije sekcije Juniperus

prikazan je na Slici 1.1.4.

; : _ >
= = = = é;
T, ——— —

Slika 1.1.4 Distribucija vrsta sekcije Juniperus 1. (bazirano na podacima Adams, 2011a,
Jalas & Souminen, 1988)

Bazirajudi se na sastavu etarskog ulja listova, morfoloskim i molekularnim podacima

(hloroplastne sekvence ##C-#rnD), Adams je sekciju podelio na dve grupe:

(1) severne i dalekoisto¢ne vrste, vezane za J. communis sa plavim ili plavicastocrnim
siSaricama koje imaju jednu stominu liniju na adaksijalnoj strani lista (J. communis, |.

Jformosana, |. luthcuensis, |. rigida, |. taxifolia);
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(2) Mediteranske vrste, vezane za J. oxycedrus sa narandzastocrvenim do crvenomrkim
ili crvenkastopurpurnim zrelim zenskim $isaricama, sa po 2 stomine linije na adaksijalnoj

strani lista (J. brevifolia, |. cedrus, |. deltoides, |. macrocarpa, |. madarensis, |. navicularis, J.

oxcycedrus).

Ova podela dosta podsec¢a na Gaussenovu podelu (Vidakovi¢, 1982), ede je (u ovom
slucaju) podrod Oxycedrus (Spach) Gaussen podeljen na tri sekcije: Oxycedroides, Riggidoides,

Recurvoides. Vrste sekcije Recurvoides Gaussen sada pripadaju sekciji Sabina Spach.

13
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1.1.2.1. Juniperus communis L. —kleka, obi¢na borovica

Obicna kleka je dvodomi grm ili manje stablo 3-5 (-15) m visoko. Habitus je razlicit,
ali je najcesce jajolik ili kupast. Kora je sivosmeda do crvenkastosmeda, u pocetku glatka,
kasnije uzduzno ispucala. Mladi izdanci su trobiridi. Listovi su iglicasti, rasporedeni po 3
u prsljenu, 7-16 (-30) mm dugi, 1-2 mm Siroki. Listovi se suzavaju od osnove prema vrhu,
tvrdi su, bodljikavi, ve¢inom sivozeleni, sa belom prugom; na poprecnom preseku trapezasti

(Jovanovi¢, 1970; Vidakovi¢, 1982).

Muski strobilusi su zuckasti, retko zelenkasti, sitni. Sazrevaju u aprilu ili maju. Zenska
Sisarica je okruglasta, 6-9 mm u precniku, na kratkoj drsci. Sazreva u drugoj ili tre¢oj godini.
U prvoj je zelena, a kada sazri postaje plavo-crna, s nejasnim belicastim venc¢i¢em na vrhu.

Semenke su zaobljene i smede, obic¢no po tri u plodu (Jovanovié, 1970; Vidakovi¢, 1982).

Obicna kleka je najrasprostranjenija od svih vrsta cetinara (Vidakovi¢, 1982). Ovo je
vrsta izuzetno Siroke edafske 1 klimatske amplitude. Moze se naci na svim tipovima podloge,
od krecnjaka, preko serpentinita, magmatskih stena do peska. Naseljava razlicita stanista, od
nivoa mora do 2800 m.n.v. Moze se sresti na kamenitim padinama i liticama, visokoplaninskim
livadama 1 rudinama iznad gornje granice Suma, pes¢arama i pescanim dinama, zaparlozenim
njivama 1 napustenim imanjima, ali i moc¢varama; najcesca je na otvorenim stanistima, ali ulazi
1u sastav Sumskih zajednica. Na severu se prostire do Grenlanda i Islanda, na jugu, do severne
i centralne Grcke i severne Turske. Na istok ide do Kamcatke, a na zapad do Pacifickih obala
Severne Amerike (Slika 1.1.6) (Adams, 2011a; Farjon, 2001; Jalas & Suominen, 1988; Tutin
et al., 1976).

Ovako velika klimatska i edafaska amplituda, gotovo holarkticki areal kao i skorija
istorija vrste (uglavnom pod uticajem glacijacija 1 interglacijacija koje su se desavala na vecem
delu njenog areala) ogleda se 1 u postojanju velikog broja infraspecijskih taksona. J. communis
je verovatno najistrazivaniji i najmanje razjasnjen takson u okviru ovog roda. O tome svedoci
preko 60 razlic¢itih sinonima i veliki broj razlic¢itih infraspecijskih klasifikacija. Infraspecijski

taksoni koji pripadaju ovoj vrsti su tretirani kao posebne vrste (J. sibirica, |. nana, J. montana,
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J. microphylla, ]. vulgaris...), zatim podvrste (J. communis subsp. depressa, subsp. alpina, subsp.
nana...), varijeteti (. communis var. saxatilis, var. nana, var. alpina, var. nipponica...) ili ¢ak forme

(J. communis {. crispa).

Verovatno najsire prihvacena infraspecijska klasifikacija taksona je podela na varijetete.
Farjon (2001) opisuje: . commmunis L. var. communis (kao tipsku vrstu), zatim var. depressa, var.
megistocarpa, var. nipponica i var. saxatilis. Dok, Adams (2011a) uz njih opisuje jos i |. communis

var. charlotensis i J. communis vax. jackii.

J. communis var. depressa, |. communis var. megistocarpa, J. communis var. jackii, |. commnnis
var. charlotensis 1 . communis var. saxatilis naseljavaju Severnu Ameriku; . communis var. communis
1 J. commmunis var. saxatilis naseljavaju Grenland, Island, Evropu i Aziju do Mongolije, dok J.

communis Var. nipponica i |. communis var. saxatilis naseljavaju Kamcatku, Japan i daleki Istok.

Kada se uporedi danasnji areal vrste sa distribucijom lednika tokom Pleistocena
(Slika 1.1.5), dolazi se do zakljucka da samo populacije sa Aljaske i Kamcatke nisu bile pod
lednicima (Adams et al., 2003a). Da li su one prezivele glacijaciju, ili su kasnije rekolonizovale
danasnji areal, je 1 dalje otvoreno pitanje. Tokom poslednjeg glacijacionog maksimuma (pre
18.000 godina), lednici su prekrili gotovo celu Kanadu, spustajuci se na jug do Kolumbijskog
platoa na zapadu i basena Ohajo-Misisipi na istoku. Na Aljasci lednici su bili ograni¢eni samo
na juzni deo 1 Aleutska ostrva dok su Grenland i Island bili potpuno prekriveni lednicima.
U Evropi, lednici su se spustali od krajnjeg severa na jug do centralne Evrope, a takode i sa
najvisih planina (Alpa, Dinarida, Karpata) u juznijim delovima. Nivo mora je bio nizi i za do
200 m, pa su biljke mogle da nasele nova podrucja na jugu. Nakon poslednjeg glacijalnog
maksimuma, u periodu od pre oko 14.000 do 9.000 godina, led krece polako da se povlaci
na sever i zauzima danasnje granice, dok za njim ostaju manji gleceri na pojedinim visokim
planinama, glacijalna jezera i nivo mora koji je porastao topljenjem leda. Pre oko 5.000 godina
gleceri su se povukli sa obala Grenlanda i zauzimaju manje-vise istu poziciju kao i danas. Prvi
tragovi polena u fosilnim nalazima, javljaju se ve¢ pre oko 11.000 godina u Sibiru 1 Kanadj,
i pre 9.500 godina na severu Britanskog ostrva (Bennett et al., 1992; Pisaric et al., 2001; Yu,
1997). Zanimljivo je istaci da se polenova zrna kleke nalaze u fosilnim nalazima starijim od
11.000 godina u Evropi i iznad pedesete paralele, $to upucuje na mogucénost prezivljavanja
ove vrste u centralnoj Evropi i tokom poslednjeg glacijalnog maksimuma. Fosilni dokazi za
prezivljavanja ne postoje, ali poslednja istrazivanja AFLP markera populacija J. commmunis iz
centralne Evrope ukazuju na moguénost prezivljavanja ove vrste izuzetno Siroke ekoloske

amplitude 1 van juznih refugijuma kakav je bio i Balkan (Michalczyk et al., 2010).
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Slika 1.1.5 Recentna distribucija B J. communis L. i glecera I tokom poslednjeg glaciacionog
maksimuma (LGM) (bazirano na podacima Adams, 2011a, Jalas & Souminen, 1988)

Koristeci populacije J. commmunis iz Severne Amerike (J. communis var. depressa, J. communis
var. megistocarpa), sa Grenlanda i Islanda (. communis var. saxatilis), iz Evrope 1 sa Urala (.
COMmmunis Nax. communis, J. communis var. saxatilis) i Kamcatke (J.communis var. saxatilis), Adams i
saradnici (2003a) su konstruisali Minimum Spanning Network baziranu na 152 dobijena RAPD
benda, na osnovu koje se vidi jaka geografska asocijacija izmedu populacija, koje se grupisu
prema kontinentu. Stavise, dobili su da su populacije sa Grenlanda i Islanda geneti¢ki sli¢nije
populacijama iz Evrope, dok se populacije sa Kamcatke jako odvajaju od svih ostalih (Adams
et al., 2003a). Ovi rezultati se uklapaju u teoriju da je danasnji areal . commmunis najvecim
delom nastao vtlo brzo po povlacenju lednika nakon poslednjeg ledenog doba. Stavise,
brzina i sablon rekolonizacije upucuje na izuzetno bitnu evolutivhu prednost koju su vrste
kleke razvile — bobicasta §isarica koja je privlacna kao visokokalori¢na hrana za ptice, koje na
putu svojih prole¢nih migracija vrlo brzo prenose semena na velike distance, §to su 1 pokazale
studije migratornih ptica koje iz svojih Evropskih zimskih odmaralista, lete na Island (a neke
potom i na Grenland) u proleé¢e (Adams, 2011a). Poc¢etkom dvadesetog veka krenula su prva
istrazivanja o ulozi ptica u raznoSenju Sisarica kleke (Holthuijzen & Sharik, 1985; Holthuijzen

et al., 1987; Phillips, 1910). Ukratko, rezultati ovih studija su potvrdili:

(a) da se najveci broj semena raznosi pticama (65%), a potom 1 sitnijim sisarima 1

mravima,

(b) da je prosecna distanca na koju se seme prenosi veca od 12 m,
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(c) da se klijavost semena kod nekih vrsta naglo povecava nakon prolaska kroz
digestivni trakt ptice (pretpostavlja se da na ovaj nacin dolazi do skarifikacije

semenjace 1 lakse klijanje semena) 1

(d) da je klijavost semena najmanja u neposrednoj blizni adultne biljke, mada nije
utvrdeno da li je to posledica alelopatskih odnosa ili prosto kompeticija za

resursima koji su izuzetno ograniceni na stanistima na kojima ove vrste zive.
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1.1.2.1.1 Juniperus communis L. var. communis - obi¢na kleka

(Syn. J. suecica MilL.; |. commnnis L. vax. vulgaris Aitony |. commmunis L. var.suecica (Mill.) Aitony
. communis L. var. montana Neilr.; |. difformis Gilib.; . borealis Salisb.; |. communis L. var. typica
Fomin, |. communis .. var. erecta Purshy J. communis 1. var. depressa (Steven) Boiss., |. hemisphaerica
J&C.Presl; J. communis L. var. arborescens Gaudin, |. depressa Steveny; J. commmunis L. var. oblonga
hort. Ex Loudon; J. occidentalis hor. Ex Carriere; |. communis L. var. hispanica (J&C Presl) Parl.;
. communis 1. subsp. eucommunis Syme; J. communis 1. var. fastigiata Parl.; J. cracovia hort. ex
K.Koch.; . communis L. subsp.hemisphaerica (J&C Presl) Nyman; J. communis L. var. genuina
Formanek; |. vulgaris Tragus ex Bubani; J. nzemannii EL.NVOILE; J. commmunis L. var. brevifolia
Sanio; |. axycedrus 1. subsp. bemisphaerica (J&C Presl) E.Schmid; . communis 1.. subsp. brevifolia
(Sanio) Penzes; J. albanica Penzes; |. communis L. subsp. cupressifornis Vict.&Sennen ex Penzes;

. communis L. subsp. pannonica (Penzes) Soo; |. communis L. £. crispa Borowicz&Zielinski)

Zbun ili drvo visoko do 5 m (Slika 1.1.7a,b), jajaste ili kupaste kro$nje. Kora trakasto
uzduzno ispucala. Mlade grancice trouglaste. Cetine rasporedene u priljenovima po tri, krute,
bodljikave, 15-20 (-25) mm duge, na poprecnom preseku trapezaste. Na licu lista nalazi se bela
traka sa stomama i dve bocne zelene trake. Bela traka je samo u osnovi podeljena uzduzno na
dve, mada se retko moze desiti da bude cela podeljena. Muski strobilusi sazrevaju april-jun.
Bobicaste sisarice zrele u drugoj ili tre¢oj godini, okruglaste, 6-9 mm u prec¢niku. Nezrele

sisarice su zelene; kad sazreju postaju plave do plavicastocrne. Semena obi¢no po 3 u §isarici.

2n=22. (Adams, 2011a)

Vrsta izuzetno Sirokog areala. Naseljava iskljucivo istoc¢nu hemisferu (Evroaziju) (Slika
1.1.6). Na sever raste do krajnjeg severa Evropskog kontinenta i Sibira, na jug dolazi do
Mediterana (centralna i severna Grcka, severna Turska), na zapadu se javlja na Britanskim

ostrvima a na istok dolazi do Mongolije.

U Srbiji se javlja u kserotermnim, bazifilnim hrastovim sumama deliblatskog peska i
Fruske gore, kao 1 acidofilnim vristinama zapadne Srbije i devastiranim Sumama bukovog i

bukovo-jelovog pojasa. Rasprostranjena.
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B /. conmunis var. communis

J. communis var. saxatilis W communis vat. jackii

an J. communis var. depressa A . communis vax. charlottensis

Slika 1.1.6. Distribucija J. communis L. var. communis 1 J. communis L. var. saxatilis Pall. (bazirano
na podacima Adams, 2011a, Jalas & Souminen, 1988)

X2

“‘ ‘
SO 4
> :

Slika 1.1.7. J. communis L. var. communis L. a) habitus, b) zenske Sisarice 1 iglice; J. communis L.
var. saxatilis Pall. ¢) habitus, d) Zenske Sisarice 1 iglice (photo N. Rajcevic)
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1.1.2.1.2 Juniperus communis L. var. saxatilis Pall. — kleCica, klekuSa

(Syn. | sibirica Burgsd.; J. nana Willd.; |. communis 1. var. montana Aiton.; |. communis L.
var. alpina Suetet; |. oblonga M.B.; |. communis L. var. nana (Willd.) Baumg;; |. alpina S.F.Gray;
J. communis 1. var. oblonga (M.B.) Parl.; |. communis 1. var. cancasica Endl; J. nana Willd. var.
alpina (Aiton) Endl.; |. pygmaea K. Koch; J. montana (Aiton) Lindl.&Gordon; |. caesia Regel.; J.
communis L. subsp. alpina (Suter) Celak.; . commmunis L. subsp. nana (Willd.) Syme; J. commmunis
L. subsp. alpina (Smith) Celakosvky; J. sibirica Burgsd. var. montana (Aiton) Beck.; . rebunensis
Kudo&Suzaki; [. commmunis L. subsp. oblonga (M.B.) Galushko; |. communis L. subsp. saxatilis
(Pall.) E. Murray; . communis L. subsp. pygmaea (K. Koch) Imkhan.)

Nizak polegli Zbun (Slika 1.1.7¢c,d), visine do 50 c¢m, sa gustim granama poleglim po
zemlji. Kora tanka, guli se u $irokim trakama. Grane su debele i kratke. Mladi izdanci trobridi,
sa prodlienovima éetina (po 3) medusobno udaljenim svega 1-4 mm. Cetine su duge 5-10 mm,
sabljasto savijene, manje-vise prilegle uz grancicu, sa naglo zailienim vrhom. Cetine su na
licu udubljene, a na nali¢ju zaobljene, tamnozelene i sjajne. Dvodome vrste. Muske Sisarice
sazrevaju u maju. Bobicaste Sisarice jajaste ili okrugle, 7-10 mm u pre¢niku. Semena obi¢no
1-3 po sisarici. Nezrele su zelene boje, dok su zrele tamnoplave ili plavicasto crne sa kratkom

peteljkom. Sazrevaju u drugoj godini. (Adams, 2011a; Jovanovié¢, 1970; Vidakovi¢, 1982).

Vrsta je rasprostranjena u celom holarktiku, ali je ogranicena na velike geografske
sirire 1 velike nadmorske visine od 600 do 2.400 m.n.v (Slika 1.1.6). Naseljava zapadnu obalu
Severne Amerike (Oregon, Vasington, zapadna Kanada), Grenland, Island, Evropu (vise
planine Evrope, na nizim nadmorskim visinama na severu, ukljucujuci i klifove Atlantske
obale na severu), Kvakaz, Sibir i srednju Aziju, sever Indije, Pakistan, Nepal, severnoistocnu
i severnozapadnu Kinu, Japan, Kamcatku (Adams, 2011a; Farjon, 2001; Jalas & Suominen,

1988; Tutin et al., 1970).

U Srbiji se srece na najvisim planinskim masivima (Stara planina, Suva planina, Besna
Kobila, Golija, Kopaonik, Prokletije). Raste na kamenjarima ali i visokoplaninskim rudinama
iznad gornje sumske granice. Na Kopaoniku u Sumi Vacenieto-unipereto-Picetum subalpinum, na
Suvoj planini u zajednici Juniperetum nanae-intermediae. Srece se cesto u zajednici sa munikom,
molikom, krivuljem, smré¢om i drugim vrstama. Na Staroj planini u asocijaciji Bruckenthalio-

Juniperetum nanae (Jovanovic, 1970; Vidakovié¢, 1982)
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1.1.2.2 Juniperus oxycedrus s.I. — crvena kleka, Smrika

U morfoloskom pogledu $mrika je jedan od najprepoznatljivijih taksona iz sekcije
Juniperns. Smrika je dvodomi Zbun ili nisko drvo, do 6 m visine. Kro$nja je kupasta, a u
starosti dostize amrelasti oblik. Mlade grancice su sa crvenkastozuckastom korom. Cetine
su rasporedene po tri u prsljenu, duge do 20 mm, osto zasiljene, na poprecnom preseku
manje-vise trouglaste, odnosno sa istaknutim dorzalnim rebrom. Na licu cetina se nalaze
dve bele pruge stoma, rastavljene jednom zelenom prugom. Muski strobilusi sazrevaju
rano, najkasnije do marta/aprila. Bobicaste SiSarice smedecrvenkaste, obi¢no bez peteljke,
okruglaste, 6-8 (-25) mm u prec¢niku, gradene iz 3-6 epimacijuma. U sisarici obi¢no 3 semenke

(Jovanovi¢, 1970; Vidakovi¢, 1982).

Naseljava kserotermne hrastove i crnoborove sume do 800 m visine, odnosno preko
1100 m.n.v. Uglavnom na serpentinu. Kserofilna, heliofilna vrsta. U Mediteranu je siroko
rasprostranjena, od Azornih ostrva na zapadu, do Irackih obala Crnog mora na istoku

(Jovanovi¢, 1970; Vidakovi¢, 1982) (Slika 1.1.8).

B J »ocedrus s.str. ® | macrocarpa
D T deltoides

Slika 1.1.8 Distribucija J. axycedrus s./. (bazirano na podacima Adams, 2011a, Jalas & Souminen,
1988)
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Farjon (2001) opisuje nekoliko podvrsta: J. axycedrus L. subsp. badia (H. Gay) Debeaux,
subsp. macrocarpa (Sibth. & Sm.) Neilr., subsp. oxycedrus i subsp. transtagana Franco. Medutim,
poslednja istrazivanja morfoloskih karaktera, biohemijskih i molekularnih markera dovela
su do znacajnih promena u tretmanu ovog taskona. Bazirajuci se na ovim podacima, Adams
(Adams, 2011a, 2014; Adams et al., 2005) je J. axycedrus L. 5./ podelio na nekoliko morfoloski

razdvojenih 1 geografski vrlo udaljenih taksona:

Juniperus navicularis Gands. (Syn. J. oxycedrus L. subsp. transtagana Franco) — koja naseljava

Atlantsku obalu Portugalije, na pliocenskim peskovima u blizini obale.

Juniperus macrocarpa Sibth. & Sm. (Syn.]. oxycedrus subsp. macrocarpa (Sibth. & Sm.) Neilr.
— prava Mediteranska vrsta koja se moze naci iskljucivo u oblaskoj zoni Mediterana, najcesce
pomesana sa drugim vrstama mediteranske kleke. KarakteriSe se krupnim bobicastim
$ifaricama (25 mm u precniku) kao 1 nesto spljostenijim iglicama (bez istaknutog centralnog

rebra).

Juniperus oxycedrus 1. s.str. (Syn.]. oxycedrus subsp. oxycedrus) — ograni¢ena na zapadni
Mediteran, do Sardinije i Korzike i na sever Afrike. U sastavu etarskog ulja, kao i molekularnim
markerima jako se razlikuje od njoj najblize vrste J. deltoides R.P. Adams, dok na morfoloskom

nivou pokazuje diskretne razlike.

J. deltoides R.P. Adams — raltivno skoro novoopisani takson, kripti¢na vrsta, obuhvata
populacije J. oxycedrus L. 5./ koje naseljavaju istocni deo Mediterana, do obala Crnog mora
u Iranu. Istrazivanja molekularnih podataka i etarskih ulja izolovanih iz listova su pokazala

opravdanost odvajanja ovog kripticnog taksona od tipic¢ne J. axycedrus L. s.str.
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1.1.2.2.1 Juniperus deltoides R.P.Adams

(Syn. J. oxycedrus £. parvifolia Novak; |. oxycedrus var. microcarpa Neilr; J. oxycedrus var.

parvifolia (Novak) Jovanc |. oxycedrus var. fastigiata Jovan)

J. deltoides (Slika 1.1.9) je dvodomi veliki zbun ili drvo visoko do 12 m, ¢esto piramidalne
krosnje. Boja kore je Zuckasto-bran do braon, ljusti se u tankim plocama. Mladi izdanci
trobridi. Listovi iglicasti, 9-17 mm dugi, 1,5-2,4 mm $iroki. Listovi sedeci, pri osnovi Siroki
gotovo koliko 1 sama lisna ploca. Listovi sa adaksijalne strane imaju dve belicaste linije koje
obic¢no nisu ulegle. Muski strobilusi sitni, jajasti, crvenkastomrki, sazrevaju u kasno prolece.
Zenski strobilusi 6-9 mm u pre¢niku, zreli narandzasto-braon ili narandasto-mrki kada

sazreju, sa izrazitim belim vencicem na vrhu. U sisaricama 3-5 semenki (Adams, 2011a).

Vrsta izuzetno otporna na susu — tip¢na heliofilna 1 kserotermna vrsta. U stanju je da
podnese kako najvece zege isto¢nog Mediterana, tako i velike hladnoce (-25 °C). Uspeva
na mnogim vrstama tla, raznih fizickih i hemijskih svojstava, bazne do kisele reakcije. U
kontinentalnom podréju je ima u nekim hrastovim, borovim i bukovim fitocenozama na
serpentinitu. Naseljava kamenita stanista Italije, Balkana, mediteranskih ostrva isto¢no od
Italije 1 mediteransku i crnomorsku obalu Male Azije na istok do Irana. U Srbiji se srece
u Zupi (oko Aleksandrovca), na Gocu, Stolovima, Ibarskoj klisuri, Kopaoniku, okolini
Raske 1 Novog Pazara, i P¢injskoj klisuri (Adams, 2011a; Jovanovi¢, 1970; Tutin et al., 1976;
Vidakovi¢, 1982).
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Slika 1.1.10. J. zacrocarpa Sibth.&Sm. a) habitus, b) Zenske $isarice 1 iglice
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1.1.2.2.2 Juniperus macrocarpa Sibth.&Sm. — pukinja, ljuskavac

(Syn. J. communis L. macrocarpa (Sibth.&Sm.) Spach; J. lbelii Guss.; J. biasolettii Link;
. umbilicata Goxrdr.; Sabina phoenicea (L.) Antoine var. lobelii (Guss.) Antoine; [ willkommii
Angoine; |. sphaerocarpa Antoine; |. macrocarpa Sibth.&Sm. var. lobelii (Guss.) Parl.; J. oxycedrus
L. subsp. macrocrpa (Sibth.&Sm.) Neilr.; |. macrocarpa Sibth.&Sm. var. globosa Neilr.; |. oxcycedrus

subsp. macrocarpa (Sibth.&Sm.) Ball; |. #ajor Dioscorides ex Bubani; J. axycedrus var. macrocarpa

(Sibth.&Sm.) Silba)

Dvodomi grm ili malo drvo, visoko 5-6 (-14) m (Slika 1.1.10). Krosnja piramidalna,
koja se kasnije sve viSe zaokruzuje. Grancice vitke, prema gore usmerene, ali im vrhovi vise.
Listovi su iglicasti, relativho mekani (u poredenju sa J. axycedrus, |. deltoides), 20-30 mm dugi,
2-2,5 mm $iroki, ostro usiljeni, cesto nesto svetliji. Listovi su na vrhu izdanka rasporedeni
poput cetkice, a sa donje strane su dosta zaobljeni, bez sredi$njeg rebra, sa 2 bele pruge.
Abaksijalna strana lista je blago povijena na dole. Muski strobilusi sazrevaju u rano prolece.
Zenske bobicaste §ifarke izrazito krupne, 25 mm u precniku, narandzasto-crvene do
narandzasto-mrke; izgradene iz 3, veoma retko 6 epimacijuma. Semenke po 3 u Sisarici

(Adams, 2011a; Vidakovic, 1982).

Izrazito mediteranska vrsta. Naseljava kamenite obale Mediterana od jugoisto¢nog
Portugala do Kipra. Veoma cesto raste sa drugim mediteranskim vrstama kleke. Na Balkanu
se srece u uskom primorskom pojasu, uglavhom u stanistu Quercetum ilicis na degradiranim
zemljistima, makiji 1 kamenjarima. Osetljiva na niske temperature. (Adams, 2011a;

Jalas & Suominen, 1988; Tutin et al., 1976; Vidakovi¢, 1982).
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1.1.3. Distribucija vrsta sekcije Juniperus L. na Balkanskom poluostrvu

Iz roda Juniperus na Balkanskom poluostvu se moze naéi nekoliko vrsta iz sekcije

Juniperus. Pregled vrsta i njthova distribucija je data u Tabeli 1.2.

Tabela 1.2. Pregled vrsta roda Juniperus sekcije Juniperus i njihova distribucija na Balkanskom
poluostrvu (Jalas & Suominen, 1988; Tutin et al., 1970)

Takson

. commmunis L. var. communis L.

. communis L. var. saxatilis L.

|. deltoides R.P. Adams

J. macrocarpa Sibth.&Sm.

Distribucija

Albanija, Bosna i Hercegovina, Bugarska,
Crna Gora, Grcka, Hrvatska, Makedonija,
Srbija

Albanija, Bosna i Hercegovina, Bugarska,
Crna Gora, Grcka, Hrvatska, Makedonija,
Srbija

Albanija, Bosna i Hercegovina, Bugarska,
Crna Gora, Grcka, Hrvatska, Makedonija,
Srbija

Albanija, Bosna i Hercegovina, Bugarska
Grcka, Hrvatska
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1.2. ALKANI

1.2.1. Epikutikularni voskovi

Kutikula prekriva gotovo svaki nadzemni biljni organ. Izdanci, listovi, krunicni listici,
zig tucka, polen, plodovi... svi su prekriveni vostanim slojem, koji, u zavisnosti od sastava

>

igra razlicitu ulogu (Eglinton & Hamilton, 1967).

Na Slici 1.2.1 prikazana je sema grade kutikule na povrsini biljnog organa. Iznad
celuloznog celijskog zida epidermisa nalazi se sloj pektina, na kome lezi kutikula. Kutikula je
tanak kontinuirani sloj koji se sastoji uglavnom iz (i) nerastvorljivih polimera i (ii) rastvorljivih

lipida.

(i) Nerastvorljiv je uglavnom poliestarski matriks (kutin) sacinjen iz a-hidroksi masnih
kiselina sa duzinom lanca od C16 do C18 (Baker, 1982; Holloway, 1971, 1982; Neinhuis et al.,
2001), kao 1 dodatni polimer (kutan). Oba su otporna na alkalnu hidrolizu (Nip et al., 1980).
Oni ¢ine osnovu kutikule. Debljina ovog sloja varira, od svega 0,1 um pa do vise od 10,0 um
kod plodova i kserofita (Holloway, 1994). Kutin je monomer izveden iz C16:0 1 C18:1 masnih
kiselina sintetisanih u plastidima. Nastaje kao proizvod porodice razli¢itih oksidaza koje imaju
aktivnosti slicne onima u biosintetskim putevima u kojima nastaju komponente voskova,

iako kutin-oksidaze najverovatnije ne koriste masne kiseline veoma dugog lanca (VLCFA)

kao prekursore (Post-Beittenmiller, 1996).

(i) Rastvorljivi polimeri predstavljaju slozenu mesavinu alifaticnih 1 cikli¢nih
komponenti koje se nazivaju voskovima. Oni mogu biti u amorfnom ili kristalnom obliku. U
zavisnosti od toga da li se nalaze u matriksu kutina ili iznad njega, razlikuju se intrakutikularni
2

i epikutikularni voskovi. Njihova koli¢ina vatira od svega 5 ug/cm?, pa do ¢ak 500 ng/cm

kod nekih kserofita (Holloway, 1994). Sastav voskova zavisi od vrste, iako do promena u
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EPIKUTIKULARNI VOSKOVI

———————————————§

V
»

KUTIKULARNE LAMELE |:

)
FIBRILE

INTRAKUTIKULARNI VOSKOVI
KUTIKULA

PEKTINSKI SLO] —

Slika 1.2.1. Sema kutikularnog sloja (prilagodeno prema Holloway, 1994)

Slika 1.2.2. Sematski prikaz lotusovog efekta. A - glatka kutikula, B - hrapava kutikula
(prilagodeno prema Barthlott & Neinhuis, 1997)
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pojedinim komponentama i njihovim koli¢inama moze doéi tokom ontogenetskog razvica
(Baker, 1982). Glavne komponente ukljuc¢uju n-alkane, alkil estre, karboksilne kiseline,
primarne i sekundarne alkohole, aldehide, mono- i diketone (Kolattukudy et al., 1980;
Bianchi, 1995). Pored #-alkana mogu se pronaci i granati alkani (uglavnom u znatno manjem

procentu) kao i neka cikli¢na jedinjenja (najcesce triterpeni).

Intrakutiknlarni voskovi imaju drugaciji sastav od epikutikularnih. Kod njih ¢esto glavnu
komponentu cine karboksilne kiseline veoma dugog lanca (Baker, 1982). Epikutikularni
voskovi ¢esto imaju jednu dominantnu komponentu, a to su na primer alkani kod Brassica sp.,
Rizophorasp. (Holloway, 1994; Dodd etal., 1995), aldehidi kod Saccharum: officinarum L. (Poaceae),
primarni alkoholi kod Pisum sativum 1.. (Fabaceae) 1 mnogih trava (Tulloch & Hoffman, 1976;
Tulloch, 1984), ketoni kod .A/ium sp. (Holloway, 1994), sekundarni alkoholi kod Papaver sp. i
nekih cetinara (Nikoli¢ et al., 2012a, 2012b, 2013a) i B-diketoni kod Ewucalyptus sp. i Dianthus
sp. (Holloway, 1994). Svaka klasa lipida u kutikularnom vosku je predstavljena homologom
serijom ugljovodonika, u kojoj naj¢esce jedna duzina lanca dominira. Kada u najzastupljenijoj
klasi lipida (> 40 %) dominira jedna komponenta (> 80 %), epikutikularni voskovi obrazuju
trodimenzionalne strukture na povrsini. Oblik i izgled ovih kristala je uzrokovan fizicko-
hemijskim karakteristikama komponenti epikutikularnog sloja, narocito njegove dominantne
komponente (Eigenbrode & Espelie, 1995). Na primer, duge tanke tubule su karakteristicne
za [3-diketone, dok se plocice vezuju za visoke kolicine C24 primarnih alkohola. Listovi vrste
Liriodendron (Magnoliaceae) na povrsini imaju kristaloide u obliku trasverzno krutih Stapica
koje formira hentriakontan-16-on, listovi vrste roda T7ia (Tiliaceae) imaju cCetvorougane
stapi¢e koje formira B-amirenil acetat, dok se kod listova vrsta roda Quercus (Fagaceae)
srecu mikrostrukure u obliku listica koje formira tetrakozanol. Vrste roda Fagus 1 Castanea
(Fagaceae) nemaju na listovima kristaloide, ve¢ samo oblikovani povrsinski sloj na gornjoj
strani lista (Gtilz, 1994). Zbog postojanja velikog diverziteta ovih trodimenzionih strukura,
Barthlott i saradnici (1988) su izvrsili njihovu klasifikaciju. Na osnovu podataka dobijenih
skening elektronskom mikroskopijom (SEM) povrsina biljnih organa preko 13.000 taksona,
predlozili su klasifikaciju ovih strukura u ¢ak 23 tipa, te dali pregled korelacija strukure i

hemijskog sastava.
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1.2.2. Bioloska uloga epikutikularnih voskova

Kutikula na povrsini gotovo svih nadzemnih biljnih organa formira hidrofobni sloj
koji ima raznovrsne uloge: sprecava nekontrolisanu transpiraciju (Post-Beittenmiller, 1996;
Rowland et al., 2006; Schénherr, 1976, 1982) ali formira i vodonepropusan sloj koji sprecava
zadrzavanje vode na povrsini listova (Baker, 1982; Jeffree, 1980), sprecava prodiranje patogena
(Jenks et al., 1994a), predstavlja zastitu od herbivornih insekata (Eigenbrode & Espelie, 1995;
Podila et al., 1993; Stidler et al., 1986; Thompson, 1963), vrsi refleksiju svetlosti (Barnes
et al., 1996; Reicosky & Hanover, 1978), sprecava prodiranje polutanata (Martin & Juniper,
1970; von Wettstein-Knowles, 1993) i ima vaznu ulogu u interakciji polenovog zrna i ziga
(Preuss et al., 1993). O njenom znacaju govori i ¢injenica da se epikutikularni voskovi nalaze

c¢ak 1 na listovima koji su jos uvek u pupoljku (Knight et al., 2004).

Jedna od vaznijih uloga kutikularnih voskova je sprecavanje gubitka vode usled
nekontrolisane transpiracije. Voskovi unutar kutikularnog matriksa formiraju mozaik
razlicitih hemijskih jedinjenja, i $to su ugljovodonic¢ni lanci duzi, to se formira homogeniji
sloj kroz koji molekuli vode tesko mogu da difunduju. Zanimljiva je i korelacija visoke UV-B
radijacije i vece koli¢ine granatih alkana i kracih #-alkana kod Nicotiana tabacum L. (Solanaceae)
koju su utvrdili Barnes i saradnici (1996). Kod brojnih cetinarskih vrsta koje zive na vecim
nadmorskim visinama uoceno je povecanje kutikularne transpiracije sa nadmorskom visinom.
Postavlja se pitanje da li je povecanje UV-B radijacije direktno uticalo na smanjenje duzine

ugljovodni¢nih lanaca (ometanjem njihove sinteze) i povecanje udela granatih alkana, ili je

“krivac” kradi vegatacioni period (Kerstiens, 1996).

Propustljivost kutikule, dakle, zavisi vise od sastava i organizacije samih ugljovodonic¢nih
molekula unutar nje, nego od debljine kutikularnog sloja (Kerstiens, 1996; Dodd & Afzal-
Rafii, 2000). Brojna istrazivanja su pokazala znacaj kutikularnih voskova na transpiraciju
(Martin & Juniper, 1970; Schonherr, 1976; Reynhardt & Riederer, 1994; Jenks et al., 1994a;
Kerstiens, 1996; Hauke & Schreiber, 1998). Martin-Smith 1 saradnici (1967) su pokazali
da je kolicina voskova obrnuto srazmerna kolicini dostupne vode, a da raste sa porastom

temperature kod pet vrsta roda Cortaderia (Poaceae). Schonherr (1976) je uklonio kutikulu sa
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listova limuna (Citrusanrantinm L., Ruthaceae), kruske (Pyrus communis L., Rosaceae) i crnog
luka (Alium cepa L., Liliaceae) i izmerio povecanje permeabilnosti vode za 300 do 500 puta.
Propustljivost za vodu kod mladih listova, i onih koji nisu bili potpuno formirani, je nakon
uklanjanja kutikule bila povecana nekoliko puta, $to ukazuje na promenu u kolicini i/ili
sastavu voskova tokom ontogenetskog razvica. Slicne rezultate su dobili i drugi autori. Hauke
1 Schreiber (1998) su posmatrali kutikularnu transpiraciju listova br§ljana (Hedera helix 1.,
Araliaceae) tokom cele vegetacione periode. Kutikularna transpiracija je bila najvisa nultog
dana da bi se potom smanjivala sve do tridesetog. Nakon toga, do kraja vegetacione periode,
transpiracija je ostala manje-vise konstantna. Ovakva promena u nivou transpiracije je pracena
i promenom u sastavu voskova. Naime, iako su se apsolutne koli¢ine voskova menjale tokom
cele vegetacione sezone, nakon sazrevanja lista, udeo pojedinacnih komponentni je ostao
manje-vise nepromenien, ukazujuéi na znacaj sastava a ne debljine vostanog sloja. Cak i sa
stanjenom kutikulom i manjom apsolutnom koli¢inom voskova na povrsini listova, nije doslo
do povecanja transpiracije. Zanimljivo je 1 to da je propustljivost kutikule kod submerzne
biljke, Potamogeton lucens 1. (Potamogetonaceae), oko 3 puta veca od listova ispitivanih
kopnenih vrsta (Schonherr, 1976), sto dodatno potvrduje vaznu ulogu kutikule u regulaciji

transpiracije.

Druga znacajna uloga kutikule je da deluje kao repelent vode. Ovo svojstvo je
opisano pod terminom /ofusov efekat (Barthlott & Neinhuis, 1997). Vazduh sadrzi brojne
kontaminante, poput prasine i ¢estica zemlje koji uglavnom imaju abrazivni karakter, zatim
hemijskih polutanata, ali i spora patogenih gljiva. Ove cestice mogu povecati povrsinsku
temperaturu listova ili ometati normalan rad stoma (Barthlott & Neinhuis, 1997). Osnova
ovog efekta je u fizickim karakteristikama hidrofobnog kutikularnog sloja i trodimenzionalnih
epikutukularnih strukura i samih molekula vode. Naime, kada je povrsina lista glatka, kapljica
vode ¢e celom svojom povrsinom biti u kontaktu sa kutikulom. Sto je veéa koli¢ina polarnih
grupa unutar voskova, to e se lakSe nadvladati povrsinski napon kapljice vode i ona ¢e zauzeti
vecu povrsinu, 1 samim tim Ce jace prijanjati za povrsinu lista (ili drugog biljnog organa).
Medutim, kod povrsina koje su hrapave, izmedu trodimenzionalnih strukura na povrsini se
nalaze molekuli vazduha koji dodatno smanjuju kontakt izmedu kapi vode i povrsine lista,
odnosno sve su manje sile koje deluju nasuprot silama povrsinskog napona kapi vode. U tom
slucaju, kap vode ¢e zauzeti najmanju mogucu povrsinu i lako ¢e skliznuti sa povrsine lista.
Na svom putu ¢e pri tom pokupiti sve cestice prljavstine koje se zadese. Da bi se kap vode

pokrenula, ona mora savladati adhezione sile koje je vezuju za povriinu bilinog organa. Sto
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je povrsina grublja, to su ove sile slabije, te je i koli¢ina kineticke energije za pokretanje kapi
manja. Eksperimentalno je utvrdeno da kapi kise imaju dovoljno kineticke energije da se

pokrenu sa povrsine lista (Barthlott & Neinhuis, 1997) Slika 1.2.2.

Pored mehanickog uklanjanja (Barthlott & Neinhuis, 1997) ili sprec¢avanja prodiranja
spora gljiva (Jenks et al., 1994a), epikutiklarni voskovi imaju raznovrsni uticaj i na herbivorne
insekte. Sastav voskova i povrsinske trodimenzionalne strukture su pokazale direktan (kroz
toksi¢nost) ili indirektan (pruzanje ‘pogresnih’ vizuelnih tragova) uticaj na ishranu insekata i

polaganje jaja (Eigenbrode & Espelie, 1995).

Jedno od najvise proucavanih svojstava kutikule je refleksija (UV) svetlosti. Pojedine
biljke odaju sivkast ili plavicast sjaj sa povrsine biljnih organa. Ovo je posebno uocljivo kod
kseromorfnih vrsta. Prve pretpostavke su bile da je koli¢ina voska odgovorna za ovaj sjaj. Da
bi ispitali ovu teoriju, Tulloch i Hoffman (1976) su ekstrahovali voskove sa povrsine biljnih
organa kod jedne ovakve vrste, Agropyron intermedium 1. (Poaceae). Koli¢ina voskova se ni po
¢emu nije razlikovala od srodnih vrsta koje nemaju ovakav sjaj. Utvrdivanjem sastava doslo se
do pretpostavke da je ovaj efekat najverovatnije vezan za visoki udeo B3-diketona u voskovima
kod ovih biljaka. Reicosky i Hanover (1978) su ispitivali razliku u refleksiji svetlosti kod
sivkastih 1 “normalnih” listova kod Picea pungenes Engel. (Pinaceae). Utvrdili su da oba tipa
listova reflektuju svetlost u istom opsegu (od 350 do 800 nm). Najveca refleksija je bila u
regionu 750 do 800 nm, a najniza oko 670 nm. Sivkasti listovi su pokazali vecu refleksiju
svetlosti na svim talasnim duzinama u poredenju sa “normalnim” listovima. Najveca razlika
je bila u opsegu od 350 nm, sa tendencijom pada ka ve¢im talasnim duzinama. Sli¢ne rezultate

su dobili 1 drugi autori (Grant et al., 1995; Barnes et al., 1996).

Da bi se ostvarile sve ove uloge, ocuvanje konzistencije strukture je presudno. Ukoliko
bi doslo do topljenja voskova usled visokih temperatura, istopile bi se i trodimenzionalne
strukture na povrsini listova 1 samim tim bi se i izgubio njihov znacaj. Iz tog razloga, brojni
autori su pokusali da pokazu korelaciju izmedu duzine ugljovodoni¢nih lanaca i ekoloskih
uslova sredine. Kawamura i saradnici (2003) su izneli hipotezu da biljke koje rastu u tropskim
regionima sintetiSu vece kolicina dugolanc¢anih ugljovodonika kako bi odrzale ¢vrsto¢u
epikutikularnih voskova a samim tim i trodimenzionalne strukure koje oni formiraju.
Topljenje voska bi, najpre, izazvalo povecanje permeabilnosti kutikule, a samim tim bi dovelo
do povecanja kutikularne transpiracije (Gibbs, 2002). Tacke topljenja cistih #-alkana rastu

za oko 4 °C za svaka dva ugljenikova atoma: C27: 59.2 °C; C29: 63.7 °C ... C35: 74.6 °C.
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(Rommerskirchen et al., 2000). Nazalost, malo se zna o tackama topljenja mesavine alkana.
Tako se alkani najcesce koriste u istrazivanjima sastava epikutikularnih voskova, oni nisu
jedine komponente. Mesavina #-alkana razlic¢ite duzne sa zasicenim i nezasi¢enim alifaticnim
1 aromati¢nim jedinjenjima koje ulaze u sastav epikutikularnih voskova ¢e svakako imati uticaj
na konac¢nu tacku topljenja. Gibbs (1995) je ispitao mesavinu dva 7-alkana. I dok su se cisti
alkani topili naglo u intervalu od svega 2-3 °C, mesavine su imale daleko $iri opseg (5-20 °C).
S druge strane, mesavina vestackih estara i #-alkana je imala nizu tacku topljenja za nekoliko

stepeni celzijusa od individualnih lipida (Patel et al., 2001).
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Slika 1.2.3. Biosinteza voskova u biljnoj ¢eliji: 1-3 su kompleksi enzima (FAS) koji deluju u
procesu ekstenzije ugljovodoni¢nog lanca (B-ketoacil reduktaza, 3-ketoacil-ACP-sintaza, de-
hidrataza, enoil-reduktaza), ova tri kompleksa se razlikuju po sintezama koje ulaze u njih: 1 -
KASIII, 2 - KAS 1, 3 - KAS II; 4 - palmitoil-ACP-tioesteraza, 5 - stearoil-ACP-tioesteraza, 6
- acil-CoA sintetaza; elongaze (B-ketoacil reduktaza, B-ketoacil-CoA-sintaza, dehidrataza, en-
oil-reduktaza), razlikuje se u samo jednom enzimu: 7- KCS, 8 - CERG; 9 - CER2, 10 - CER10,
11 - CER4, ER - endoplazmati¢ni retikulum, PM - plazma-membrana, CzZ - celijski zid
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1.2.3. Biosinteza (epi)kutikularnih voskova

Znacajna uloga epikutikularnih voskova u zivotu biljaka ukazuje na jaku geneticku
kontrolu njihove biosinteze. Biosinteza (epi)kutikularnih voskova se desava u tri faze:

(1) de novo biosinteza masnih kiselina u stromi plastida

(2) biosinteza VLCFA (masnih kiselina veoma dugog lanca) — elongacija

(3) transformacija VLCFA u komponente kutikularnih voskova kroz nekoliko paralelnih

biosinteskih puteva

(1) De novo biosinteza masnih kiselina

Prekursori za biosintezu voskova su masne kiseline koje se sintetisu de #ovo u plastidima.
Inicijacija sinteze masnih kiselina je kondenzacija manoil-ACP (Acezi/ Carrier Protein) sa acetil-
Koenzimom A (Ohlrogge et al., 1993). Nakon ovog koraka, sledece reakcije se ponavljaju
ciklicno, gde se dodaju po 2 ugljenika na kraju svakog ciklusa. To su: redukcija 3-ketoacil-
ACP kompleksa, dehidratacija 3-hidroksiacil-ACP i redukcija #ans-A*-enoil-ACP-a. Proizvod
prvog ciklusa ostaje esterifikovan za ACP a potom se na njega dodaju po 2 ugljenikova atoma
u svakom narednom ciklusu. Donor ta dva ugljenikova atoma je manoil-ACP, a NAD(P)H
je donor vodonika za dve reduktaze. Za sintezu C18 masne kiseline u plastidu, neophodno
je nekoliko razli¢itih kondenzujucih enzima. Naime, oni se razlikuju prema strogoj asocijaciji
sa odredenom duzinom acil lanca. KASIII (C-C,) (Clough et al., 1992), KASI (C,-C ) i
KASII (C, -C ) (Shimakata & Stumpf, 1982). Dve reduktaze i dehidrataza nemaju specijalnu

preferencu prema duzini acil lanca. Dugolancani prozivodi (C16 1 C18) postaju prekursori u

biosintezi vise razlicitih lipidnih komponenti (Post-Beittenmiller, 1996).
(2) Biosinteza VLCFA

Druga faza je elongacija masnih kiselina, odnosno produzenje ugljovodoni¢nog lanca
osnovnih C16 1 C18 masnih kiselina do VLCFA lanaca koji se koriste u sintezi alifati¢cnih
vostanih komponenti. Ona je katalizovana ekstra-plastidnim membranskim multienzimskim
kompleksima, poznatijim kao elongaze masnih kiselina (FAE) (von Wettstein-Knowles, 1982).

Sli¢no de novo sintezi masnih kiselina u plastidu, serija cetiri enzimatske reakcije rezultuje

35



Doktorska disertacija Uvod

ekstenzijom lanca za dva ugljenikova atoma: kondenzacija, koju prati B3-keto redukcija, potom
dehidratacija i na kraju enoil redukcija (Fehling & Mukherjee, 1991). Vise ciklusa elongacija
je neophodno da bi se acil lanac produzio do zeljene duzine. Duzina VLCFA je najcesce
izmedu 20 i 32 ugljenikova atoma, dok masne kiseline koje esterifikacijom daju alkohole
mogu biti 1 40 do 60 ugljenikovih atoma duge (Post-Beittenmiller, 1996). NAD(P)H 1 ovde
obezbeduje vodonik za redukciju, medutim, postoje neke bitne razlike izmedu de novo sinteze
1 elongacije: (a) elongacija VLCFA se ne desava na ACP, a donor dva ugljenika je manoil-
Koenzim A (umesto manoil-ACP), (b) elongaze su ekstraplastidne i vezane su za celijsku
membranu, (c) elongaze imaju potrebu za ATPom (mada koliko trose ATP jos uvek nije

poznato (Post-Beittenmiller, 1996)).
(3) Biosinteza voskova

Treci korak je biosinteza lipidnih komponenti voskova. Prekursori za ovaj korak su
VLCFA. Kod vedine biljaka, postoje dva osnovna puta biosinteze voskova: acil-redukcioni put
(¢iji su proizvodi primarni alkoholi i estri) 1 put dekarboksilacije (koji vodi formiranju aldehida,
alkana, sekundarnih alkohola i ketona) (Slika 1.2.3). Kod nekih taksona, oba biosintetska puta
mogu imati zajednicke neke ili sve reakcije elongacije masnih kiselina, a razlikovati se samo
u enzimima koji deluju na produzenu masnu kiselinu ili njen proizvod. (Post-Beittenmiller,
1996). Na primer, Arabidopsis cerd mutanti se smatraju defektnim u aldehid reduktazi (Jenks et
al., 1995). Kod ovih mutanata je karakteristicna velika koli¢ina aldehida kao i pad u kolicnima
primarnih alkohola (acil-redukujuéi biosintetski put) ali nema promena u produktima
dekarboksilacionog puta. Cer73 mutanti imaju veci udeo dugolancanih alkana i alkohola, a
mutacija u ovom genu se pripisuje mutaciji koja vrsi redukciju C30 masne kiseline u C30
aldehid (Rashotte et al., 2001). Rezultat takvog blokiranja u sintezi voskova je nagomilavanje
C30 masne kiseline $to za posledicu ima povecanu produkciju C30 primarnog alkohola ili
elongaciju u C32 masnu kiselinu, pracenu redukcijom u C32 aldehid i dekarboksilacijom u

hentriakontan (C,)).

Biosintetski put dekarboksilacije zapocinje produkcijom aldehida od VLCFA uz
pomo¢ membranskog proteina — acetil-CoA reduktaze. Ova reduktaza je izolovana iz listova
graska. Pokazalo se da se na osnovu molekulske teZine od 28 kDa i biohemijskih svojstava
razlikuje od reduktaze ukljucene u produkciju primarnih alkohola (Vioque & Kolattukudy,
1997). Sintetisani aldehidi se potom dekarboksilisu do alkana neparnog niza uz oslobadanje

ugljien-monoksida.
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1.2.4.Kontrola biosinteze lipidnih komponenti

Masne kiseline se

sintetiSu u plastidima e

C18:1-ACP @ C18:1

BIOSINTEZA
T GLICEROLIPIDA novo 1 koriste se u bar tri
@ BIOSINTEZA razlicita biosintetska puta
C18:0-ACP C18:0

VOSKOVA

=

koje vode do proizovodnje

C16:0-ACP @ C16:0

BIOSINTEZA glicerolipida, voskova, 1
KUTINA I SUBERINA

kutina/suberina  (Slika

1.2.4).

Deljenje prekursora

masnih kiselina izmedu
Slika 1.2.4. Sematski prikaz upucivanja masnih kiselina u tri
osnovna biosintetska puta: FAS - kompleksi enzima koji de-
luju u procesu ekstenzije ugljovodoni¢nog lanca: 1 - KAS 11,
2 - palmitoil-ACP-tioesteraza, 3 - stearoil-ACP-tioesteraza, tacka kontrole u kojoj se
4 - oleoil-ACP-tioesteraza (prilagodeno prema Post-Beitten-
miller, 1996)

ovih biosintetskih puteva

je najverovantije glavna

odreduje kolicina 1 sastav
kutikularnih ~ lipida. U
vecini vegetativnih tkiva,
de novo sintetisane masne kiseline C16:0 1 C18:1 su prekursori za biosintezu glicerolipida
membrane, dok su prekursori za sintezu kutikularnih voskova primarno zasicene masne
kiseline, verovatno izvedene iz C18:0. Kutin i suberin su polimeri C16:0 i C18:1 masnih
kiselina. Dakle, nakon de novo sinteze masnih kiselina, desava se odvajanje koje usmerava
C16:0 i C18:1 masne kiseline u glicerolipide ili kutin/suberin biosintezu, i C16:0 i C18:0 koje
se prebacuju u endoplazmati¢ni retikulum gde se desavaju prvi koraci u biosintezi voskova.

Trenutno nije poznat mehanizam koiji regulise ovo odvajanje (Post-Beittenmiller, 1996).

Mikrozomalne elongaze potom produzavaju ove masne kiseline do masnih kiselina
veoma dugog lanca (VLCFA). Bliska fizicka asocijacija izmedu plastida 1 ER moze olaksavati
transfer masnih kiselina iz plastidne membrane u ER (Douce & Joyard, 1980). Za sada nije
poznato kako molekuli tako dugih lanaca, alkoholi, aldehidi i alkani prelaze iz ER kroz plazma
membranu. (Kunst & Samuels, 2003)
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Ranije SEM studije su dovele do postavljanja dva moguca modela za ovaj transport:
(1) prolazak kroz definisane pore i (2) difuzija kroz mikroskopske prostore u Celijskom zidu
(Jeffree et al., 1976). Prva hipoteza je bazira na neravnomernoj distribuciji epikutikularnih
vostanih struktura i prisustvu spornih pora na povrsini nekih biljnih vrsta. Druga hipoteza
je bazirana na amorfnim vostanim slojevima koje se mogu naci u svim delovima kutikule
$to upucuje na kontinuirani ili veoma cesti transport. Trodimenzionalne kristalne strukure
koje obrazuju epikutikularni voskovi su posledica fizicko-hemijskih svojstava voskova,
npr. koncentracije i tipa specificnih komponentni (Barthlott & Neinhuis, 1997). Studije
rekristalizacije voskova sa iglica smrée pokazuju da se vostane tubule ponovo formiraju ¢ak i
na iglicama kod kojih nema sinteze ili eksporta voskova (Bermadinger-Stabentheiner, 1995).
SEM studije na vrstama roda Sorghum pokazuju da su vostani filamenti, koji se izlucuju na
povrsinu epidermisa, u vezi sa intracelularnim vezikulama, ¢ija gustina raste sa indukovanom
produkcijom voskova. Ne postoje dokazi za umesanost kanala ili pora. Iako je sastav ovih
vezikula nepoznat, pretpostavlja se da one mogu sadrzati proteine specificno ukljucene u

transport voskova na povrsinu celije (Jenks et al., 1994b).
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1.2.5. Prethodna istraZivanja alkana

Iako se epikutikularni sloj sastoji od brojnih komponenti (kao sto su #-alkani, alkil estri,
karboksilne kiseline, primarni i sekundarni alkoholi, aldehidi, mono- i diketoni (Kolattukudy
et al., 1980; Bianchi, 1995)), #-alkani su najvise proucavane komponente kutikule. Jedan od
glavnih razloga je njihova hemijska stabilnost. Zbog neposedovanja funkcionalnih grupa,
alkani su izuzetno hemijski stabilni i postojani, mogu se pronaci ¢ak i u fosilnim nalazima,
lako se izoluju i identifikuju, a univerzalno su prisutni kod biljaka. Ve¢ sezdesetih godina
proslog veka krenula je primena alkana (i drugih komponentni epikutikularnih voskova) kao
hemotaksonomskih markera (Eglinton et al., 1962a, 1962b; Eglinton & Hamilton, 1963;
Martin-Smith et al., 1967; Del Castillo et al., 1967; Dyson & Herbin, 1968), ali i upotreba u
geoloskim studijama (Han et al., 1968; Han & Calvin, 1969).

Alkani su u pocetku koriséeni u geoloskim studijama u pronalazenju tla za eksploataciju
nafte i uglja. U takvim zemljistima je udeo alkana parnog niza veci od udela alkana neparnog
niza. Naime, prva istrazivanja alkana kod biljaka su pokazala da kod svih kopnenih biljaka
alkani neparnog niza dominiraju u odnosu na alkane parnog niza. Taj odnos je ¢esto i preko
2 u korist alkana neparnog niza (Bush & Mclnerney, 2013). Novija istrazivanja su, medutim,
pokazala da Sumski pozari mogu da dovedu do raspadanja alkana u zemljistu, §to dovodi do
smanjenja dominacije alkana sa neparnim brojem ugljenika (Kuhn et al., 2010). No, alkani
su veoma cesto koris¢eni kao proksiji u paleohidroloskim i paleovegetacijskim studijama.
Njthova upotreba je zasnovana na jedinstvenom ugljovodoni¢nom profilu epikutikularnih
voskova oslobodenih iz listova razli¢itih vrsta tokom njihove degradacije u zemljistu. Kao
hemotaksonomski markeri, alkani nemaju veliku rezoluciju zbog svoje male varijabilnosti,
te se slicni profili mogu nadi i kod evolutivho udaljenih taksona a koji naseljavaju ista ili
slicna stanista. Medutim, kao ekoloski indikatori alkani mogu ukazati na tip vegetacije koji
je (bio) prisutan na nekom stanistu. Brojna istrazivanja pokazuju vezu izmedu duzine lanaca

n-alkana koji dominiraju u epikutikularnom voskovima i suse (Dodd & Afzal-Rafii, 2000;

Dodd & Poveda, 2003; Bush & Mclnerney, 2013)
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Za usvajanje ugljen-dioksida, biljke su razvile tri mehanizma: C3 (Calvin-Benson), C4
(Hatch-Slack) i CAM (Crassulacean Acid Metabolism). Dok u C3 biljke spada vecina drveca,
zbunjaitrave hladnijih stanista, ve¢ina C4 biljaka su trave (Poaceae) i trave ostrice (Cyperaceae).
C4 metabolizam omogucava biljkama efikasnije usvajanje CO, (i pri nizem pCO,) i efikasnije
kori$¢enje vode. Efikasnost usvajanja vode i CO, je kod CAM biljaka jo§ veca, pa su one i

najcescée u vrelim i aridnim stanistima (Boom et al., 2001).

Na osnovu sastava alkana epikutikularnih voskova, odnosno profila alkana, i udela
stabilnih izotopa ugljenika donekle je moguce razlikovati ove biljke. Naime, pokazalo se da C3,
C4 1 CAM biljke imaju jaku dominaciju neparnih u odnosu na parne alkane, i generalno jaku
dominaciju dugolancanih alkana. Dominantan alkan kod C3 biljaka je uglavnom C, dok je
kod C4 biljaka to C,, (Kuhn et al., 2010). Samo na osnovu alkanskih profila nije uvek moguce
razlikovati tip vegetacije. Ipak, zbog razlike u metabolizmu C3 1 C4 biljaka, one imaju i razlicite
kolicine stabilnog ugljenikovog izotopa 8"°C. Kako na otvorenim stanistima dominiraju trave
(koje imaju uglavnom C4 metabolizam), a Sumskim ekosistemima dominiraju C3 biljke,
relativno je lako razlikovati “potpis” koji ova vegetacija ostavlja u geoloskim slojevima. Kod
C3 biljaka je znatno veci udeo ovog ugljenikovog izotopa (27 %o) nego kod C4 biljaka (12 %o)
(Boom et al., 2002). Boom i saradnici (2002) su na osnovu 8"°C bili u moguénosti da razliku
C3 od C4 trava. Stavise, detaljnije analize su pokazale da je pored udela uglienikovog izotopa
kao dobrog markera za razlikovanje C3 1 C4 trava, to moguce uraditi i na osnovu viseg udela

C,,1C,, alkana, kao i C,, primarnog alkohola kod C4 vrsta (Rommerskirchen et al., 20006).

Dok kod vecine golosemenica i cvetnica dominiraju C,, C, i C,, alkani, a kod paprati

209
C,, (Bush & Mclnerney, 2013), kod belih mahovina (Sphagnum sp., Sphagnaceae) detektovana
je dominacija C,, #-alkana u epikutukularnom sloju (Nichols et al., 2006). Pored brojnih
paleontoloskih, paleohidroloskih i paleoekoloskih studija (Cranwell, 1973; Cranwell et al.,
1987; Ficken et al., 2000; Hinrichs et al., 1997; Huang et al., 1995; Nichols et al., 2006; Sachse
et al., 2012; Zhang et al., 2003; Meyers, 2003; Zhao et al., 2003; Otto et al., 2005; Nichols et
al., 2010; Bush & Mclnerney, 2013), #-alkani se koriste 1 kao proksiji u proucavanju promene
vegetacije 1 klime danas (Conte et al., 2003; Kawamura et al., 2003; Scheful et al., 2003a,
2003b; Sachse et al., 2004; Sicre & Peltzer, 2004; Bendle et al., 2007; Castafieda & Schouten,

2011).
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Pored paleoekoloskih, geoloskih i klimatoloskih istrazivanja, #-alkani su nasli primenu
iu poljoprivredi, i to kao markeri za procenu kvaliteta ishrane kod domacih zivotinja. Princip
je isti — proucavaju se profili alkana kao i stabilni ugljenikov izotop 8"°C u ekskrementu
domacih zivotinja i na osnovu toga procenjuje udeo trava (mahom C4 biljaka) i mahunarki i
ostalih C3 biljaka (Laredo et al., 1991; Vulich et al., 1993; Dove & Mayes, 1991; Piasentier et
al., 2000).
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1.2.6. Varijabilnost i upotreba alkana u taksonomskim istraZivanjima

Prve taksonomske studije na epikutikularnim voskovima su zapocete 60-ih godina
proslog veka. U pocetku su se bavile ukupnim voskovima, da bi se kasnije fokus prebacio
na #-alkane. Vilo brzo je utvrdeno da se unutrasnji ugljovodonici razlikuju drasticno od
povtsinskih, da imaju “ravnomernu distribuciju” odnosno da ne postoje razlike u koli¢cinama
izmedu komponenti, te da povrsinski voskovi pokazuju dominaciju onih sa neparnim brojem

ugljenika u odnosu na one sa parnim (Herbin & Robins, 1969).

Varijabilnost n-alkana

Da bi #n-alkani mogli koristiti kao hemotaksonomski markeri, neophodno je bilo
utvrditi njihovu biolosku ulogu kao i varijabilnost. Prve studije se ukazivale da su voskovi
(pa samim tim i 7-alkani) stabilni, tj. da ne variraju izmedu listova jedne jedinke ili tokom
starenja lista (Purdy & Truter, 1961; Eglinton et al., 1962b). #-Alkani su zbog svoje hemijske
stabilnosti, jednostavne identifikacije 1 univerzalne prisutnosti odabrani kao najpogodniji za

taksonomska istrazivanja.

Iako su se u nekim istrazivanjima pokazali kao izuzetno stabilni, veliki broj radova
ukazuje na varijabilnost u sastavu voskova i samih #-alkana tokom vegetacione periéde. Kod
pojedinih vrsta iz familija Zamiaceae (Osborne et al., 1989), Pinaceae (Giinthardt-Goerg,
1986; Kerfourn & Garrec, 1992; Turunen et al., 1997), Fagaceae (Gilz et al., 1989; Liitz et
al., 1990; Giilz & Boor, 1992; Gilz & Miller, 1992), Tiliaceae (Gilz et al., 1991), Rubiaceae
(Stocker & Wanner, 1975) i Poaceae (Avato et al., 1984; Smith et al., 2001) pronadena je
sezonska varijabilnost. Uoc¢ena sezonska varijabilnost se uglavnom ogleda u apsolutnim
koli¢cinama pojedinih grupa jedinjenja, dok se odnos komponenti nije menjao. Stavise,

pokazano je da je uocena kvalitativna varijabilnost posledica:

(a) razlicitih faza ontogenetskog razvica organa, pa je tako na primer, kod bukve (Fagus

sylvatica L., Fagaceae) detektovano dupliranje ukupne koli¢ine voskova, i pojava aldehida koji
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prethodno nisu bili detektovani u pupoljku, dok se duzina dominantnog ugljovodoni¢nog
lanca menjala (od krac¢eg ka duzem). U ostatku sezone sastav se nije menjao (Prasad & Gulz,
1990). Epikutikularni voskovi brsljana (Hedera helix 1., Araliaceae) su tokom prvih 30 dana
razvoja lista prolazili kroz dramati¢ne promene. Dok su u pocetku dominirali alkani srednje
duzine lanca (C,-C,), nakon desetog dana dolazi do laganog pomeranja ka lancima vece
duzine (C,, 1 C, ). Nakon tridesetog dana, distribucija duzine lanca alkana, alkohola, aldehida i
masnih kiselina se nije menjala, dok su se apsolutne kolic¢ine ovih jedinjenja ponovno smanjile
(Hauke & Schreiber, 1998). Kod cetinara (Pinus cembra 1.., Picea abies (1..) H.Karst., Pinaceae)
epikutikularni voskovi se nisu kvalitativho menjali sa staro$cu iglica, ali jesu kvanititavno $to
je za posledicu imalo promene u povrsinskim strukturama na listovima (Gunthardt-Goerg,

1986).

(b) razlike izmedu biljnih organa. Prilikom proucavanja ukupnih epikutikularnih
voskova kod trava (Poaceae) iz razlicitih sezona, Smith i saradnici (2001) su uocili razliku
izmedu susne i kisne sezone. Oni su predlozili da je uocena razlika mozda i posledica fenofaza.
Detaljnije studije su pokazale da se alkani cvasti razlikuju od alkana ostatka biljke, odnosno
da same cvasti obiluju kra¢im alkanima (C,,, C . i kra¢im), te da je prilikom izolovanja iz celih

biljaka, znacajan udeo imala i cvast onda kada je bila razvijena u odnosu na deo vegetacione

periode kada jos nije bila razvijena (Rommerskirchen et al., 2000).

Detaljna studija uticaja razlicitih faktora na sastav listova (listovi sunca i senke,
vegetacione periode, senescencije) je pokazala da ne postoiji statisticki znacajna razlika izmedu
listova senke 1 sunca kod golosemenica 1 skrivenosemenica. Nakon perioda sazrevanja lista,
nije pronadena statisticki znacajna razlika izmedu uzoraka uzetih u leto i jesen, Stavise sastav

alkana je ostao stabilan i tokom senescencije listova (Bush & Mclnerney, 2013).

Taksonomski znacaj

Prva zapazanja o potencijalnom znacaju epikutikularnih voskova su izneli Purdy
1 Truter (1961). Oni su tokom svojih istrazivanja povrsinskih lipida listova uocili razliku
izmedu razlicitih vrsta. Oni su proucavali 10 vrsta monokotila (Festuca pratensis, F. ovina, F.
rubra genuina, Dactylis glomerata, Agrostis tenuis, Alopecurns pratensis, Lolium italicum, L. perenne,

Holeus mollis) 1 14 vrsta dikotila (Rbododendron ponticum, Ilex aquifolinm, Fraxinus excelsior,
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Aesculus hippocastanun, Malus spp., Rosa sp., Brassica oleracea subsp. gemmifera, B. oleracea capitata,
Chrysanthemum sp., Antirrthinum majus, Petunia spp., Beta vulgaris, Trifolium repens). Njihova
inicijalna zapazanja su pokazala da je sastav povrsinskih lipida species specifican, da se ne
nije bilo razlike u odnosu na period uzorkovanja. Veé naredne godine, Eglinton i saradnici
(1962b) su proucavali #-alkane sa povrsine listova 37 vrsta iz potfamilije Sempervivoideae
(Crassulaceae) sa Kanarskih ostrva, 1 dosli do zakljucka da alkani pokazuju species specificnu
distribuciju, te da su se pokazali stabilni i nezavisni od vremena uzorkovanja. Potom su usledila
brojna istrazivanja alkana kao hemotaksonomskih markera. Kod cvetnica su proucavani kod
familija: Crassulaceae (Eglinton et al., 1962b; Stevens et al., 1994), Solanaceae (Mecklenburg,
1966; Zygadlo et al., 1994; Silva et al., 2012b), Onagraceae (Tin et al., 1971; Bowman, 1980),
Oleaceae (Bianchi et al., 1992), Brassicaceae (Vioque et al., 1994; Maffei, 1996a), Fabaceae
(Maffei, 1996a; Merino et al., 1999; Bush & Mclnerney, 2013), Salicaceae (Bush & Mclnerney,
2013; Cameron et al., 2002), Rutaceae (Skorupa et al., 1998), Rosaceae (Eglinton et al., 1962a;
Wissemann, 2000; Wissemann et al., 2007), Lamiaceae (Maffei, 1994a), Asteraceae (Maffei,
1994b; Radulovic & Milojevic, 2012), Liliaceae (Herbin & Robins, 1968, 1969), Poaceae
(Eglinton et al., 1962a; Kellogg & Watson, 1993; Li et al., 2012; Maffei, 1996b; Martin-Smith
et al.,, 1967; Rommerskirchen et al., 2006; Tulloch, 1973, 1984) i brojnih drugih (Giilz, 1994;
Khnight et al., 2004; Li et al., 2013; Medina et al., 2006; Motta et al., 2009; Nguyen-Tu et al.,
2007; Rocini et al., 2006; Salatino et al., 1989; Sonibare et al., 2005).

Taksonomski znacaj alkana kod golosemenica

Sa taksonomskog aspekta, #-alkani su proucavani kod velikog broja golosemenica. Prvu
obuhvatniju studiju je uradio Del Castillo sa saradnicima (1967). Proucavali su epikutikularne
voskove 54 taksona iz osam familija golosemenica, gde je najdetaljnije proucavana familija
Podocarpaceae. Od dvadesetijedne proucavane vrste, samo tri nisu mogle da se grupisu sa
ostalim na osnovu distribucije alkana. Njihov zakljucak je bio da se alkani mogu koristiti
u sistematici biljaka, ali samo kao pomo¢ a ne kao samostalni taksonomski marker. Gtilz
(1994) je dao pregled epikutikuarnih voskova kod visih biljaka. Dosao je do zakljucka da
postoji fundamentalna razlika izmedu epikutikularnih voskova listova golosemenica i

skrivenosemenica, te da je njihov sastav kao i povrsinske strukure koje voskovi obrazuju
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pod jakim selekcionim pritiskom. Giilz je proucavajudi listove drvenastih vrsta golosemenica
zapazio da voskovi kod Ginkgo biloba imaju intermedijarni karakter, tj. da slicno kao kod
listopadnih skrivenosemenica dominiraju alkani, estri aldehidi 1 alkoholi, ali se nalazi prisutan

i nonakozan-10-ol koji je krakteristican za proucavane golosemenice.

Maffei 1 saradnici (2004) su proucavali #-alkane kao hemotaksonomske markere

u okviru reda Pinales. Oni su pronasli #-alkane u opsegu od C,, do C,,, gde je C,, bio
dominantan u vecini uzoraka. Araucariaceae su imale relativno nizak udeo C,, (5.23%7%1.58),
dok su Cephalotaxaceae imale visok udeo C, (31.95%%2.05) i C, (28.00%=x1.00). Kod
Cupressaceae su se nalaze umerena kolicina C,| (18.31%%2.32) i C,; (5.36%%1.07), dok je
kod Pinaceae C, bio dominantan z-alkan (25.40%%2.56). Kod Podocarpaceae su umereno

zastupljeni bili neparni alkani od C27 do C,,, dok je C31 bio najdominatniji kod Taxaceae

332

(34.94%%7.85). Statisticke analize (DA, PCA, CA) su pokazale odvajanje familija i potfamilija

na osnovu profila #-alkana.

Pregled taksonomskih istraZivanja kod golosemenica:

(1) Rodovi Ceratozamia, Dioon, 1epidozania, Macrozamia, Zamia iz familije Zamiaceae

(Osborne et al., 1993)
(2)  Ginkgo biloba, familija Ginkgoaceae (Bush & Mclnerney, 2013; Giilz, 1994)

(3) Rodovi Podocarpus, Dacrydium, Phyllocladusiz familije Podocarpaceae (Del Castillo
et al., 1967; Maffei et al., 2004)

(4) Rodovi Arancaria i Agathis iz tamilije Araucariaceae (Del Castillo et al., 1967;
Maffei et al., 2004)

(5) Rod Seyadopitys 1z tamilije Sciadopitaceae (Del Castillo et al., 1967; Maffei et al.,
2004)

(6) Rod Cephalotaxus iz familije Cephalotaxaceae (Del Castillo et al., 1967; Maffei et
al., 2004)
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(7)  Rodovi Taxus, Torreya iz familije Taxaceae (Del Castillo et al., 1967; Maffei et al.,
2004)

(8) Rodovi Abies, Cedrus, Keteleeria, Larix, Pseudotsuga, Picea, Pinus, Tsuga iz tamilije
Pinaceae (Bojovic et al., 2012, 2012; Bush & Mclnerney, 2013; Del Castillo et al., 1967,
Corrigan et al., 1978; Giilz, 1994; Maffei et al., 2004; Nikolic et al., 2009; Nikoli¢ et al.,
2010, 2012a, 2012b, 2013a, 2013b; Oros et al., 1999)

(9)  Rodovi Calocedrus, Chamaecyparis, Cryptomeria, Cunningbamia, Cupressus, Juniperus,
Libocedrns, Metasequoia, Platycladus, Sequoia, Sequoiadendron, Taxodium, Thuja iz familije
Cupressaceae (Bush & Mclnerney, 2013; Del Castillo et al., 1967; Dyson & Herbin,
1968; Gz, 1994; Kim, 2012; Maffei et al., 2004; Poveda et al., 2002)

46



Doktorska disertacija Uvod

1.2.7. Prethodna istraZivanja n-alkana kod vrsta roda Juniperus L.

Za razliku od komercijalno znacajnih predstavnika iz familija (Pinaceae, Poaceae,
Fabaceae, Rosaceae, Solanaceae), vrste roda Juniperus su malo proucavane sa ovog aspekta.
Prva istrazivanja sastava epikutikularnih voskova kod vrsta roda Juniperus su pocela 70-ih
godina proslog veka (Tulloch & Bergter, 1981 i citirane reference). Alkani su proucavani kod
J. seopolorum (Gulz, 1994; Tulloch & Bergter, 1981), J. alpina, ]. chinensis, |. chinensis var. plumosa
anrea, |. communis, |. communis var. aurea, J. horizontalis, |. indica, |. procumbens, |. procumbens var.
nana, |. recurva, |. sabina, |. sabina var. tamariscifolia, |. squamata var. meyeri (Maffei et al., 2004), J.

communis subsp. saxatilis Dodd & Poveda, 2003; Poveda et al., 2002).

Prema dostupnim literaturnim podacima, ne postoje istrazivanja povrsinskih alkana

kod vrsta sekcije Juniperus (Syn. Oxycedrus) sa Balkanskog poluostrva.

47



Doktorska disertacija Uvod

1.3. TERPENI

1.3.1. Etarska ulja

Jedna od najvise proucavanih grupa sekundarnih metabolita biljaka su etarska ulja.
Etarska ulja predstavljaju veoma slozenu smesu isparljivih raznorodnih jedinjenja (aldehida,
alkohola, estara masnih kiselina, sumpornih jedinjenja, terpena) koja ispoljava razlicita dejstva
na mikroorganizme, zivotinje i druge biljke (Adorjan & Buchbauer, 2010; Baser & Buchbauer,

2009; Cseke et al., 20006).

Etarska ulja se sintetiSu u specijalno razvijenim tkivima a zbog svoje izuzetne
autotoksi¢nosti se cuvaju u posebnim strukturama (zlezdama, zlezdanim dlakama, smonim
kanalima,...) (Cseke et al., 2000). Strukture za cuvanje etarskog ulja su strateski postavljene na
biljci kako bi imale maksimalni ucinak, na primer na povsini organa u okviru zlezdanih dlaka
ili u smonim kanalima listova i stabla. U zavisnosti od sastava, etarska ulja ispoljavaju razlicite
fizicko-hemijske karakteristike, ali u osnovi su to viskozne nepolarne tec¢nosti, bezbojne,
svetlo ili tamno obojene, manje specificne tezine od vode (Langenheim, 1994). Kolicina
etarskog ulja u jednoj biljci je relativno niska (najcesée je manja od 1%), a nije ni retko da se
nalaze u izuzetno malim koli¢inama (manje od 0,05%). Sastav etarskog ulja zavisi od taksona,
iako moze varirati u zavisnosti i od biljnog organa, ontogenetske faze, genetickih 1 sredinskih
faktora (Adams, 1970, 1994; Adams & Tashev, 2012; Adams et al., 2006a; Angioni et al.,
2003; Cavaleiro et al., 2003; El-Sawi et al., 2008; Langenheim, 1994; Medini et al., 2009a;
Powell & Adams, 1973; Tatro et al., 1973). Iako se u etarskom ulju srecu jedinjenja poput
alifati¢nih i aromati¢nih ugljovodonika, fenilpropanoida i dr, glavni deo etarskog ulja ¢ine

terpeni.
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Terpeni predstavljaju strukturalno najraznovrsniju grupu prirodnih proizvoda. Naziv
terpenima dao je hemicar Kekule krajem XIX veka, na osnovu prvih jedinjenja koja su
izolovana iz smole Cetinara (lat. Zerebintha - smola) (Baser & Buchbauer, 2009; Buchanan et
al., 2009). Ova jedinjenja imaju jedinstvenu zajednicku karakteristiku pomocu koje se lako
definisu i izdvajaju. Otto Wallach je 1887. postavio takozvano izeprensko pravilo prema kome
su terpeni definisani kao jedinjenja koja u svojoj osnovi imaju ponavljaju¢u peto-ugljenicnu
jedinicu (Buchanan et al., 2009; Cseke et al., 2006). Ovaj monomer terpena se naziva
izoprenskom jedinicom ili izoprenom jer termicka razgradnja veéine terpena ima za proizvod

gasoviti alken — izopren (Buchanan et al., 2009).

Terpeni se prema broju izoprenskih jedinica klasifikuju kao: hemiterpeni (C)),
monoterpeni (C, ), seskviterpeni (C ), diterpeni (C,), sesterterpeni (C,), triterpeni (C,),

tetraterpeni (C,) i politerpeni (C,.,) (Mazurek & Simoneit, 1997). U ovoj jednostavnoj

45+
klasifikaciji skrivena je ogromna strukturna raznolikost koja doprinosi velikoj varijabilnosti
terpenoidnih jedinjenja. Hemijske reakcije poput oksidacija, redukcija, izomerizacija i
konjugacija dovode do promena u funkcionalnim grupama i osnovnom ugljovodni¢nom
skeletu, $to za posledicu ima veliki strukturalni diverzitet. Do sada je identifikovano
preko 30.000 terpena (Bartram et al., 2006; Bohlmann et al., 1998a; Cordoba et al., 2009;
Davis & Croteau, 2000; Phillips & Croteau, 1999; Phillips et al., 2006; Sacchettini & Poulter,

1997). Od terpena, u sastav etarskog ulja ulaze samo mono-, seskvi- i diterpeni (Slika 1.3.2),

dok ostali terepeni nisu isparljivi i imaju drugaciju biolosku ulogu.

Monoterpeni se sastoje iz dve izoprenske jedinice i imaju deset ugljenikovih atoma
(C,)- Prve monoterpene je izolovao francuski hemicar M. J. Dumas 1833. godine, ali tek
je Otto Wallach shvatio da je nekoliko jedinjenja izolovanih iz razlicitih vrsta zapravo isto
jedinjenje samo opisano pod drugacijim imenom. O. Wallach je sa kolegama krajem XIX veka
(1872-1891) izolovao i okarakterisao nekoliko terpena (pinen, kamfen, limonen, felandren,
terpinolen, fenhen...). U pocetku se smatralo da monoterpeni predstavljaju osnovne jedinice
iz kojih su izvedeni drugi terpeni (Baser & Buchbauer, 2009; Buchanan et al., 2009). Ova
jedinjenja predstavljaju najve¢i udeo u mnogim etarskim uljima, i kao takva, imaju veoma velik
ckoloski 1 ekonomski znacaj. U odnosu na strukturu razlikujemo aciklicne, monocikli¢ne i

binocikli¢cne monoterpene.
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Seskviterpeni (C ) se sastoje iz tri izoprenske jedinice, i mogu se naci u alifati¢cnom,
biciklicnom i tricikli¢cnom obliku. Poput monoterpena, vecina seskviterpena su komponente
etarskih ulja biljaka. Uz to, mnogi seskviterpeni se ponasaju kao fitoaleksini i antinutritivna
jedinjenja. Interesantno je da, iako je apscisinska kiselina strukturalno seskviterpen, ona
nastaje drugacije od vecine seskviterpena, odnosno nesimetricnim cepanjem C

(Buchanan et al., 2009; Cordoba et al., 2009; Cseke et al., 2000).

4 Prekursora

Diterpeni (C,) su raznolika grupa terpena koja se sastoji iz Cetiri izoprenske jedinice.
Zbog visoke tacke kljucanja, ulaze u sastav samo malog broja etarskih ulja. U diterpene
spadaju i fitol, giberelini, smone kiseline cetinara i mahunarki, fitoaleksini i drugi znacajni

metaboliti poput taksola (Buchanan et al., 2009).
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1.3.2. Bioloska uloga etarskih ulja

Funkcija terpena kod biljaka je 1 ekoloska i fizioloska. Mnogi od njih inhibiraju rast
drugih biljaka u blizem susedstvu (alelopatija). Neki su poznati kao insekticidi, drugi pak

privlace oprasivace...

Da bi se u potpunosti razumela adaptivna funkcija etarskih ulja mora se razumeti
cena proizvodnje, korist njihove produkcije, te njihova visestruka uloga (Thompson, 2005).
Produkcija etarskih ulja zahteva upotrebu organski vezanog ugljenika, a razlicite strukture
za ¢uvanje ovih smesa takode zahtevaju energiju. Ovo izmestanje resursa moze se pokazati
kao veoma znacajan energetski trosak koji moze dovesti do usporavanja rasta, sto ukazuje
na fundamentalan ekoloski i evolucioni znacaj njihove produkcije (Langenheim, 1994;
Thompson, 2005). Gershenzon (1993) smatra da je sinteza redukovanih terpena skuplja od
oksigenisanih, $to bi u neku ruku i objasnilo ¢injenicu da svi enzimi koji ucestvuju u njihovoj
sintezi kao finalni produkt imaju smesu mono- odnosno seskviterpena, a ne samo jedno

jedinjenje.

Etarska ulja izolovana iz biljnih organa i celih biljaka, kao i jedinjenja izolovana iz
etarskih ulja, su analizirani sa aspekta njihove funkcije u organizmu biljke. Monoterpeni su
idealna jedinjenja za proucavanje sa aspekta uloge koju imaju u interakciji biljke sa biotickim
1 abiotickim faktorima spoljasnje sredine. Biosinteticki put monoterpena je dosta dobro
poznat, a oni pak mogu igrati visestruku ekolosku ulogu usled razlicitog efekta na bioloske

procese u neposrednoj okolini (Thompson, 2005).

Sama uloga etarskog ulja odredena je smesom komponenti koje ga ¢ine. Ove slozene
smese najcesce imaju 30-40 komponenti sa relativnim udelom veéim od 1% (osim u retkim
slucajevima gde jedna komponenta ¢ini preko 50% sadrzaja etarskog ulja, kao na primer
kod citrusa (Espina et al, 2011). Odnos ovih komponenti moze znacajno promeniti
njegove karakteristike, kao 1 biolosku aktivnost. Male promene u samom jedinjenju (npr.
kariofilen/kariofilen oksid) mogu imati drasticne promene u pogledu njihove aktivnosti
(Arrhenius & Langenheim, 1983; Howard et al,, 1989; Hubbell et al., 1983). Stavige,
strukturni izomeri jednog jedinjenja se mogu razlikovati u svojoj bioloskoj aktivnosti,
na primer (—)-o-pinen i (—)-B-pinen enantiomeri nisu pokazali biolosku aktivnost dok su

(+)-enantiomeri pokazali jaku antimikrobnu aktivnost (Silva et al., 2012a).
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Abioticki faktori

Etarsko ulje moze poboljsati toleranciju na susu. Cinjenica da se u Mediteranu (i sli¢nim
klimatima) nalazi jako veliki broj predstavnika koji produkuju veliku koli¢inu etarskog ulja
govortiu prilog ovoj tvrdnji. Ross & Sombrero (1991), kao i Joffre i saradnici (1999) su predlozili
da produkcija i akumulacija etarskih ulja moze da ima ulogu da preusmeri visak sunceve
energije (kojom su izlozene ove biljke tokom letnjih meseci) sa drugih enzimskih sistema koji
bi mogli biti preoptereceni, poput fotosinteze. Istrazivanja na putevima biosinteze terpena
su pokazala da sunceva svetlost stimulise njihovu proizvodnju (Banerjee & Sharkey, 2014,
Lewinsohn et al., 1993; Rodriguez-Concepcion, 2002). Etarsko ulje moze povecati toleranciju
biljke na visoke temperature 1 redukovati suvisan gubitak vode tako $to ¢e se naci “zarobljeno”

izmedu trihoma na povrsini lista 1 na taj nacin smanjiti transpiraciju (Audus & Cheetham,

1940) ili hladiti povrsinu biljnih organa svojim isparavanjem (Sharkey & Singsaas, 1995).

Bioticki faktori

Pored svega navedenog, najznacajnija uloga etarskih ulja je medijacija u biotickim
interakcijama. Mogu sluziti u odbrani od insekata (Athanassiou et al., 2013; Croteau et al,,
1987; Elango et al., 2012; Giatropoulos et al., 2012; Gijzen Mark et al., 1993; Mahmoudvand
etal, 2011; Rattan & Sharma, 2011), ali i privlacenju odnosno selekciji oprasivaca (Ackerman
et al., 1997; Beker et al., 1989; Roy & Raguso, 1997; Williams et al., 1983). Pokazano je
da pojedine komponente u etarskom ulju imaju znacajnu ulogu i u odvracanju herbivora
(Adams et al., 2013a; Marko et al., 2008, 2011). Mehanizam delovanja jo$ uvek nije dovoljno
poznat, barem ne kada su u pitanju sve vrste kod kojih je utvrden ovakav odnos. Osnova
moze biti razlicita, Langenheim (1994) kao moguée navodi inhibiciju formiranja ATP-a,
gradenje kompleksa sa slobodnim sterolima u gastrointestinalnom traktu biljojeda, uticaj na
nervni sistem... Do sada je pokazano da seskviterpeni bazirani na skeletu bisabolena imitiraju
juvenilne hormone insekata i na taj nacin ometaju njthov pravilan razvoj (Bohlmann et

al., 1998b), dok s druge strane, pojedini terpeni privlace predatore ili parazite artropodnih
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biljojeda, koji u tom slucaju indirektno stite biljku (Martin, 2004). Kod insekata, efekat
odvracanja od ishrane je najverovatnije na nivou receptora, dok je kod sisara uticaj najcesée
pripisan bihevioralnom odgovoru zivotinje na jak/ostar miris ili gorki ukus. Pored ovakvog
efekta, izdvaja se i jedan poseban, gde insekti biraju jedinke koje upravo imaju odredene
terpene, kako bi ih akumulirali i koristili u odbrani od svojih predatora (Langenheim, 1994;

Schuh & Benjamin, 1984) ili ih, pak, koristili kao prekursore u biosintezi drugih terpena koji

imaju ulogu u komunikaciji sa ostalim jedinkama iste vrste (Phillips & Croteau, 1999).

Znacajna je 1 uloga etarskih ulja u smanjenju kompeticije sprec¢avanjem klijanja ili
razvoja drugih jedinki u neposrednoj blizini (Holthuijzen & Sharik, 1985; Katz et al., 1987;
McPherson & Muller, 1967; Robles et al., 1999; Tarayre et al., 1995; Thompson, 2005; Vokou
et al., 2003; Whittaker & Feeny, 1971). Ovo je posebno uocljivo u Mediteranu, gde se oko
adultnih jedinki proucavanih vrsta nalazi zona u kojoj nema drugih biljaka. U tim slucajevima
je pronadeno da se u zemljistu oko ispitanih individua nalazila izvesna koli¢ina etarskog ulja
koje je tu dospelo najverovatnije oslobadanjem iz opalog lis¢a. Pored alelopatskog, etarska
ulja imaju 1 autoalelopatsko dejstvo. Ovo je opazeno i kod Juniperus monosperma, gde je klijavost
semena bila najveca na 3 m od odrasle jedinke, a u samom podnozju je bila i do 10 puta
manja (Holthuijzen & Sharik, 1985). Kod biljka susnih ekosistema, etarska ulja imaju ulogu u
odredivanju optimalnog perioda za klijanje semena (Margaris & Vokou, 1982; Thanos et al.,
1995). Naime, semena ostaju neaktivna dok ne padne dovoljna koli¢ina vode koja ¢e da spere

etarsko ulje, ili dok se ne desi pozar koji ¢e da omogudi klijanje.

I konacno, etarska ulja deluju kao svojevrsni “imuni sistem” same biljke, cuvajuci je od
razli¢itih patogena — od virusa, preko bakterija do gljivica (Cavaleiro et al., 2006; El-Sawi et

al., 2008; Milojevi¢ et al., 2010; Seca & Silva, 2006; Tabanca et al., 2007; Unlu et al., 2008).
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1.3.3. Biosinteza terpena

Pocetkom XX veka, O. Wallach je formulisao »izoprensko pravilo« koje postulira da
se vecina terpena moze dobiti repetitivhim spajanjem izoprenskih jedinica. Iako netacan,
ovaj koncept je obezbedio konceptualni okvir za strukturalna istrazivanja terpena. Leopold
Ruzicka je kasnije formulisao »biogeneticko izoprensko pravilo« naglasavajuéi mehanicisticke

aspekte sinteze terpena (Buchanan et al., 2009).

Biosinteza svih terpena iz jednostavnih prekursora se moze podeliti na Cetiri opsta
koraka:

(1) biosinteza fundamentalnog prekursora IPP (izopentenil difosfat),

(2) repetitivno dodavanje IPP kako bi se fomirali prenil difosfatni homolozi (koji sluze

kao neposredni prekursori razlicitih klasa terpenoida),

(3) obrada ovih prenil difosfata od strane specificnih terpen-sintaza do terpenoidnog

skeleta,

(4) sekundarne enzimatske modifikacije skeleta (uglavnom redoks reakcije) koje dodaju
funkcionalne gupe i doprinose velikom hemijskom diverzitetu (Bohlmann et al.,

2000; Buchanan et al., 2009).
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(1) Biosinteza IPP

Iako se biosinteza svih terpena desava u specijalizovanim celijama, postoji jasna
organizacija i na subcelijskom nivou. Monoterpeni (C, ), diterpeni (C,) i tetraterpeni (C, ),
kao i odredeni kinoni se produkuju iskljuc¢ivo u plastidima, dok se seskviterpeni (C,),
triterpeni (C,)) i politerpeni (C,.,) produkuju u citosolu i endoplazmaticnom retikulumu
(Banerjee & Sharkey, 2014; Bartram et al., 2006; Bohlmann et al., 2000; Cordoba et al., 2009;
Phillips et al., 2006; Zulak & Bohlmann, 2010). Cak su i prekursori za ove biosintetske puteve
odvojeni. Mevalonatni put (MVA) je aktivan u citosolu i ER, dok se u plastidima koristi
metileritrol-fosfatni put (MEP) (Bick & Lange, 2003; Bohlmann et al., 2000; Buchanan
et al., 2009; Cordoba et al., 2009; Eisenreich et al., 2004; Rodriguez-Concepcion, 2002).
Tako postoji jasna kompartmentalizacija ovih procesa, razmena intermedijera (IPP i prenil
difosfata) ipak postoji. U biosintezi seskviterpena kod kamilice (Matricaria recutita) pokazano
je da izvestan broj seskviterpena sadrzi molekule koji su bili sintetisani u hloroplastima
(Adam & Zapp, 1998). Protok intermedijera izmedu citosola i plastida Bartram 1 saradnici
(2006) su pokazali na primeru indukovane biosinteze mono- i seskviterpena kod Phaseolus
lunatus. Cak ikada su blokirali MVA put, dolazilo je do indukovane biosinteze seskviterpena u
citosolu. IPP za njihovu sintezu obezbedio je MEP preko Ca** zavisne pumpe koja prebacuje
IPP 1 prenil difosfate iz plastida u citosol. S druge strane, istrazavinja su pokazala da je udeo
deuterijum-obelezenog IPP nastalog kroz MVA put uvek manji od 20%, sto govori da iako
nije dominantan, ipak jedan deo IPP u biosintezi monoterpena potice iz MVA puta. Za
razliku od Zivotinja i gljiva kojima je dostupan samo MVA biosintetski put, biljke koriste oba.
Stavise, pokazano je da u slu¢aju »otkazivanja« jednog biosintetskog puta, biljke preusmeravaju

biosintezu na drugi (Adam & Zapp, 1998; Bartram et al., 2006; Bick & Lange, 2003). Iz svih

navedenih razloga, bitno je upoznati oba puta biosinteze IPP prekursora (Slika 1.3.1).
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1. Mevalonatni put (MVA) biosinteze IPP (biosinteza u citosolu)

Ovaj put biosinteze IPP ukljucuje nekoliko reakcija: (a) kondenzaciju tri molekula
acetil-CoA u dva koraka uz pomo¢ enizima tiolaze i hidroksimetil-glutaril-CoA sintaze,
(b) redukciju dobijenog 3-hidroksi-3-metilglutaril-CoA pomocu enzima HMG-CoA
reduktaze u dve spojene reakcije koja za proizvod ima mevalonsku kiselinu (MVA), i (c) ATP
zavisna fosforilacija i fosforilacija/dekarboksilacija mevalonske kiseline do IPP (Buchanan et

al., 2009) (Slika 1.3.1)

ii. Metileritrolfosfatni put (MEP) biosinteze IPP (biosinteza u plastidima)

Kada je prvi put otkriven pre 15-ak godina nazvan je nemevalonatni ili Rohmer-ov put
(Rodriguez-Concepcion, 2002). Naziva se jos i 1-deoksi-D-ksilulozni put ili DXO, posto je
jedan od pocetnih intermedijera ovog puta DXO. Shodno terminologiji koris¢enoj za MVA
put, 2-C-metil-D-eritritol-4-fosfat intermedijer je analog mevalonskoj kiselini, pa se i sam
put biosinteze naziva po njemu — MEP. Ovaj put biosinteze je pokazan kod mnogih zelenih
algi, eubakterija i biljaka (Slika 1.3.1). Sastoji se iz sedam enzimatskih koraka: (a) biosinteza
1-deoksi-p-ksilulozo-5-fosfata (DXP) iz piruvata i gliceraldehid-3-fosfata (GAP) uz pomo¢
enzima DXP sintaze (DXS), (b) DXP reduktoizomeraza (DXR) kovertuje DXP u metil-
D-eritritol-4-fosfat (MEP), (c) koji u se u tri uzastopne enzimatske reakcije tranformise u
ciklodifosfatni intermedijer MeCDP, (d) enzim HMBPP sintaze (HDS) u narednom koraku
konvertuje MeCDP u hidroksimetilbutenil difosfat (HMBPP), (e) da bi u poslednjem
koraku HDR (HMBPP reduktaza) dala IPP (Banerjee & Sharkey, 2014; Bartram et al., 20006;
Cordoba et al., 2009; Eisenreich et al., 2004; Phillips et al., 2006; Rodriguez-Concepcion,
2002; Zulak & Bohlmann, 2010).
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Slika 1.3.1. Biosinteza prekursora terpena u biljnoj éeliji: (a) MVA: 1 - tiolaza, 2 - HMG-CoA
sintaza, 3 -HMG-CoA reduktaza, 4 - MVA kinaza, 5 - MVAP kinaza, 6 -MVAPP dekarboksi-
laza; (b) MEP: 7 - DX sintaza (DXS), 77 - DX reduktoizomeraza (DXR), 77 - CDP-ME
sintaza (MCT), 72w - CDP-ME kinaza (CMK), » - MEcPP sintaza (MDS), vi - HMBPP sintaza
(HDS), vii - HMBPP reduktaza (HDR); A - IPP izomeraza, B - GPP sintaza, C - FPP sinta-
za, D - GGPP sintaza
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(2) Formiranje prenil-difosfatnih homologa

Osnovni monomer u sintezi terpena je IPP. Polimerizacija IPP dovodi do nastanka

prenil difosfatnih homologa koji sluze kao intermedijerni prekursori za sintezu razlicitih

klasa terpena (mono-, seskvi-, diterpena...) (Slika 1.3.1).

Prvi korak je izomerizacija IPP uz pomo¢ enzima IPP-izomeraze. Proizvod

ove reakcije je dimetilalil difosfat (DMAPP). Zahvaljujuci duploj vezi u DMAPP i prenil

difosfatima, ova jedinjenja mogu da se jonizuju i stvore stabilne karbokatjone. Tako formiran

karbokatjon od # ugljenika moze potom da prode reakciju kondenzacije sa IPP i formira

n+5 terpen. Sintezu C,

C,, 1 C,, prenil-difosfata katalizuju prenil transferaze. Proizvodi

ovih enzima su geranil difosfat (GPP, C) ), farnezil difosfat (FPP, C,) i geranilgeranil difosfat

(GGPP, C,) (Buchanan et al., 2009) (Slika 1.3.2).
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Slika 1.3.2. Biosinteza prenil difosfata iz IPP i DMAPP u biljnoj celiji: 1- IPP izomeraza,

2- GPP sintaza, 3- FPP sintaza, 4- GGPP sintaza
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(3) Formiranje terpena

Reakcije kroz koje prolaze prenil difosfati (najcesce ciklizacije), a koje katalizuju sintaze
terpena, produkuju veliki broj terpenoidnih jedinjenja. Enzimi prenil difosfataze 1 terpen
sintaze (TPS) dele sli¢na svojstva i sadrze konzervativne sekvence, pogotovu u regionima koji
kodiraju mesta za vezivanje supstrata (Buchanan et al., 2009). Do sada su poznate sekvence za
jedan broj mono-, seskvi- i diterpena. Na osnovu same sekvence nije moguce predvideti tacno
proizvod enzima s obzirom na to da su razlike u njima izuzetno male (Zulak & Bohlmann,
2010). Tako, zamena samo jedne aminokiseline (arginina sa izoleucinom) u 1,8-cineol sintazi
dolazi do promene glavnog proizvoda u sabinen, dok promena u tri aminokiseline na klju¢nom
mestu dovodi do toga da enzim koji je sintetisao sabinen pocne da sintetiSe 3-karen. Svega
9% razlike u sekvenci aminokiselina je dovoljno da (—)-limonen sintaza “postane” drugi
enzim - (—)-limonen/(-)-a-pinena sintaza koja uz (—)-limonen sintetise i znacajne koli¢ine

(—)-a-pinena (Kampranis et al., 2007; Katoh et al., 2004; Roach et al., 2014).

Familije enzima odgovornih za sintezu terpena iz GPP, FPP i GGPP su poznate kao
monoterpen-, seskviterpen- i diterpensintaze. Ove sintaze koriste odgovarajuce prenil
difosfate kao supstrat za formiranje velikog broja razlicitih terpena. Vecina terpena su cikli¢na,
a mnoga sadrze multipne prstenove u sistemu, ¢iju osnovnu strukturu determinisu visoko
specificne sintaze. Terpen sintaze koje produkuju ciklicne proizvode se takode nazivaju i
ciklazama, iako postoje primeri onih koje proizvode aciklicna jedinjenja (Buchanan et al.,
2009). Sve TPS su sli¢nih svojstava (molekularna tezina, potreba za kofaktorima 1 kineticki
parametri) 1 sve obavljaju slicne elektrofilne ciklizacije (koje ukljucuju iste korake poput
stvaranja, modifikovanja i stabilizacije visokoreaktivnog karbokatjona) i finalnim korakom

deprotonacije ili zarobljavanja nukleofila (Bohlmann et al., 2000). Ova sli¢nost u funkciji

ogleda se 1 u slicnosti u strukturi svih TPS izolovanih iz biljaka (Bohlmann et al., 1998a).

Dosadasnja istrazivanja su pokazala da su se monoterpen sintaze pojavljivale vise puta
tokom evolucije biljaka. Na primer, limonen sintaza se javila nezavisno kod skrivenosemenica
i golosemenica (Bohlmann et al., 1998a), Stavise, dosada$nji radovi na golosemenicama su
pokazali da se limonen-sintaza javila viSe puta nezavisno i unutar samih golosemenica (Martin,

2004). Zanimljivo je da sekvence TPS izmedu golosemenica 1 skrivenosemenica pokazuju
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svega 30-ak posto homologije, i da su razlike unutar golosemenica, ¢ije su se familije odvojile
pre vise stotina miliona godina, manje nego razlike izmedu porodica skrivenosemenica. Stopa
mutacija ovih sintaza odgovara evoluciji 185 rRNK kod golosemenica (Bohlmann et al.,
1998a). Sekvence amino-kiselina kod biljnih TPS su omogudile podelu Tps genske porodice
na 7 potporodica (Slika 1.3.4). Zanimljivo je da su terpen sintaze primarnog metabolizma
(biosinteza prekursora biljnih hormona 1 pigmenata) filogenetski jako udaljene od terpen
sintaza sekundarnog, i da se ovo odvajanje desilo pre odvajanja skrivenosemenica od
golosemenica (Bohlmann et al., 1998a; Keeling & Bohlmann, 2006). Tps-d potporodica se
sastoji samo od TPS izolovanih iz golosemenica. Novija istrazivanja su potvrdila ranije nalaze
1 pokazala da se ova grupa moze podeliti na tri podgrupe — Tps-d1 (primarno monoterpen
sintaze), Tps-d2 (primarno seskiveterpen sintaze) i Tps-d3 (primarno diterpen sintaze) (Martin,
2004). Zanimljivo je da se seskviterpen sintaze javljaju u sve tri grupe, ukazujuci na to da su

evoluirale nezavisno vise puta.

Za razliku od (—)-CDP sintaze (TPS primarnog metabolizma), ¢iji gen postoji samo u
jednoj kopiji, mnoge TPS sekundarnog metabolizma su kodirane sa vise kopija gena. Ovo
umnozavanje Tps gena je omogucdilo veliku diverzifikaciju unutar Tps porodice. Tako, u Abzes
grandis bar sedam veoma sli¢nih gena (65% 1 vise slicnih sekvenci aminokiselina) kodiraju

monoterpen sintaze koje sintetisu razli¢ite monoterpene (Bohlmann et al., 1998a).

seskviterpen i diterpen
sintaze skrivenosemenica
Tpsa

Tpsb monoterpen sintaze
skrivenosemenica
|—| —

— | . —

abietadien sintaza
taxadien sintaza*
E-a-bisabolen sintaza

Ipsd | 0 &-selinen sintaza terpen sintaze golosemenica

y-humulen sintaza
(-)-pinen sintaza
rl—l: 0 omion sintaza
terpinolene sintaza
(-)-B-felandren sintaza
mircen sintaza
(-) limonen sintaza
T[)J‘ f (-)-limonen sintaza —

linalool sintaza C. breweri
_| Tpse

Tpsc diterpen sintaze

skrivenosemenica

Slika 1.3.3. Filogenetski odnosi terpen sintaza. Sve sintaze terpena kod golosemenica su iz
Abies grandis, osim taxadien sintaze koja je izolovana iz Taxus brevifolia (*). Linalool sintaza je
izolovana iz cveta Clarkia breweri. Terpen sintaze koje pripadaju Tps e i Tps ¢ kladama sintetisu
prekursore primarnog metabolizma. (Prilagodeno prema Bohlmann et al., 1998a)

60



Doktorska disertacija Uvod

Monoterpen sintaze

Veliki broj razlicitth monoterpen sintaza (MTS) je izolovan iz golosemenica i
skrivenosemenica. Svi ovi enzimi pored sli¢cnog mehanizma delovanja se odlikuju 1 drugim
zajednickim karakteristikama: molekulska masa je u opsegu od 50 do 100 kDa, zahtevaju
dvovalentni metalni jon (i monovalentni kod ¢etinara), gotovo neutralnu pH a proizvode
smese monoterpena (Bohlmann et al.,, 1998a). Kako se sinteza monoterpena odigrava u
plastidima, a MTS su kodirane nuklearnim genima, svi ovi enzimi imaju tranzitni peptid na

N-kraju koji omogucava transport u plastide (Davis & Croteau, 2000).

Reakcija sinteze monoterpena zapocinje jonizacijom GPP uz pomoé¢ dvovalentnog
jona metala kao kofaktora: Mn*" kod cetinara, dok je kod skrivenosemenica to najcescée
Mg**(Bohlmann etal., 2000). Dvovaletni jon metala je neophodan za neutralizaciju negativnog
naelektrisanja difosfata kako bi doslo do izomerizacije. Zanimljivo je da monoterepen
sintaze kod cetinara za razliku od onih kod skrivenosemenica, zahtevaju i prisustvo K*
za aktivaciju enzima i gotovo neutralnu pH (Bohlmann et al., 1997, 2000). Smatra se da
monovalentni i dvovalentni jon direktno ucestvuju u stabilizaciji fosfatnih grupa supstrata,
s$to ukazuje na fundamentalnu razliku funkcionisanja MTS kod golosemenica u odnosu na
skrivenosemenice (Bohlmann et al., 1997). Pocetna jonizacija je prac¢ena vracanjem difosfata
(PPi) 1 izomerizacijom kako bi se formirao enzimski vezan intermedijer — linalil difosfat
(LPP). U zavisnosti od monoterpen sintaze, formiraée se (3K)-LPP ili (35)-LPP izomer, tako
da je stereohemija finalnog proizvoda odredena ve¢ u ovom koraku. Nakon rotacije oko
C2-C3 (formiranje «s konformera), LPP prolazi kroz sekundarnu jonizaciju uklanjanjem
difosfatne grupe, pracenu anti, endo-ciklizacijom u (4R)- odnosno (4.5)-a-terpinil katjon,
prvi ciklicni intermedijer. Aciklicni monoterpen (mircen) moze nastati deprotonacijom
bilo koja od dva prva karbokatjona. Ova izomerizacija je neophodna jer GPP ne moze da
ciklizuje direktno zbog prisustva duplih veza. o-Terpinil katjon dalje prolazi kroz dodatne
elektrofilne ciklizacije, pomeranje vodonika ili druge rearanzmane, pre nego s$to se reakcija
zavr$i deprotonacijom karbokatjona ili zarobljavanjem nukleofila (npr. vode). Varijacije ove
jednostavne seme, ukljucujuci potonje reakcije a-terpinil karbokatjona, su odgovorne za
enzimatsku sintezu vec¢ine monoterpenskih skeleta (Bohlmann et al., 2000; Buchanan et al.,

2009; Croteau et al., 1988; Gambliel & Croteau, 1984).
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Deprotonacija a-terpinil katjona daje monociklicne monoterpene (limonen, terpinolen).
Ako se nakon ovog koraka desi pomeranje vodonicnih veza u 1,3- ili 1,2-polozaj mogu nastati
drugi monocikli¢ni (B-felandren) ili bicikli¢ni (sabinen) terpeni. Dodatne elektrofilne ciklizacije
a-terpinil katjona, preko preostale duple veze daje biciklicne kabokatjon intermedijere koje
¢e kao finalne proizvode dati bicikli¢cne monoterpene poput 3-karena, kamfena, a- i 3-pinena.

(Bohlmann et al., 2000; Croteau et al., 1988; Gambliel & Croteau, 1984) (Slika 1.3.4).

Monoterpen sintaze su proucavane 1 sa aspekta pronalazenja aktivnih mesta za
vezivanje supstrata. Zanimljivo je da su kod cetinara identifikovani samo arginin i cistein
kao aminokiseline klju¢ne za vezivanje supstrata, dok su kod skrivenosemenica to histidin i
cistein. Istrazivanja na mutantnim limonen sintazama upucuju da je His*’ zaduzen za dalje
transforamacije o-terpinil katjona i nastanak izvedenijih monoterpena, dok Leu na ovoj
poziciji formira nedovoljno stabilni karbokatjon koji vtlo brzo gubi proton i daje kao proizvod
jednostavnije terpene poput limonena (Katoh et al., 2004). Inhibicija ciklaza difosfatnim
analozima je pokazala tri glavne osobine koje supstrat mora posedovati da bi ga vezala
odgovaraju¢a MTS: (1) stanje jonizacije na pH u kome je enzimatska reakcija optimalna,

(2) strukturna fleksibilnost difosfata i (3) moguénost vezivanja dvovalentnog metalnog jona

(Davis & Croteau, 2000). Sve monoterpen sintaze su u stanju da katalizuju i izomerizaciju i

ciklizaciju (Bohlmann et al., 1998a).

Tabela 1.3.1. Distribucija proizvoda nekoliko monoterpen sintaza izolovanih iz golosemenica
(Podaci preuzeti iz Bohlmann et al., 1999, Katoh et al., 2004, Roach et al., 2014).

MTS Monoterpen (%o)

XEEE

(-)-Limonen (—)-o-Pinen (9)-B-Pinen  (-)-B-Felandren  (-)-Sabinen

LS 72 4 12 11 1
LPS 35 24 11 20 10
PS - 42 58 - -
ES 6 9 34 52 -
SS <1 5 2 3 45

*MTS - Monoterpen sintaza, LS - (—)-Limonen sintaza, LPS - (—)-Limonen/(-)-a-pinen
sintaza, PS- (—)-Pinen-sintaza, FS - (—)-8-Felandren-sintaza, SS- (—)-Sabinen sintaza
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Mnoge MTS biosintetiSu multipne produkte (aciklicne, monociklicne i biciklicne)
varijacijama u bazi¢nom mehanizmu. Tako, na primer, (—)-limonen sintaza produkuje i male
kolicine mircena, a- 1 B-pinena, dok (—)-pinen sintaza kod Abies grandis sintetise (—)-B3- (60%)
1 (—)-a-pinen (40%) (Banthorpe & Le Patourel, 1972; Bohlmann et al., 1997; Colby et al.,
1993; Gambliel & Croteau, 1984; Lewinsohn et al., 1992) (Tabela 1.3.1). Zanimljivo je da od
taksona, odnos sintetisanih komponenti moze drasti¢no da varira, pa tako, (—)-pinen sintaza
kod Picea sitchensis sintetiSe ¢ak 78% (—)-a-pinena, i tek 22% (—)-B—pinena, dok se kod Pinus
taeda sintetise iskljucivo (—)-a-pinen (McKay, 2003; Phillips et al., 1999).

a- 1 B-Pinen su najcesée komponente etarskih ulja (Gambliel & Croteau, 1982). Dok se
a-pinen moze javiti u oba opticka stanja (+)- i (—)-a-pinen), B-pinen se javlja gotovo iskljucivo
kao (—)- enantiomer (Gambliel & Croteau, 1982). Identifikovane su dve pinen-sintaze: pinen-
ciklaza I i pinen-ciklaza I1. Osnovna razlika je u stereohemiji dobijenih proizvoda. Pinen-
ciklaza I ima za proizvod (+)-a-pinen, (+)-kamfen i (+)-limonen, dok pinen-ciklaza II daje
(5)-a-pinen, (—)-B-pinen, (—)-kamfen, (—)-limonen i mircen (Gambliel & Croteau, 1984).
a-Pinen nastaje gubitkom protona H° dok -pinen nastaje gubitkom protona H’ (Dewick,
1995) (Slika 1.3.4) «-Pinen je prekursor za biosintezu verbenola i verbenona, dva terpena
koja igraju vaznu ulogu u interakciji ¢etinara sa insektima potkornjacima (Phillips & Croteau,

1999).

Limonen sintaze ( (+)- i (—)-limonen sintaza) uklanjaju proton iz iste metil grupe
(4R)- odnosno (4.5)-a-terpinil katjona, formirajuci metilensku grupu limonena (Slika 1.3.4)
Proizvod limonen sintaze kod Mentha spicata je 95% limonen 1 otprilike jednake koli¢ine
mircena, «- i B-pinena. Zapravo, u oko 4% slucajeva a-trerpinil katjon se transformise u pinil
katjon koji ima 50% Sanse da se transformise u - odnosno [-pinen, a u oko 2% slucajeva
GPP ili LPP ne uspevaju da se ciklizuju i njihova deprotonacija dovodi do formiranje mircena
(Davis & Croteau, 2000). Kod Picea abies, (—)-limonen sintaza daje 88% (—)-limonena, 5%
mircena, 4% (—)-a-pinena, 2% (+)-limonena i manje od 1% (—)-B-pinena. Slicno je 1 kod Abies
grandis, dok kod Picea sitchensis (—)-limonen sintaza daje iskljucivo (—)-limonen (Martin, 2004).
Limonen je prekursor za niz drugih monoterpena, poput mentola, piperitona ili karvola

(Buchanan et al., 2009; Dewick, 1995).
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(-)-Limonen/ (-)-a-pinen sintaza je enzim otktiven kod Abies grandis. U pocetku se
smatralo da je gen koji kodira ovaj enzim alel gena za (—)-limonen sintazu, medutim, detaljnije
proucavanje ovog enzima i njegovih produkata je pokazalo da iako postoji 91% preklapanja
u sekvenci aminokiselina, odnos proizvoda je drasticno razli¢it. Dok (—)-limonen sintaza
proizvodi gotovo isklju¢ivo(—)-limonen (najmanje 72%), ovaj enzim sintetise 35% limonena,
24% (—)-a-pinena, 20% (—)-B-felandrena 1 10% sabinena kao glavne proizvode. Osnovna
razlika izmedu ova dva enzima, koja se pokazala odgovornom za smanjenje produkcije
limonena u kotist pinena i felandrena je u zameni Leu®™’ sa His*” (Bohlmann et al., 1999;

Katoh et al., 2004).

Sabinen sintaza je do sada izolovana iz zalfije (Salvia officinalis) 1 smrée (Picea sitchensis)
(Peters & Croteau, 2003; Roach et al., 2014; Wise et al., 1998). Proizvod ovog enzima je
mesavina monoterpena 1 to (kod Picea sitchensis): 45% sabinena, 36% a-terpinolena, 5%
a-pinena i po nekoliko procenata 3-fielandrena, 3-pinena, limonena i drugih. Glavni proizvodi
sabinen sintaze (sabinen) nastaje iz a-terpinil karbokatjona 1,2-hidridnim pomeranjem (Slika

1.3.4) (Roach et al., 2014; Wise et al., 1998).
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Seskviterpen sintaze

Mehanizam formiranja seskviterpena iz FPP je slican sintezi monoterpena, iako
povecana fleksibilnost C ; intermedijera eliminiSe potrebu za pocetnom izometizacijom
i formiranja jedinjenja 3R- ili 3S-nerolidol difosfata (analong LPP). Nakon inicijalne
izomerizacije dolazi do jonizacije i ciklizacije. Dodatna C, jedinica i dupla veza FPP
takode dozvoljava formiranje ne samo 10- i 11-¢lanih prstenova, ve¢ i daleko veceg broja
strukturno razlicitih seskviterpena u odnosu na monoterpene. Osnovni mehanizmi MTS
koriste 1 STS, s tim se da tokom biosinteze seksviterpena formira daleko veci broj pocetnih
intermedijarnih  karbokatjona (farnezil, nerolidil, germakradienil, humulil, bisabolil,
cikloheptenil, eudezmanil katjon...) (Degenhardt et al., 2009). Jedna od glavnih posledica
postojanja velikog broja intermedijarnih karbokatjona, pored moguénosti biosinteze daleko
veceg broja razlicitth seskviterpena, je i mogucnost biosinteze istog seskviterpena kroz
nekoliko razlicitth mehanizama. Okarakteristan je veliki broj razlictih seskviterpen sintaza
(STS). Pojedine sintaze izolovane iz cetinara su u stanju da proizvedu i do 52 razlicita
seskviterpena, dok druge (pogotovu one koje su vezane za odgovor biljke na napad insekata
poput (E)-a-bisabolen i §-cadinen sintaze) sintetisu iskljucivo po jedan proizvod (Buchanan

et al., 2009; Phillips & Croteau, 1999).

Seskviterpen sintaze predstavljaju prilicno zanimljivu grupu TPS. Naime, parcijalnom
ekspresijom gena za MTS, pre svega odstranjivanjem polipeptida sa N-kraja proteina,
uzrokuje zadrzavanje ovih monoterpen sintaza unutar citosola, gde se susrecu samo sa FPP.
Tako se kod nekih vrsta biosinteza seskviterpena oslanja (makar u normalnim uslovima)
isklju¢ivo na MVA put (Ricciocarpos natans, (Wurzel & Becker, 1990)), kod drugih pak dolazi
do “pozajmljivanja” IPP/DMAPP prekursora iz MEP biosintetskog puta (Matricaria recutita,
(Adam & Zapp, 1998)). Filogenetska analiza sekvenci STS ukazuje na grupisanje i sa diterpen
sintazama ali 1 sa monoterpen sintazama. Tako je enzim za sintezu seskviterpena farnezena
najverovatnije nastao iz gena za MTS kod golo- i skrivenosemenica (Martin, 2004). Sli¢cno
MTS, tri STS su evoluirala nekoliko puta nezavisno kod ¢etinara iz mono- i diterpen sintaza.
(E)-a-bisabolen sintaza i (E,E)-a-farnezen sintaza su nastale gubitkom tranzitnog peptida na

N-kraju proteina i specijalizacijom za FPP (Martin, 2004).

66



Doktorska disertacija Uvod

Diterepen sintaze

Diterpen sintaze (DTS) koriste dva razlicita tipa enzimatskih reakcija ciklizacije da bi
transofrmisale GGPP u diterpene. Prva ciklizacija podseca na ciklizaciju koju vrse MTS 1 STS
— jonizacija difosfatnog supstrata i elektrofilni napad karbokatjona na jednu od duplih veza

unutar GGPP (Buchanan et al., 2009).

Drugi tip ciklizacije se desava drugacije. Naime, u ovoj ciklizaciji dolazi do protonacije
duple veze i stvaranje prvog karbokatjona, koji se ciklizuje u bicikli¢ni intermedijer. Jonizacija
difosfatnog estra promovise drugu ciklizaciju kako bi se dobio triciklicni proizvod (Buchanan

et al., 2000).

Najvise izucavane diterpen sintaze cetinara su abietadien sintaza iz Abies grandis
(Bohlmann etal., 1997; Peters et al., 2000; Ravn et al., 2000; Wildung, 1996, 1996), odgovorna
za sintezu abietadiena koji je jedan od najvaznijih komponenti smola, kao i taksadien sintaza
iz razlicitih vrsta roda Taxus (Croteau et al., 2006; Hezari et al., 1997; Kai et al., 2005; Laskaris
et al., 1999; Williams et al., 2000; Zamir et al., 1992a, 1992b), koja sintetise taksol, jedan od

komercijlano najznacajnijih diterpena u tretmanu kancera.
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(4) Obrada terpenskog skeleta

Velikoj raznovrsnosti terpena izolovanih iz biljaka doprinose zapravo modifikacije
osnovnog skeleta kojeg su produkovale terpenoid sintaze. Ove sekundarne transformacije
najcesce ukljucuju oksidacije, redukcije, izomerizacije i konjugacije koje menjaju funkcionalne
grupe na osnovnom skeletu. Mnoge hidroksilacije ili epoksidacije ukljuc¢ene u uvodenje atoma

kiseonika u terpenoidni skelet obavlja citohrom P450 oksidaze (Buchanan et al., 2009).

Citohrom P450 monooksidaze (CYP450) su izuzetno znacajne za diverzifikaciju
terpena kroz oksidaciju. Ovi proteini predstavljaju veliku klasu enzima koje koriste NAD(P)
H kako bi oksidovali terpen. Do sada je identifikovan veliki broj CYP450 gena, preko 90 kod
Pinus taeda (Keeling & Bohlmann, 20006). Kod cetinara, citohrom P450 oksidaze su odgovorne
za oksidaciju abietadiena do abietadienola i drugih oksigenisanih jedinjenja, koje ¢ine glavne

diterpenske komponente smole (Zulak & Bohlmann, 2010).
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1.3.4. Kontrola biosinteze monoterpena

Biosinteza terpena je kompartmentalizovana u ¢eliji. Dok se monoterpeni i diterpeni
sintetisu u plastidima preko MEP biosintetskog puta, seskviterpeni se sintetisu u citosolu preko
MVA puta. Medutim, geni koji kodiraju enzime oba enzimatska puta, kao i prenil-difosfat
sintaze i TPS se nalaze u okviru jedarnog genoma (Banerjee & Sharkey, 2014; Bartram et al.,
20006; Bohlmann et al., 2000; Cordoba et al., 2009; Phillips et al., 2006; Zulak & Bohlmann,
2010). Terpeni se sintetisu i ¢uvaju u posebnim strukturama, metabolicki su skupi produkti
1 od velikog znacaja za samu biljku, te je 1 kontrola njihove biosinteze od izuzetnog znacaja.

Kontrola biosinteze se vrsi na vise razli¢itth mesta.

Regulacija MVA. HMG-CoA reduktaza je jedan od najkonzerviranijih regulatornih
enzima kod Zivotinja, s obzirom na to da je ve¢im delom zadruzen za kontrolu biosinteze
holesterola. Brojna istrazivanja pokazuju da je isti slucaj i sa HMG-CoA izolovanog iz ER
biljaka. U mnogim slu¢ajevima, male genske familije koje sadrze nekoliko ¢lanova kodiraju
ovaj enzim. Ove genske familije su eksprimiraju na slozeni nacin, sa indvidualnim genima
koji pokazuju konstitutivnu, tkivnu, ontogenetsku ili hormonski-indukovanu ekspresiju
(Buchanan et al., 2009). Specificni geni za HMG-CoA reduktazu mogu biti pod uticajem
postranslacione regulacije, npr. inaktivacijom enzima preko fosforilacije. Proteoliticka
degradacija HMG-CoA reduktaze i vek trajanja iRNK transkripta moze takode da ima uticaj
na enzimatsku aktivnosti. Jos uvek ne postoji unifikovana Sema koja bi objasnila kako razliciti
mehanizmi koji regulisSu HMG-CoA reduktazu usmeravaju produkciju razlicitth terpena

(Buchanan et al., 2009).

Regulacija MEP. Metabolicka regulacija ovog biosintetskog puta je preko dostupnosti
organski vezanog ugljenika (piruvati GAP) kao i NADPH, ATPicATP. Piruvatje u plastidima
dostupan i kroz Benson-Kalvinov ciklus, ali i kao intermedijer rubisko reakcije. Postoje
dokazi da se piruvat unutar plastida moze dobiti i transportom PEP (fosfo-enol- piruvata) iz
citosola pomoc¢u PPT (PEP fosfatnog translokatora) i njegovom daljom obradom u piruvat
uz pomoc¢ enzima piruvat kinaze koji se nalazi u plastidima. Drugi enzim u MEP je DXR

koiji je zavistan od NADPH. NADPH se najverovatnije dobija iz fotosintetickog elektron-

69



Doktorska disertacija Uvod

transportnog lanca, $to bi objasnilo zasto je sinteza terpena gotovo potpuno zaustavljena
nocu (Banerjee & Sharkey, 2014; Lewinsohn et al., 1993; Rodriguez-Concepcion, 2002). Pored
DXR, i poslednja dva enzima MEP puta (HDS, HDR) imaju [4Fe— 4S] klastere koji ukljucuju
duple transfere po jednog elektrona, koji su kod A. thaliana poreklom iz fotosintetickog
elektron-transportnog lanca preko ferodoksina (Banerjee & Sharkey, 2014). Za tre¢i korak
MEP puta (konverzija MEP u CDP-MEP) je neophodan po jedan molekul ATP i CTP.
Eksperimentalno je utvrdeno da DMAPP funkcionise preko negativne feedback petlje 1 na taj

nacin upostavlja kontinuiranu proizvodnju IPP i DMAPP delujuc¢i na DXS.

Proucavanjem celog genoma A. thaliana je utvrdeno postojanje cak tri gena koja
sintetiSu DXS, da bi kasnije 1 kod Picea abies 1 Oriza sativa bilo otkriveno postojanje isto tri
gena, odnosno dva kod Ginkgo biloba, Medicago trunculata i Zea mays Ciji je proizvod DXS
(Cordoba et al., 2009). Detaljnije proucavanjem se doslo do toga da je jedan DXS eksprimiran
u fotosintetickim tkivima kod svih vrsta. Drugi tip je bio eksprimiran kod pojedinih vrsta i to
u korenu kada je dolazilo do uspostavljanja mikorize. Treci tip DXS gena je bio eksprimiran
u specificnim tkivima, ali jo§ uvek nije otrkivena uloga ovog tre¢eg gena (Cordoba et al.,
2009). Zanimljivo je da filogenetske analize sekvence ovih gena pokazuju da se oni grupisu u
odvojenim kladama koje su se razvile pre odvajanja monokotila i dikotila, osim kod cetinara
1 A. thaliana gde su se dva gena grupisala na istoj kladi (Cordoba et al., 2009). Za razliku od
DXS gena, geni koji kodiraju za ostale proteine MEP biosintetskog puta se nalaze u jednoj
kopiji, osim kod pojedinih vrsta gde je detektovano postojanje dva ili tri gena (npr DXR kod
Hewvea brasiliensis 1i HDR kod Pinus taeda (dve kopije) i Ginkgo biloba (tri kopije)) (Cordoba
et al., 2009; Kim et al., 2008). Svi ovi rezultati govore o mogucoj tkivho-zavisnoj regulaciji

biosinteze IPP/DMAPP.

Zanimljiva osobina ovih gena je da reaguju na uticaje iz spoljasnje sredine. Svetlost je
jedan od bitnih faktora koji uti¢e na povecanu transkripciju ovih gena, sto bi bilo od velikog
znacaja kod klijanaca prilikom razvoja prvih fotosintetickih tkiva (Cordoba et al., 2009).
S druge strane, kod pojedinih cetinara (Abies grandis, Pinus taeda, Picea sitchensis) ranjavanje
tkiva ili prodiranje gljiva takode ima za efekat povecanu transkripciju ovih gena, kao i gena
odgovornih za biosintezu odbrambenih mono-, seskvi- i diterpena (Bohlmann et al., 1997;
Hudgins et al., 2004; Keeling & Bohlmann, 2006; McKay, 2003; Phillips et al., 20006; Steele et
al., 1998; Zulak & Bohlmann, 2010).
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Regulacija TPS. U zavisnosti od taksona, mogu se pronaci jedan ili oba tipa terpena
— konstitutivni i indukovani. Konstitutivni terpeni se sintetisu tokom celog ili odredenog dela
ontogenetskog razvica. Indukovani terpeni se sintetiSu tek nakon mehanickog ostecenja tkiva
od strane herbivora ili prodiranjem patogenih organizama. Kod Phaseolus lunatus biosinteza
terpena se desava iskljucivo kada je biljka izlozena odredenom stresu (Bartram et al., 20006),
dok kod vrsta roda Pinus se konstitutivno nalazi velika koli¢ina terpena u vidu smole (mesavina
mono-, seskvi- 1 diterpena) koja se cuva u smonim kanalima (Bohlmann et al., 1998b; Gijzen
Mark et al., 1993; Keeling & Bohlmann, 2006; Phillips & Croteau, 1999; Phillips et al., 20006).
Svakako se vecina vrsta nalazi negde na skali izmedu ova dva ekstrema, gde postoji izvesna

kolicina konstitutivnog i indukovanog etarskog ulja.

Kolicina monoterepen sintaza u listovima nekoliko cetinarskih vrsta (Pznus ponderosa,
Abies conocolor) naglo raste kada su pod napadom larve Halisdota ingens (Keeling & Bohlmann,
2000). Isti efekat je zabelezen i kod ostecenja stabla Picea sitchensisi Abies grandis gde je zabelezen
porast u kolicini TPS, i to ta¢no odredenim redosledom — najpre je povecana biosinteza
limonena, nekoliko dana kasnije pinena, a jos kasnije seskviterpena i diterpena. Ovakav, na
prvi pogled, neadekvatan odgovor zapravo odgovara ciklusu potkornjaka i simbiontske gljive
koja ga prati (Bohlmann et al.,, 1998b; Lewinsohn et al., 1993; McKay, 2003; Steele et al.,
1998).

Kod ranjavanja stabla, dolazi do jake reakcije. Prvo se sintetiSu velike koli¢ine
monoterepena koja imaju ulogu da rastvore diterpene i prenesu ih lakse do mesta napada.
Isparavanjem monoterepena ostaju samo diterpeni koji polimerizuju i formiraju gustu smolu
koja ¢e da zarobi insekta 1 zatvori ranu na stablu. Seskviterpeni bi mogli da sluze kao druga linija
odbrane, gde pojedini imitiraju juvenilne hormone insekta i na taj na¢in ometaju normalan
razvoj larve (McKay, 2003; Miller, 2005; Steele et al., 1998). Zanimljivo je da, bez obzira na
to da je reakcija biljke jaka, ona je izuzetno lokalizovana, i promene u koli¢ini monoterepen
sintaza 1 sastavu etarskog ulja nisu detektovne ve¢ na daljini od 10-ak centimetara od mesta
napada. S druge strane, simulacija napada insekta na listove je dala daleko slabiju reakciju
nego kod stabla. Doslo je do samo blage promene u aktivnosti TPS enzima kao 1 akumulacije

terpena (Miller, 2005), a sastav etarskog ulja se gotovo nije uopste promenio.

Dosadasnja istrazivanja pokazuju da su jasmonska kiselina i metil jasmonat glavni
signalni molekuli u odgovoru biljke na mehanicko ranjavanje, herbivoriju, ovipoziciju ili

prodiranje patogenih gljiva (Miller, 2005; Zulak & Bohlmann, 2010).
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1.3.5. Dosadasnja istraZivanja terpena

Prvi pisani tragovi o upotrebi aromati¢nih biljke i njihovih »smola« se javljaju u Starom
Egiptu pre vise od 5.000 godina (Dudareva et al., 2000). Jos od ovog perioda, ljudi pokazuju
izuzetno interesovanje za aromatic¢ne biljke i njihova etarska ulja. Jednostavnom pretragom
Google Scholar sa klju¢nim re¢ima “essential oil” pojavljuje se preko 300.000 radova koji su
do sada publikovani na temu terpena (Google scholar, mart 2014). Razlog tome lezi u ¢injenici
da su etarska ulja 1 njthovi glavni sastojci — terpeni, pokazali niz bioloskih aktivnosti: od
antioksidativne (Adorjan & Buchbauer, 2010; Asgary et al., 2013; Asili et al., 2013; Cantrell et
al., 2013; Emami et al., 2007, 2011, 2012; Ennajar et al., 2009, 2011; Lesjak et al., 2013, 2014;
Loizzo et al., 2007; Misharina et al., 2009; Moein et al., 2010; Sacchetti et al., 2005; Shalaby et
al,, 2011; Yvon et al., 2012; Zheljazkov et al., 2012), preko antimikrobne (Abdel-Kader et al.,
2011; Bahri et al., 2013; Derwich et al., 2010; Ehsani et al., 2012; Fouad et al., 2011; Glisi¢ et
al., 2007; Kloucek et al., 2012; Martz et al., 2009; Moein et al., 2010; Pepeljnjak et al., 2005),
antiviralne (Adorjan & Buchbauer, 2010; Loizzo et al., 2008) i repelentne (Giatropoulos et al.,
2012; Gijzen Mark et al., 1993; Hadaruga et al., 2011), do antitumor (Adorjan & Buchbauer,
2010; Saab et al., 2012) i antiinflamatorne (Hadaruga et al., 2011; Lesjak et al., 2013, 2014;
Loizzo et al., 2007; Salido et al., 2002; Tumen et al., 2011, 2013). Baza za ova istrazivanja lezi
upravo u jakoj bioloskoj odnosno ekoloskoj ulozi koju ove komponente imaju u zivotu svake

biljke, o ¢emu je vec bilo reci.
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1.3.6. Varijabilnost i upotreba tepena u taksonomskim istraZivanjima

Etarskauljasuizucavanaisataksonomskogaspekta. Prvaistrazivanja sueksperimentalno
pokazala da se etarska ulja, zbog pojave konvergencije, mogu koristiti na nizim taksonomskim
nivoima. Trenutna znanja o filogeniji terpen sintaza, i biosintezi terpena kod visih biljaka,
samo su potvrdila ono $to je prethodno i eksperimentalno utvrdeno. Na primer, limonen
sintaza se javila viSe puta nezavisno kod skrivenosemenica i golosemenica (Bohlmann et al.,

1998a), odnosno vise puta nezavisno i unutar samih golosemenica (Martin, 2004).

Sa pocetkom razvoja biohemijske sistematike 60-ih godina proslog veka, kreéu i prva

istrazivanja etarskih ulja kao taksonomskih markera.

Varijabilnost terpena

Da bi etarska ulja mogla da se koriste kao hemotaksonomski markeri, Harborne
(1967) je predlozio cCetiri kriterijuma: (1) da jedinjenja poseduju dovoljno veliku hemijsku i
strukturalnu kompleksnost, (2) da su fizioloski stabilna jedinjenja, (3) da su Siroko distribuirani

kod biljnih vrsta i (4) da se svako jedinjenje moze brzo i lako identifikovati.

Terpeni, ve¢ na prvi pogled zadovoljavaju tri kriterijuma: poseduju dovoljno veliku
hemijsku i strukturalnu kompleksnost, siroko su distribuirani i vecina ako ne i sve komponente

iz ovih kompleksnih smesa je jednostavno i brzo moguce identifikovati.

Ostaje pitanje fizioloske stabilnosti. Ako se izuzmu inherentni problemi bavljenja
ovom grupom jedinjenja (njihova velika isparljivost stavlja odredena ogranicenja), terpeni
su pokazali razliciti stepen stabilnosti kod razlicitih vrsta 1 ¢ak razlicitih biljnih organa (Von
Rudloff, 1975). Terpeni imaju izuzetan bioloski i ekoloski znacaj za samu biljku. Stavise,
sintetiSu se u specijalizovanim tkivima koja su strateski locirana na biljnim organima.
U zavisnosti od biljnog organa, zavisice i sastav etarskog ulja (Cavaleiro et al., 2003; El-
Sawi et al., 2008; Salehi Shanjani et al., 2010). Eksperimentalno je utvrdeno da terpeni

pokazuju razli¢itost u produkciji izmedu blisko srodnih vrsta i izmedu populacija jedne vrste
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(Buchanan et al., 2009). Emisija terpena prati cirkadijalni ritam, gde se najveci broj terepena

oslobodi tokom dana u poredenju sa kolicinom u toku noéi (Zulak & Bohlmann, 2010).

Taksonomski znacaj terpena kod golosemenica

Prvi znacajniji rad koji se bavio proucavanje terpena kao hemotaksonomskih markera
kod cetinara je objavljen sredinom sedamdesetih godina proslog veka. Ernst von Rudloff
(1975) je nakon vise godina intenzivnog bavljenja sastavom etarskog ulja kod brojnih cetinara
(Flake et al., 1969; Rudloff, 1963, 1968; Rudloff & Couchman, 1964; Rudloff & Sood, 1969;
Vinutha & Rudloff, 1968) dao sveobuhvatni pregled hemotaksonomskog istrazivanja terpena
cetinara severnoamerickog kontinenta. Njegova istrazivanja su pokazala da postoje tri grupe
cetinara: (1) prva kod kojih je varijabilnost u sastavu toliko mala, da nije moguce utvrditi
intra- 1 interspecijske odnose tih vrsta, (2) druga kod kojih je varijabilnost dovoljna da se
mogu utvrdivati intra- i interspecijski odnosi, i (3) tre¢a kod kojih je toliko velika varijabilnost

da zahtevaju veliki broj jedinki kako bi se utvrdili njthovi odnosi.

Terpeni etarskih ulja su izuzetno isparljiva jedinjenja, tako da je samo uzorkovanje i
cuvanje materijala od presudnog znacaja za svaku dalju analizu. Neke vrste cetinara, imaju
izuzetno debeli epidermis zasticen debelom kutikulom, a etarska ulja se nalaze “zarobljena”
u smonim kanalima. Kod ovih vrsta, uzorkovanje i transport je izuzetno lak, jer ne postoji
mogucnost gubitka etarskog ulja prostim isparavanjem (Adams, 2010; Von Rudloff, 1975).
Adams je ¢ak pokazao do se kod vecina vrsta roda Juniperus biljni materijal moze cuvati kao
suv 1 do 8 meseci bez ikakve promene u sastavu 1 kolicini etarskog ulja (Adams, 2010). S
druge strane, postoje one vrste Cetinara kod kojih se Zlezde za lucenje etarskog ulja nalaze na
povtsini listovi. Kod ovih vrsta dolazi do znacajnog gubitka etarskog ulja prilikom tarnsporta

1 ¢uvanja ukoliko se ne povede racuna prilikom transporta i cuvanja (Adams, 2010; Von

Rudloft, 1975).

Brojni radovi na sastavu etarskog ulja kod cetinara su pokazali da: (1) postoji jasna
geografski korelisana varijabilnost u sastavu etarskog ulja (Adams, 1986, 1990a, 1990b, 1994,
1997, 2001, 2011b, 2011¢, 2012a, 2012b, 20132a; Adams & Tashev, 2012; Adams et al., 2003b,
2006a, 2008a, 2010a, 2012, 2013b; Bekhechi et al., 2012; Cavaleiro et al., 2001, 2002, 2003;
Emami et al., 2012; Filipowicz et al., 2009; James, 2009; Kallio & Junger-Mannermaa, 1989;
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Khajjak et al., 2012; Looman & Svendsen, 1992; Mao et al., 2010; Martz et al., 2009; Medini
et al., 2009a, 2010; Nikoli¢ et al., 2011; Ottavioli et al., 2009; Rezzi et al., 2001; Von Rudloff,
1975; Sela et al., 2011; Tatro et al., 1973; Unlu et al., 2008; Velasco-Negueruela et al., 2004),
(2) proucavajuci sezonsku varijabilnost, etarska ulja su pokazala, u zavisnosti od vrste 1 tkiva
iz kojeg je izolovano ulje iskljucivo kvanititavnu varijabilnost (u smislu prinosa) dok je odnos
komponenti ostajao konstantan, ili pak znacajnu varijabilnost u odnosu kompomenti u ulju
(Adams, 1970, 2012¢; Cavaleiro et al., 2003; Marko et al., 2008; Medini et al., 2009a, 2010;
Powell & Adams, 1973; Salehi Shanjani et al., 2010; Salido et al., 2002; Tatro et al., 1973), (3)
da postoji jasna razlika u sastavu etarskog ulja izmedu drveta, iglica, nezrelih i zrelih Zenskih
sisarica (Angioni et al., 2003, 2003; Cavaleiro et al., 2003, 2003, 2006; El-Sawi et al., 2008;
Emami et al.,, 2007; Gonny et al., 2006, 2006; Hiddrugi et al., 2011; Lesjak et al., 2014;
Loizzo et al., 2007; Marongiu et al., 2005; Milos & Radonic, 2000; Salido et al., 2002; Shahmir

et al., 2003), te da se vrste mogu razlikovati na osnovu sastava etarskog ulja (Adams, 2011a).

Zbog postojanja razlika u sastavu etarskog ulja odredenih biljnih tkiva u zavisnosti od
ontogenetske faze razvica, u hemotaksonomiji kod cetinara, a pogotovu kod roda Junzperus se
najvise koriste iglice. Odnosi komponenti etarskog ulja u stablu variraju od starosti (Bernard-
Dagan, 1988) i u zavisnosti od toga da li je mesto sa kojeg je uzorkovano tkivo bilo pod
napadom (McKay, 2003). Kako je jako tesko utvrditi preciznu starost uzorka drveta, a sastav
etarskog ulja $isarica varira tokom perioda njihovog sazrevanja, dvogodisnje iglice koje se
nakon prve godine intenzivnog razvoja, sve nalaze u manje-vise istoj ontogenetskoj fazi su
se pokazale kao izuzetno dobar izvor etarskog ulja koji ocrtava geneticke razlike izmedu

individua iste i razli¢itih populacija.

Biohemijska istrazivanja biosinteze terpena su pokazala da samo TPS primarnog
metabolizma imaju drasti¢an uticaj na rast i razvoj biljke 1 lako se uocavaju kroz morfoloske
promene fenotipa, dok mutacije u TPS sekundarnog metabolizma kao proizvod imaju pojavu
razlicitth hemotipova, koje je moguce uociti jedino analizom sastava etarskog ulja izolovanog

iz takvih jedinki (Bohlmann et al., 1998a).

Postoji veliki broj taksonomskih istrazivanja etarskih ulja kod golosemenica. Sa ovog
aspekta, Adams (2011a) je dao najveci pojedinacni doprinos, proucavajuci najvise etarska
ulja iglica vrsta iz porodice Cupressaceae. Pored vrsta ove porodice, najvise su proucavane i
komercijalno vazne vrste roda Pinus, Picea 1 Abies (Adams et al., 2011a; Keeling & Bohlmann,
2006; Nikolic et al., 2008, 2014; Nikoli¢ et al., 2007, 2011, 2011; Von Rudloff, 1975; Sarac et
al., 2013)
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1.3.7. Prethodna istraZivanja terpena kod vrsta roda Juniperus L.

Svega nekoliko vrsta roda Juniperus su od komercijalnog znacaja (Juniperus commmunis,
J. virginiana, ]. ashez, J. procera...) (Adams, 2011a). Robert P. Adams je uradio veliki posao
na karakterizaciji etarskog ulja izolovanog iz vrsta ovog roda, tako da je najveéi broj ovih
radova posvecen etarskom ulju sa taksonomskog aspekta, medutim etarska ulja kod kleke su
proucavana i sa aspekta sezonske i geografske varijabilnosti, uticaja ekoloskih faktora, kao 1

sa aplikativnog aspekta (bioloska aktivnost izolovanog etarskog ulja).

(1) Sekcija: Caryocedrus Endl. — |. drupacea Labill.: Adams, 1997; Adams et al., 2003c;
Vourlioti-Arapi et al., 2011

(2)  Sekcija: Juniperus L. (Syn. Oxycedrus Spach.)

Juniperus communis s.l.: Abbassy & Marei, 2013; Abdel-Maksouda & El-Aminb, 2011;
Adams, 1998, 2000a; Adams et al., 2010b, 2014a; Angioni et al., 2003; Butkiené et
al., 2009; Cabral et al., 2012; Caramiello et al., 1995; Chatzopoulou & Katsiotis,
1993; Damjanovi¢ et al., 2006; Filipowicz et al., 2009; Glisi¢ et al., 2007; Gonny et
al., 2000; Gordien et al., 2009; Hadaruga et al., 2011; Kallio & Junger-Mannermaa,
1989; Karlsen & Svendsen, 1965; Kloucek et al., 2012; Looman & Svendsen, 1992;
Loziené¢ & ILabokas, 2012; Marjanovi¢-Balaban & Mileti¢, 2011; Marké et al., 2008,
2011; Marongiu et al., 2005; Martz et al., 2009; Masteli¢ et al., 2000; Milojevi¢ et al.,
2010; Misharina et al., 2009; Ottavioli et al., 2009; Pepeljnjak et al., 2005; Pourmortazavi
et al., 2004; Rudloff & Sood, 1969; Sela et al., 2011; Serba et al., 2012; Shahmir et al.,
2003; Tumen et al., 2011; Vourlioti-Arapi et al., 2011; Zyani et al., 2011

Juniperus oxycedrus s.l.: Achak et al., 2009; Adams, 1998; Adams & Mataraci, 2011;
Adams & Tashev, 2012; Adams et al., 1999, 2003c, 2005, 2010a; Amri et al., 2013;
Angioni et al., 2003; Athanassiou et al., 2013; Barrero et al., 1987, 1993; Cavaleiro et
al., 2003, 2006; Djebatili et al., 2013; Dob et al., 2006; Giatropoulos et al., 2012; Koukos
et al., 2002; Lesjak et al., 2012, 2014; Loizzo et al., 2007, 2008; Marongiu et al., 2003;
Medini et al., 2009b, 2010, 2013; Milos & Radonic, 2000; Saab et al., 2012; Salido et al.,
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2002; Sezik et al., 2005; Stassi et al., 1995, 1996; Tumen et al., 2011; Ucar & Balaban,
2002; Valentini et al., 2003; Velasco-Negueruela et al., 2004; Vourlioti-Arapi et al., 2011

(3)  Sekcija: Sabina Spach. : Abbasipour et al., 2011; Adams, 1970, 1986, 1990a, 1990b,
1999, 2000b, 2000c, 2000d, 2001, 2009a, 2009b, 2010, 2011b, 2011c, 2012a, 2012b,
2013a, 2013b; Adams & Baker, 2007; Adams & Chaudhary, 1996; Adams & Nguyen,
2005; Adams & Turner, 1970; Adams et al., 1992, 1993, 1994a, 1994b, 1994c, 1995,
1998a, 1998b, 2003b, 20062, 2006b, 2008a, 2008b, 2008¢, 2008d, 2011b, 2012, 2013a,
2013b, 2013c; Alieva et al., 2012; Almaarri et al., 2010; Algasoumi & Abdel-Kader, 2012;
Asgary et al., 2013; Asili et al., 2013; Bahri et al., 2013; Bekhechi et al., 2012; Cantrell et
al., 2013; Cavaleiro et al., 2001, 2003; Chandra et al., 2007; Derwich et al., 2010, 2011;
Ehsani et al., 2012; Elango et al., 2012; El-Sawi et al., 2008; Emami et al., 2011, 2012;
Ennajar et al.,, 2009, 2011; Flake et al., 1969; Fouad et al., 2011; Gawde et al., 2009;
Ghazvin, 2007; Giatropoulos et al., 2012; James, 2009; Jo & Kim, 2005; Khajjak et al.,
2012; Komeh-Nkrumah et al., 2011; Mahmoudvand et al., 2011; Mansouri et al., 2011;
Medini et al., 20092; Moein et al., 2010; Nishimura & Hirose, 1962; Powell & Adams,
1973; Purkayastha et al., 2012; Raina et al., 2005; Ramdani et al., 2013; Rattan & Sharma,
2011; Rezzi et al., 2001; Rudloff, 1963, 1968; Rudloff & Couchman, 1964; Von Rudloff,
1975; Salehi Shanjani et al., 2010; Samoylenko et al., 2008; Semen & Hiziroglu, 2005;
Tanker & Sarer, 1975; Tatro et al., 1973; Tumen et al., 2012, 2013; Unlu et al., 2008;
Vasek & Scora, 1967; Yvon et al., 2012; Zheljazkov et al., 2012
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1.4. HLOROPLASTNI GENOM (ceDNA)

Biljne celije sadrze tri genoma: nuklearni, mitohondrijalni i hloroplastni (plastidni

genom ili plastom).

Opste je prihvaceno da je hloroplastni genom cirkularan, $to je i dokumentovano prvim
elektromikrografijama. Medutim, skorija istrazivanja pokazuju da se hloroplastni genomi
mogu naci i u kompleksnijem obliku, sa cirkularnim, linearnim, granatim i multimernim

konfiguracijama (Jansen & Ruhlman, 2012).

Hloroplastni genom je manje-viSe konzervativne organizacije kod kopnenih biljaka.
Obicno se sastoji iz Cetiri dela: dva invertovana segmenta (IR) varijabilne duzine koji sadrze
uglavnom ribozomalne RNK gene i koji razdvajaju ostatak genoma na mali (SSC) i veliki
(LSC) unikatni (szngle-copy) region (Guo et al., 2014; Jansen & Ruhlman, 2012; Small et al.,
2004; Wicke et al., 2011). Odstupanja od navedene organizacije su detektovana, i postoje npr.
kod poluparazitskih i parazitskih taksona (Jansen & Ruhlman, 2012), Pinaceae (Lin et al.,
2010), kod Vcia faba 1 drugih predstavnika Fabaceae (Duc et al., 2015), itd..

Velicina hloroplastnog genoma se obi¢no kreée izmedu 120 i 160 kb, ali moze varirati
kod razlicitih vrsta. Pokazano je da je najmanji hloroplastni genom prisutan kod parazitskih
vrsta (59 — 85 kb), dok kod drugith moze prestici 1 200 kb. Ova varijabilnost u veli¢ini genoma
je najcescée posledica varijabilne duzine IR regiona (koji kod pojedinih vrsta mogu biti svedeni
1 na tek nekoliko stotina baza), zatim duplikacija ili delecija gena ili vecih ili manjih segmenata

genoma, kao i insercija ili delecija introna (Jansen & Ruhlman, 2012).

Broj i raspored gena hloroplastog genoma je manje-vise konzervativan, iako je u
pojedinim grupama doslo do znacajnijih rearanzmana, delecija i/ili insecija gena i veéih ili
manjih segmenata genoma. Na slici 1.4.1 se jasno vidi da je redosled gena kod Awmborella

trichopoda 1 Cycas taitungensis kolinearan (redosled gena u plastomu je isti). Medutim, kod
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Trifolium subterraneum je doslo do rearanzmana gena. Broj gena u hloroplastnom genomu se
obicno krece izmedu 101 1 118, od kojih je daleko najveci broj odgovoran za sintezu proteina
ukljucenih u fotosintezu (66-82), a manji broj (29-32) kodira tRNK kao i ribozomalne gene
(4). Prisustvo introna u genima u hloroplastnom genomu je uglavnom visoko konzervirano
kod semenih biljaka, i obi¢no svega 18 gena sadrzi introne. Isecanje introna iz primarnih

transkripata je u gotovo u svim slucajevima cs-isecanje.

Smatra se da se hloroplastni genom kod skrivenosemenica nasleduje gotovo iskljucivo
preko majcinske linije (trenutna procena kod 80% taksona), dok se kod golosemenica
nasleduje preko ocinske linije (Mogensen, 1996). Medutim, postoji relativno mali broj
istrazivanja koje to nedvosmisleno potvrduje. I pored videnja da je za sve golosemenice
karakteristicno nasledivanje hloroplastnog genoma po muskoj liniji, postoje dokumentovani

slucajevi materinskog nasledivanja (Cycadophyta, Ginkgs, Gnetophyta) ili biparentalnog

nasledivanja (Cryptomeria, Larix) (Jansen & Ruhlman, 2012).
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Slika 1.4.1. Redosled gena u hloroplastnim genomima Amborella trichopoda (NC_005086), Cy-
cas taitungensis INC_009618) 1 Trifolium subterraneun (NC_011828) (Jansen & Ruhlman, 2012).
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O NADH dehydrogenase
B RubisCO large subunit
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[ ribosomal proteins (LSU)
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M transfer RNAs o
W ribosomal RNAs 4;9’
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Slika 1.4.2. Mapa hloroplastnog genoma . virginiana. Geni koji se transkribuju u smeru
kazaljke na satu se nalaze sa unutrasnje strane kruga. Pozicija jedinog inverzionog regiona

prisutnog kod Juniperus je oznacena svetloplavom pozadinom (Guo et al., 2014)
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1.4.1 Hloroplastni genom golosemenica

Hloroplastni genom golosemenica se odlikuje odredenim specificnostima. Kod ove
grupe su uocena velika variranja u prisustvu i organizaciji IR regiona, koji mogu biti izuzetno
veliki ili ¢ak odsutni. Kod Gnetales, Cycadales i Ginkgoales postoje dva IR regiona duzine
izmedu 17,7125,1 kb (Lin et al., 2012; Wu et al., 2007), dok je kod Pinaceae doslo do gubitka
jednog IR i znatne redukcije drugog IR regiona na svega nekoliko stotina nukleotida (236-
495 bp, #rnl“*Y gen i deo psbA-trnH gena) (Lin et al., 2010). Medutim, kod Pinaceae je doslo
do obrazovanja nekoliko novih, Pinaceae-specifi¢cnih ponovaka koji su preuzeli ulogu IR u
homolognim rekombinacijama (Lin et al., 2010; Wu et al., 2011). Kod Cupressaceae je takode
doslo do gubitka jednog IR regiona, a umesto njega postoji par kracih dupliciranih regiona

(Cryptomeria japonica, 280 bp (Hirao et al., 2008)).

Kod pojedinih grupa golosemenica doslo je i do redukcije broja gena. Najmanji broj
gena je detektovan za sad kod predstavnika razdela Gnetophyta i porodice Pinaceae. Kod
efedre je doslo i do najvece redukcije velicine hloroplastnog genoma (117 gena, 109 kb
velicina plastoma) u odnosu na sve ostale golosemenice (Jansen & Ruhlman, 2012; Wu et al.,

2009).

Bolji uvid u organizaciju i strukturu hloroplastnog genoma predstavnika roda Juniperus
je bio omogucen nedavno, kada je publikovan primarni redosled nukleotida kompletnih
hloroplastnih genoma cetiri vrste ovog roda: J. bermudiana, |. monosperma, |. scopolorum i
J. virginiana (Guo et al., 2014). Pokazano je da je velicina hloroplastnog genoma kod
predstavnika ovog roda 127 kb, §to odgovara prosecnoj velicini do sada publikovanih
hloroplastnih genoma predstavnika porodice Cupressaceae (Guo et al., 2014; Wu & Chaw,
2014). Identifikovano je 82 gena koji kodiraju proteine, 4 ribozomalne RNK, 33 tRNK,
a detektovano je ukupno 18 introna. U odnosu na ostale predstavnike Cupressaceae s./,
kod roda Juniperus je detektovano da 7ps16 gen sadrzi nekoliko frameshift mutacija (mutacije
pomeranja okvira citanja). Ovaj nefunkcionalni gen je oznacen kao ¢rps16. Kao i kod ostalih
golosemenica, y¢f12 gen je odsutan (Guo et al., 2014). Pored ovoga, utvrdeni su i rearanzmani

gena (Slika 1.4.2).
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1.4.2 Hloroplastni genom u filogenetskim studijama

Zbog odlika hloroplastnog genoma, kao $to su vedi broj kopija po hloroplastu i broj
hloroplasta po ¢eliji, haploidna priroda, strukturalna stabilnost, odsustvo rekombinacija,
pretezno uniparentalno nasledivanje 1 organizacija u kojoj se smenjuju uglavnom visoko
konvzervativni kodirajuéi regioni (geni) sa varijabilnim nekodirajuéim regionima (introni i
intergenski spejseri), stope mutacije nekoliko puta vise od stope mutacija mitohondrijanog
1 do 10 puta nize od stope mutacija jedarnog genoma, smatra se da je hloroplastni genom
izuzetno pogodan za istrazivanja u molekularnoj sistematici na razli¢itim taksonomskim
nivoima (Small et al., 2004; Wolfe et al., 1987). Odstupanja od navedenih odlika, naravno,

postoje.

Svaki hloroplast u ¢eliji sadrzi veliki broj kopija hloroplastnog genoma. Kod mladih
listova broj genoma po hloroplastu je oko 100, a broj hloroplasta po éeliji mezofila je 20 do
50 (Hans-Walter, 2005). Imajuci u vidu veliki broj (teorijski) identicnih hloroplastnih genoma
po celiji, u tkivima i1 celom organizmu, smatra se da je relativno lako do¢i do vece koli¢ine
hloroplastne DNK, i da ne bi trebalo da postoji veéi broj alela na odabranim lokusima
genoma unutar svake jedinke, ¢ime su znatno olaksane analize na molekularnom nivou.
Medutim, uoceno je da kod nekih individua mogu postojati hloroplasti koji se razlikuju po
organizaciji 1 primarnom redosledu nukleotida hloroplastnog genoma. Do toga moze do¢i iz
vise razloga, npr. usled relativno cestih interspecijskih hibridizacija pracenih introgresijom,
curenja hloroplastnih genoma tokom oplodenja i td, pa se moze pronacdi dva ili vise razlicitih

hloroplastnih genoma u jednoj jediniki (Small et al., 2004).

Redosled gena u plastomu semenih biljaka je visoko konzerviran, §to se moze videti
poredenjem plastoma Cycas 1 Amborella (Slika 1.4.1). Medutim, kod Gnetophyta, Pinopsida, i
nekoliko grupa skrivenosemenica je doslo do promena u redosledu gena. Ovo moze nastati
na razlicite nacine: usled inverzija nastalih rekombinacijom izmedu odredenih regiona (npr.
segmenata koji sadrze mikrosatelite, dupliranih regiona, itd.), ili kao posledica povecanja
i/ili smanjenja duzine IR regiona, kao §to je utvrdeno kod predstavnika porodica Fabaceae i

Geraniaceae (Jansen & Ruhlman, 2012).
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Iako se smatra da rekombinacije nisu prisutne kod hloroplastnog genoma, istrazivanja
pokazuju da se one ipak desavaju. Naime, kada su prisutni IR, oni mogu dovesti do pojave
homologih rekombinacija i cestih »flip-flop« inverzija unikatnih regiona. Posledica ovoga
je da kod nekih taksona u istom hloroplastu postoje dve razlicite izoforme plastoma (Guo
et al., 2014; Jansen & Ruhlman, 2012). Medutim, iako su kod ispitivanih plastoma [uniperus
detektovane dve izoforme (oznacene kao A 1 B), one se javljaju kod razlicitih vrsta, 1 paralelno
prisustvo obe izoforme u istoj individui nije potrvdeno (Guo et al., 2014). Do pojave
rekombinacija u hloroplastnom genomu dolazi i usled prisustva duzih ili kra¢ih dupliranih

regiona, regiona sa mikrosatelitima i td.

Bez obzira na to da li je hloroplastni genom cirkularan, linearan ili slozenije strukture,
on je, za razliku od nuklearnog, haploidne prirode. Usled nizih stopa mutacija u odnosu
na nuklearni genom, kao i haploidne prirode hloroplastnog genoma, nivo intraspecijske i
intrapopulacijske varijabilnosti je obi¢no manji kod hloroplastnog nego kod nuklearnog
genoma. To je zbog toga §to se haploidni genomi odlikuju manjom efektivnom velicinom

koji imaju uticaj na nivo genetickog diverziteta u populacijama i vrstama.

Relativna ucestalost mutacija (tackastih mutacija i insercija/delecija koje se nazivaju
indeli) u hloroplastnim genomima, koje se koriste za filogenetske rekonstrukcije, je ispitivana
kod vrsta koje su u vecem ili manjem stepenu srodstva. Pokazano je da stopa tackastih
mutacija, koje se najcesce koriste u filogenetskim studijama, znatno varira od regiona do
regiona. Na primer, kod Astearace, prosecna p-distanca (proporcija mutacija izmedu dve
sekvence) u RNK genima je 0,008, u genima koji kodiraju proteine 0,022, intronima 0,030
dok je u intergenskim spejserima ona ¢ak (Timme et al., 2007). Empirijski je pokazano da je
stopa sinonimnih supstitucija u plastomu semenih biljaka 1,01 x 10 mutacija po mestu po
godini (Graur & Li, 2000). Ta vrednost odgovara brzini supstitucija introna i nekodirajucih
intergenskih spejsera genoma organela (Chiang et al., 2009). Sa druge strane, pokazano je da
su indeli podjednako cesti ili nesto ceséi od tackastih mutacija pogotovu kod blisko srodnih
vrsta. Najveci broj indela je detektovan u LSC (84%), dok se manji broj indela nalazi u SSC
(12%) 1 IR (4%) (Jansen & Ruhlman, 2012). Pored toga, npr. kod Poaceae, najveci broj indela
je prisutan u intergenskim spejserima (56 - 64%), zatim u intronima (25 - 26%), a najmaniji
broj indela se nalazi u kodiraju¢im regionima (10 - 19%). Najveci broj indela je duzine od
jedan do nekoliko baznih parova. Smatra se da indeli mogu nastati “proklizavanjem” lanca

tokom replikacije ali i drugim mehanizmima. Iako se indeli ranije nisu koristili za filogenetske
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rekonstrukcije, novija istrazivanja pokazuju da oni mogu nositi znacajan filogenetski signal

(Lockwood et al. 2013).

Dakle, kodirajuéi regioni su najkonzervativniji, potom introni pa intergenski spejseri.
Upravo zahvaljujudi ovoj karakteristici je bilo moguce dizajnirati “univerzalne prajmere”,
u kodirajuéim regionima, koji mogu amplifikovati odgovarajuce regione kod velikog broja
taksona. To znatno pojeftinjuje 1 ubrzava proces utvrdivanja primarnog redosleda nukleotida
odredenih regiona kao i celog hloroplastnog genoma kod razlicitih vrsta (Demesure et al.,
1995; Haider, 2011; Taberlet et al., 1991). U javnoj bazi podataka, GenBank, danas je dostupan
veliki broj sekvenci gena, introna i intergenskih spejsera (preko 660.000) hloroplastnog
genoma. Velika veéina pripada svakako cvetnicama (>570.000 sekvenci iz 94.825 taksona) a
znatno manji broj golosemenicama (~20.000 sekvenci iz 1172 taksona). Pored toga, danas

je javno dostupan i veliki broj kompletnih hloroplastnih genoma razlic¢itih vrsta (skoro 600).

Filogenetska sistematika je naucna disciplina koja se bavi utvrdivanjem evolutivnih
odnosa izmedu taksona na osnovu homologije nukleotida odabranih regiona DNK koji se
odlikuju adekvatnom stopom mutacija. Ona klasifikuje taksone u grupe koje imaju zajednicko

poreklo (Wiley & Lieberman, 2011).

Molekularne sistematike zasnovane na hloroplastnom genomu su najpre koristile
filogenetske informacije sadrzane u razlikama u duzini restrikcionih profila ovog genoma
dobijenim tretiranjem kompletnog genoma restrikcionim enzimima. Sa razvojem tehnologija
za utvrdivanja primarnog redosleda nukleotida, komparativne studije pojedinih regiona
plastoma su postale sve brojnije. Jedan od nacesée koris¢enih regiona hloroplastnog genoma
u ranim studijama na visim taksonomskim nivoima je svakako 74cl. gen (Clegg et al., 1994). 1
dok se jedan broj autora fokusirao na kodirajuce regione i resavanje problema filogenetskih
odnosa visih taksonomskih kategorija, drugi su se okrenuli ispitivanjima nekodirajucih regiona

plastoma sa ciljem razresavanja evolutivnih odnosa na nizim nivoima (Shaw et al., 2005).

Polje komparativne plastidne genomike je zaceto sredinom '80-ih godina XX veka, kada
je utvrden primarni redosled nukleotida kompletnog genoma Nicotiana tabacum i Marchantia
polymorpha (Ohyama etal., 1986; Shinozaki etal., 1986). Danas je broj kompletnih hloroplastnih
genoma dostupnih u javnim bankama gena 587 za kopnene biljke (NCBI GenBank,
28-teb-2015). Ovakvi genomski resursi danas omogucavaju bolje razumevanje organizacije
hloroplastnog genoma, brzine evolucije njegovih sekvenci, mehanizama evolucionih promena

kao 1 filogenetskih odnosa izmedu kopnenih biljaka (Jansen & Ruhlman, 2012).
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1.4.3 Molekularna istraZivanja roda Juniperus

Svakako najveci doprinos istrazivanju kleke, pre svega sa molekularnog i fitohemijskog
aspekta dao je R.P. Adams. Istrazivanja roda Juniperns na molekularnom nivou su se pre
svega odnosila na filogeografski aspekt 1 filogenetske odnose unutar roda, a pogotovu
izmedu veoma bliskih taksona. Na osnovu anatomsko-morfoloskih, fitohemijskih i
molekularnih markera (odabrani intergenski spejseri hloroplastnog genoma 1 I'TS sekvenci
nuklearnog genoma), nekoliko novih vrsta roda Juniperus je opisano (Adams, 1999, 2000a,
2000b, 2000c, 2000d, 2008, 2009; Adams & Demeke, 1993; Adams & Hojjati, 2012;
Adams & Kauffmann; Adams & Mataraci, 2011; Adams & Nguyen, 2005; Adams & Pandey,
2003; Adams & Schwarzbach, 2012a, 2012b, 20132, 2013b; Adams et al., 2002, 20032, 2003b,
2006, 2006, 2008a, 2008b, 2008c, 2010a, 2010b, 2011a, 2011b, 2012, 2014a, 2014b, 2014,
2014d; James, 2009; Michalczyk, 2008; Sultangaziev et al., 2012; Terry et al., 2000; Wubet et
al., 2006; Zhang et al., 2008, 2005).

U GenkBank bazi (28-feb-2015) postoji preko 2800 dostupnih sekvenci hloroplastnog
(1392), nuklearnog (1206) i mithohondrijalnog (24) genoma 94 taksona roda Juniperus.
Pojedinacno, najvecéi broj dostupnih sekvenci za sva tri genoma pripadaju Juniperus blancoi
(543), J. communis (211), |. virginiana (151), J. przewalskii (140), J. tibetica (140) 1 ]. oxycedrus
(105). Neki od najcescée proucavanih regiona hloroplastnog genoma su geni: rbocl, matK, trnl’,
rpoC1, ndhE, psbB,rpl2, psbD, psbC, atpB, kao 1 intergenski spejseri: trnl-trnk, trnS-trnG, trnD-
tri'l, rpsd-trnS, petB-petD, psbK-psbl, psbA-trnH, atpF-atpH, petG-trnP.

Pored primarnog redosleda nukleotida navedenih regiona hloroplastnog genoma,

dostupni su i kompletni plastomi za Cetiri vrste ovog roda (Guo et al., 2014).
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M. Josifovi¢, ed. (Belgrade, Serbia: SANU), pp. 159.
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Balkansko poluostrvo predstavlja floristicki najraznovrsnije podrucje Evropskog
kontinenta. Na ovom podrucju, tokom vremena biljni svet je bio izloZzen najrazlicitijim
uticajima biotickih i abiotickih faktora, sto je dovelo do toga da se na relativho malom
prostoru nade izuzetno veliki broj razlicitih taksona, ciji filogenetski i taksonomski odnosi

jo$ uvek nisu u potpunosti rasvetljeni.

Na Balkanskom poluostrvu, u okviru roda Juniperus L. (Cupressaceae) rastu tri vrste
sekcije Juniperus sa nekoliko varijeteta (. commmunis, J. deltoides, ]. macrocarpa). lako svi naseljavaju
susna stanista, distribucija ovih taksona je takva da se retko kad sva tri mogu nadi na istom
stanistu: Juniperus macrocarpa i |. deltoides su mediteranske vrste, dok se vartijeteti |. commmunis
nalaze uvek duboko u kopnu (. communis var. communis) ili pak na ve¢im nadmorskim visinama
na Balkanu (J. commmunis var. saxatilis). Kopaonik je jedini lokalitet, gde na istom stanistu mogu

da se nadu da rastu zajedno J. commmunis vax. communis, J. communis var. saxatilis i ]. deltoides.

Najvedi areal u rodu Juniperus ima vrsta |. communis — prostire se od Severne Amerike,
preko Grenlanda 1 Islanda, cele Evrope sve do Japana na istoku. Takode, ovaj takson se u
morfoloskom pogledu odlikuje izuzetnom varijabilno§¢u. Najveci deo te varijabilnosti mogao
bi se objasniti izuzetno komplikovanom istorijom ovog taksona, dodatno usloznjenom
¢injenicom, da se pre samo 10.000 godina, najveci deo njegovog areala nalazio pod glecerima.
S druge strane, Balkan predstavlja gotovo najveci i geografski centralni deo areala J. deltoides,
dok za J. macrocarpa, vrstu sa izuzetno fragmentisanim arealom, on predstavlja tek njen istocni
deo.

Ovi taksoni su izuzetno slabo istrazeni sa taksonomskog i filogenetskog aspekta, a malo
se zna 1 o njthovoj geografskoj i bioloskoj distribuciji i diferencijaciji na prostoru Balkana. Svi

dosadasnji dostupni podaci o ovim taksonima su ograniceni na relativno mali broj istrazenih

jedinki 1 populacija.
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Imajudi sve ovo u vidu, ciljevi ove disertacije se mogu sumirati u nekoliko teza:

1.

Upoznavanje sastava, sadrzaja 1 varijabilnosti alkana u kutikularnim voskovima
Cetina prirodnih populacija vrsta sekcije Juniperus (Juniperus L., Cupressaceae) sa

Balkanskog poluostrva

Upoznavanje sastava, sadrzaja 1 varijabilnosti terpena u cetinama (listovima)

prirodnih populacija vrsta sekcije Juniperus

Utvrdivanje hemotaksonomskog znacaja alkana i terpena kod prirodnih populacija

istrazivanih vrsta

Utvrdivanje diferencijacije i odnosa u okviru sekcije Juniperns sa Balkanskog

poluostrava koris¢enjem odabranih regiona hloroplastnog genoma

Utvrdivanje saglasnosti podataka dobijenih fitohemijskim i molekularnim

markerima prirodnih populacija analizarnih taksona
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3.1 Uzorkovanje biljnog materijala

Biljni materijal (po 15 grana sa muskim odnosno zenskim strobilusima) je sakupljan
tokom letnjih meseci u periodu od 2009. do 2012. godine sa Sireg podrucja Balkanskog
poluostrva, vodeéi racuna o §to vecem diverzitetu stanista. Pregled lokaliteta 1 njihovih
karakteristika je dat u Tabeli 3.1. Prostorne distribucije uzorkovanih populacija J. communis,

odnosno J. deltoides 1 |. macrocarpa date su na Slikama 3.1 1 3.2.

Biljni materijal za fitohemijska istrazivanja (10-30 g) je na terenu odmah pakovan u
PP zip kesice, i ¢uvan u terenskom frizideru do dolaska u laboratoriju. U laboratoriji je deo
materijala za izolaciju #-alkana odvojen i osusen, dok je za izolaciju etarskog ulja ¢uvan na

-20 °C do destilacije.

Za molekularne analize je uzorkovano ukupno 26 populacija, iz kojih je sakupljeno
po pet jedinki po populaciji sa izuzetkom populacija |. macrocarpa sa Krita (10 jedinki po
populaciji), i |. deltoides iz Raecke klisure (Cetiri jedinke po populaciji), tako da je uzorkovano
ukupno 139 individua (Tabela 4.13). Uzorkovane adultne individue su bile medusobno
udaljene najmanje 10 m, i ravhomerno rasporedene po populaciji. Zabelezen je pol svake
individue. Na lokalitetu Resavska klisura (Srbija) je sakupljen i materijal (pet jedinki) |. sabina
koje su koris¢ene kao autgrupa za molekularne analize. Materijal za DNK analize (grancice
sa Cetinama) je na terenu pakovan u filter kesice sa silika gelom, 1 cuvan u mraku na sobnoj
temperaturi do izolacije DNK. Detaljnije o jedinkama i populacijama je dato na Slikama 3.1

13.2, kao iu Tabeli 4.13

Eksikati za svaki lokalitet sa kojeg je sakupljen materijal za fitohemijske i molekularne
analize su deponovani u Herbarijumu Instituta za botaniku i Botanicke baste “Jevremovac”

(BEOU).
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Tabela 3.1 Lokaliteti i karakteristike lokaliteta uzorkovanih populacija J. communis, |. deltoides,

. macrocarpa

Takson

. commmnis var.
communis

. commmunis var.
saxatilis

. commmnis var.
intermedia

. macrocarpa

J. deltoides

Lokalitet

Neretva
Slunj

Gali¢nik (Mavrovo)
Deliblatska pescara

Divcibare
Kopaonik
Stara planina
Suva planina
Zlatibor
Cvrsnica
Prenj
Durmitor
Biokovo
Velebit
Mavrovo
Orjen
Kopaonik
Stara planina
Suva planina
Korab

Trogir

Krit
Benkovac
Devrske
Konjevrate
Krusevo
Makarska
Rovinj

Senj

Trogir

Krit
Raecka klisura
Valdanos
Zanjice
Kopaonik
Magli¢

Pcinja

GPS koordinate
NO  EQO
43.554 18.071
45.168 15.562
41.625 20.682
44,920 21.149
44.087 19.998
43.312 20.914
43.370 22.603
43.197 22.144
43,707 19.540
43.673 17.623
43,549 17.904
43.059 19.110
43.293 17.087
44.713 15.017
41.622 20.708
42.559 18.550
43.326 20.845
43.371 22.604
43.197 22.144
41.816 20.612
43.569 16.251
35.330 25.091
44.055 15.611
43.941 15.837
43.780 15.987
44.186 15.690
43.401 16.909
45.086 13.781
45.040 14.883
43.569 16.246
35.342 24.843
41.436 21.876
41.953 19.184
42.401 18.580
43.312 20.908
43.612 20.553
42.358 21.884

a - alkani, b - etarska ulja, ¢ - cpDNA regioni

Alt

350
270
1600
175
880
850
1600
1300
850
1460
1550
1350
1350
1500
1700
1550
1650
1600
1300
1520

300
30
250
230
170
200
300
100
20
300
300
250
20
10
850
300
750

Nagib
©)
30-40
<10
10-20
<10
20-40
30-60
<10
5-20
<10
10-20
10-20
30-60
<10
30-60
<10
30-60
<10
5-20
10-30
<10

30-60
<10
<10

30-45
<10
<10
10-20
<10
10-20

30-60

30-40
>40
10-30
10-20

30-40

30-60

30-60

kre¢njak
silikat
krecnjak
krecnjak
krecnjak

krecnjak

j
j
j
j
kre¢njak
kre¢njak
kre¢njak
kre¢njak
kre¢njak
kre¢njak
silikat
kre¢njak
kre¢njak

kre¢njak

krecnjak
krecnjak
krecnjak
kre¢njak
kre¢njak

krec¢njak

j

j

j

j

j

j

kre¢njak

kre¢njak

kre¢njak

kre¢njak

kre¢njak

kre¢njak

kre¢njak

kre¢njak
silikat
silikat

krecnjak

Analiza

a,b,c

a,b,c

a,b,c
a,b

a,b,c

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

a,b,c

a,b,c

a,b,c
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Slika 3.1. Prostorna distribucija odabranih populacija @ J. communis var. communis, ® |. communis
var. saxatilis, ® |. commmunis vax. intermedia. Karkteristike lokaliteta date u Tabeli 3.1 Analizirani:
a - alkani, b - etarska ulja, ¢ - cpDNA.

1 Velebit (a,b,c) 9 Zlatibor (a)

2 Slunj (c) 10  Divcibare (a)

3 Biokovo (a,b,c) 11 Kopaonik (a,b,c)

4 Cvrsnica (a) 12 Korab (c)

5 Prenj (a,b,c) 13 Mavrovo (a,b,c)

6 Neretva (c) 14  Deliblatska pescara (a,b,c)
7 Orjen (a,c) 15  Suva planina (a,b,c)

8 Durmitor (a,b) 16  Stara planina (a,b)
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3.2 Fitohemijski markeri

3.2.1 Izolovanje n-alkana

Za dobijanje povrsinskih alkana, celi listovi (1 g) su potapani u 10 ml \v
n-heksana (HPLC grade, Promochem) na 60 sekundi. Nakon filtracije na
kvalititativnom filter papiru (70 g/m?), ckstrakt je koncentrisan na sobnoj
temperaturi 1 potom eluiran sa 5 ml 7-heksana kroz mini-kolonu (pipeta po
Pasteru napunjena silikom aktiviranom prethodno na 120 °C (Florisil® 50-100
mesh, Promochem) i anhidrovanim natrijum-sulfatom (Alkaloid, Skopje) (Slika

3.3). Dobijeni precisceni ekstrakt je koncentrovan na zapreminu od 0,5 ml i cuvan

u tamnim vijalama u frizideru na +4 °C do dalje analize.

Slika 3.3. Mini kolona u pipeti po Paste-
ru: 'V - vata, S - Florisil ®, N - anhidro-

vani natrijum-sulfat

3.2.2 Izolovanje etarskog ulja

Proucavane vrste roda Juniperus cuvaju etarska ulja u zlezdanim I
U

kanalima u listovima. Iz toga razloga, biljni materijal za ekstrakciju

etarskog ulja (6-20 g) je usitnjen u laboratorijskom blenderu (Waring
8010BU, USA) kako bi se dobio najveéi mogudi prinos. Usitnjen
biljni materijal je potopljen u 250 ml destilovane vode, a izolacija
etarskog ulja je vrsena simultanom hidro-destilacijom i ekstrakcijom 5

koriste¢i aparaturu po Likens-Nikersonu (Chaintreau, 2001) (Slika ? 6

3.4). Ekstrakcija je vrSena dihlor-metanom (p.a., Alkaloid, Skopje).
Dobijeno je etarsko ulje ostrog mirisa rastvoreno u 1,0-1,5 ml dihlor-
metana, koje je cuvano u tamnim vijalama na +4 °C

Slika 3.4. Aparat imultanu desti-
do GC-FID i GC/MS analize 2 paratuta za simu tann des

laciju 1 ekstrakciju po Likens-Nikersonu
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3.2.3 GC-FID i GC-MS analiza etarskog ulja i alkana

Za GC-FID 1 GC-MS analizu koriscen je GC sistem Agilent 7890A 1 MSD Agilent
5975C, FID detektorom i temperaturom od 250° C. Razdvajanje je vrseno na koloni DB-5
Agilent 19091S - 433, duzine 30 m, unutrasnjeg precnika 0,25 mm i debljine filma 0,25
pwm. Temperatura kolone je linearno programirana od 60 °C do 300 °C sa promenom od
3 °C/min. Temperatura detektora bila je 230 °C. Kao noseci gas koriséen je helijum pod
konstantnim pritiskom (1,0 ml/min, 210 °C). Injektovano je 1 pl uzorka u odnosu 10:1.
Merenje masa (EI-MS; 70 eV) vtseno je u opsegu 33-550 m/z. Za injektovanje je koriséen

injektor Agilent 7683B, injektovano je 1 ul, spilt odnos 1:10.

Pretraga biblioteke i masena spektralna dekonvolucija i ekstrakcija vrsena je
uporedivanjem retencionih vremena i masenih spektara pomocu ADAMS i NIST05 baza
koris¢enjem softvera MSD Chem Station E.01.00.237m sa retencionim indeksom (RI)
kalibracione data analize podesenim na visok nivo i sa 10% greske za jednjinja bez RI. RI
su eksperimentalno utvrdene koriS§¢enjem standardnih metoda ukljucujudi retenciono vreme
(tp n-alkana, koje su injektovanje nakon uzoraka pod istim hromatografskim uslovima.
Pretraga jedinjenja je vrSena u sopstvenoj bazi sacinjenoj iz 4972 sepktra. Apsolutni udeo

identifikovanih jedinjenja je izracunat iz povrsine GC pika na GC-FID spektru.
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3.2.4 Statisticka obrada

n-Alkani

Pre statisticke obrade, relativni odnos kratko- (C —~C,), srednje- (C,-C,) i dugo-
lan¢anih alkana (C,.-C,)) je izracunat (Nikolic et al., 2009). Izracunata je takode i srednja

duzina lanca (IN) kao i disperzija oko nje (d), prema formulama koje su predlozili Dodd et

Afzal-Rafii (2000):
(1) N=np,
) d=p (n-N)?
Gde je n, broj ugljenika /-tog alkana, a p, njegov procentualni udeo u epikutikularnim

voskovima. Za izra¢unavanje N i d koris¢eni su samo alkani sa relativhim udelom veéim od

1%.

Etarska ulja

Sirovi podaci za etarska ulja nisu dodatno obradivani. Odreden je udeo pojedinih
grupa terpena (monoterpena, oksigenisanih monoterepna, seskviterpena, oksigenisanih
seskviterpena, diterpena), kao i drugih alifaticnih i aromati¢nih ugljovodonika prisutnih
u etarskom ulju. Za univarijantne 1 multivarijantne testove koris¢eni su samo podaci koji
su pokazali normalnu distribuciju na celom setu podataka, koji nisu bili visoko korelisani

(£7<0,7) i koji su imali udeo veéi od 0,1%.
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Bioklimatski i orogeografski podaci

Klimatske karakteristike lokaliteta uzorkovanih populacija su preuzeti iz WorldClim seta
globalnih klimatskih lejera (Hijmans et al., 2005). Ekstrakcija bioklimatskih i orogeografskih
parametara je izvrsena u programu DIVA-GIS 7.5 (Hijmans et al., 2012).

Bioklimatski parametri su racunati na osnovu vrednosti mesecnih temperatura i
padavina da bi se dobile varijable sa bioloskim znac¢ajem. Oni predstavljaju godisnje trendove
(npr. srednja godisnja temperatura ili godisnja padavine), sezonalnost (npr. godisnji raspon
temperature 1 padavina), kao 1 ekstremne ili ogranicavajuce faktore (npr. najmanje i najvise
temperature, najsuvlji i najvlazniji meseci itd). Pod pojmom kvartal ili perioda se oznacava

period od 3 meseca.

Spisak bioklimatskih parametara:

BIO1 — srednja godisnja temperatura

BIO2 — srednji dnevni opseg (srednja vrednost razlike temperaturnih minimuma i
maksimuma u toku meseca)

BIO3 - izotermalnost (BIO2/BIO7)*100

BIO4 — temperaturna sezonalnost (standardna devijacija * 100)

BIO5 — najvisa temperatura najtoplijeg meseca

BIOG6 — najmanja temperatura najhladnijeg meseca

BIO7 — temperaturni opseg (BIO5-BIOG6)

BIO8 — srednja temperatura najvlaznijeg kvartala

BIOY — sredanj temperatura najsuvljeg kvartala

BIO10 — srednja temperatura najtoplijeg kvartala

BIO11 — srednja temperatura najhladnijeg kvartala

BIO12 — ukupne godisnje padavine

BIO13 — ukupne padavine u najvlaznijem mesecu

BI0O14 — 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

97



Doktorska disertacija Materijal i metode

Statisticka obrada fitohemijskih markera

Uradena je osnovna statistika za svaki set podataka — srednja vrednost 1 standardne
devijacije i histogrami, te provereno da li podaci imaju normalnu distribuciju (Shapiro-
Wilkinson-ov koeficijent). ANOVA — univarijantna analiza varijanse kao i neparametarski
testovi  (Mann-Whitney, Kruskal-Wallis) su koriséeni za utvrdivanje parametara koji
grupisu/razlikuju populacije. Gde je bilo neophodno, vatijable su /g-transformisane
(log,(X+1)) kako bi se dobila normalna distribucija. Linearna korelacija izmedu parametara
je takode koris¢ena da bi se utvrdila potencijalna veza izmedu razlicitth komponenti alkana

odnosno etarskog ulja, kao i veza sa bioklimatskim i orogeografskim parametrima.

Koriséene su multivariacione metode: analiza glavnih komponenti (PCA),
diskriminantna analiza (DA), hijerarhijska klaster analiza (HCA), kao testovi koji su u stanju
da ukazu na tendenciju i struktuiranje skupa, kao i odnos individua 1 karaktera. Testirano
je vise klaster metoda (UPGMA, nearest-neighbonr, Ward-ova metoda) 1 racunanja distanci
(Eunclidean, Sq. Eculidean, Mahalanobis, Sq. Mabhalanobis...), kako bi se izabrale najadekvatnije.
Mantelov i Parcijalni mantelov test su koris¢eni za utvrdivanje korelacije izmedu variranja

karaktera i bioklimatskih i orogeografskih karakteristika.

Za statisticku obradu fitohemijskih markera koris¢eni su Past v. 2.17b 1 3.03 (Hammer

et al.,, 2001) 1 SPSS Statistics 20 (IBM).
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3.3. Molekularni markeri

3.3.1 Izolovanje DNK

Izolacija DNK je radena prema protokolu Aleksi¢ et al. (2012) koji predstavlja
modifikaciju standardnog CTAB protokola (Doyle & Doyle, 1987). Mlade suve iglice svake
individue (30-60 mg) su stavljene u sterilne tubice od 2,0 ml i ostavljene preko no¢i na
-70 °C, a potom homogenizivane koris¢enjem Tissuelyzer 11 (Quiagen) do finog praha. U
svaki alikvot je pre ekstrakcije dodato po 1 mg PVP10 i aktivhog uglja koji predstavljaju
adsorbente polifenola. Ekstrakcioni pufer, zagrejan na 65 °C, se sastojao od 2% CTAB
rastvora (1,4M NaCl, 20mM EDTA pH=8, 100mM Tris pH=8, 2% CTAB) sa 0,5%
B-merkaptoetanolom dodatim neposredno pre ekstrakcije. Izolati su precis¢avani SEVAG-
om (u cilju uklanjanja proteina) i dodatno tretirani visokim koncentracijama NaCl (4M, radi
uklanjanja polisaharida). Precipitacija je izvr$ena izopropanolom a ispiranje 70% etanolom.
Dobijeni pelati DNK su osuseni i zatim rastvoreni u 150 pl dejonizovane sterilne vode.
Narednog dana su izolati tretirani RNazom A radi uklanjanja RNK (0,5 pl po uzorku, 30 min
na 37 °C). Utvrdene su koncentracije i ¢istoce DNK izolata putem merenja absorbanci na 230,

260 1 280 nm. DNK ima maksimum apsorbcije na 260 nm, a vrednosti odnosa apsorbanci

A /A

oo/ Nogo 1spod 1,7 1 iznad 2,0 ukazuju na zagadenje proteinima ili RNK, respektivno, a

vrednosti odnosa absorbanci A, /A, ispod 1,7 na zagadenje polisaharidima. Napravljeni su

radni rastvori DNK koncentracija 200 ng/ul.

Hemikalije koris¢ene za ekstrakciju ukupne DNK: CTAB (Serva, Heidelberg,
Germany); EDTA (VWR BDH Prolabo, Leicestershire, England); Tris-HCl (VWR BDH
Prolabo, Leicestershire, England); NaCl (Alkaloid, Skopje); B-merkaptoetanol (Serva,
Heidelberg, Nemacka), aktivni ugalj (Centrohem, Stara Pazova), polyvinylpyrrolidone 10
(PVP 10) (Sigma Aldrich), SEVAG [24:1 (v/v) hloroform (Centrohem, Stara Pazova): izoamil
alkohol (Centrohem, Stara Pazova, Serbia)], izopropanol (VWR BDH Prolabo, Leicestershire,
Engleska), 70 % etanol (Superlab, Beograd), RNase A (Fermentas UAB, Vilnius, Litvanija) i

sterilna dejonizovana voda.
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3.3.2 PCR amplifikacija hloroplastnih sekvenci

Za inicijalno testiranje su izabrani regioni koji su do danas najcesée korisceni kod
razli¢itih predstavnika roda Juniperus (trnCED-trnDCVO | trnl AV~ trpF AN | rnGUVO-17pS GO
i psbA-trnHEY9) i za koje je inicijalna pretraga sekvenci dostupnih u javnoj banci gena
GenBank (07-feb-2013) pokazala da su vatijabilni (##2CCS“Y-#rnD9: ukupno 16 dostupnih
sekvenci generisanih iz 3 vrste i 1 forme; 77l AY-1rnFCAY: 57 sekvenci iz 3 vrste i 3 vatijeteta;
trnGUYO-1rnSEY): 206 sekvenci iz 50 vrsta i 3 vatijeteta; psbA-trnHCY9: 19 sekvenci iz 10
vrsta). Koris¢ena su i dva regiona koja do sada nisu proucavana kod vrsta roda Juniperus, a
pokazali su se kao izuzetno informativni na infraspecijskom nivou kod drugih vrsta: 7p/32-
trnl. P9 3rps16-5"trnK, informativni kod velikog broja familija cvetnica i golosemenica
(Shaw et al., 2007). Korisceni regioni, sekvence prajmera za njihovu amplifikaciju, njihovi

autori i duzine regiona navedene u originalnim referencama su date u Tabeli 3.2.

Za PCR amplifikaciju je kao matrica koris¢ena ukupna genomska DNK u koncentraciji
od 200 ng po reakciji. Reakcije su izvodene u ukupnoj zapremini od 25 pl po reakciji. Za
master miks koris¢ene su slede¢e hemikalije: 1xTaq DNK pufer (Fermentas UAB, Vilnius,
Lituania), 0,2 mM dNTP, 0,1 pM F i R prajmeri, 0,80% BSA (Bovine Serum Albumin,
Germentas UAB, Lituania) i 0,025 U Tag DNK polimeraze (Fermentas UAB, Vilnius,
Litvanija). Za PCR amplifikaciju je koris¢en peqStar 96 Universal Gradient Thermal Cycler
(peqlab biotechnologie GmBH, Erlangen, Germany) prema protokolu datom u Tabeli 3.3:

Tabela 3.3 Program PCR amplifikacije testiranih cpDNA regiona

rpl32-trnl,
rps16-trnK  trnG-trnS  psbA-trnH  trul-trnE trnC-trnD
1. Inicijalna denaturacija 94 °C, 10 min
2. Denaturacija 94°C, 45s 94°C, 60s
3. Annealing 53°C,60s  60°C,60s 61 °C, 60s 54,5°C,  50°C, 60s
60s
4. Ekstenzija 72 °C, 60s 72°C,120s 72 °C, 120s
Koraci 2-4 su ponovijeni 39 puta
5. Finalna ekstenzija 72 °C, 10 min
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Uspesnost PCR reakcija kod svih testiranih regiona je proverena elektroforezom na 1,5%
agaroznom gelu. Po 3,5 pul PCR produkta i Midori Green Direct Stain (NIPPON Genetics
Europe GmBH, Dueren, Nemacka) je nanoseno na gel. Midori Green Direct Stain interkalira
sa molekulom DNK i omogucava vizuelizaciju PCR produkta na UV transiluminatoru
(Vilber, Lourmat ECX-F20.M transilluminator, Cedex, Francuska). Za dalju amplifikaciju
kod preostalih individua su korisé¢eni regioni kod kojih su uoceni jasni bendovi na agaroznom

gelu.
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3.3.3 Utvrdivanje primarnog redosleda nukleotida PCR proizvoda

Utvrdivanje primarnog redosleda nukleotida dobijenith PCR produkata po Sanger
metodi uradeno je komercijlano od strane Macrogen Europe (Amsterdam, Holandija,
htpp://dna.macrogen.com). Kapilarna elektroforeza je obavljena na 96-kapilarnom
3730x] DNK automatskom kapilarnom sekvencioneru (Applied Biosystems Inc., SAD). U
zavisnosti od duzine sekvence, sekvenciranje je radeno samo u jednom smeru tj. koris¢enjem
F prajmera (duzina PCR produkata oko 300-800 bp, #ruL-truF, trnG-trnS), u oba smera
odnosno koris¢enjem F i R prajmera (duzina produkata oko 600 bp, psbA-#rnH) 1 u oba smera
uz koriscenje I, R 1 interno-dizajniranih prajmera (duzina produkata oko 1600 bp, ##C-trnD).

Karakteristike interno dizajniranih prajmera su date u Tabeli 3.4.

Tabela 3.4 Karakteristike interno-dizajniranih prajmera

Prajmer: petNil psbMi2 trnDiR2
Duzina (bp) 24 19 20
Tm (°C) 53,8 57,1 50,1
CGY% 45,8 52,6 55,0
MW 7488 5857 6142
Kvalitet prajmera 70,0 87,0 84,0
Optimalna temperatura 59,1-64,1 60,1-65,1 59,8-64,8
annealing-a

Y MW - molekulska masa; podaci dobijeni koris¢enje programa Fast PCR (Kalendar et al.,
2011)

Dobijene sekvence su najpre editovane koris¢enjem Chromas Lite 2.0.1 (Technelysium,
Australia). Za regione kod kojih je primarni redosled nukleotida utvrden sekvencioniranjem sa
vise prajmera (npr. psbA-trnH, trnC-trnD), najpre su sklopljene koncenzus sekvence za svaku
individuu. Sekvence svakog pojedinacnog regiona su zatim poravnate primenom programa
MUSCLE (Edgar, 2004) implementiranog u program MEGA 5.04 (Tamura et al., 2011) radi
utvrdivanja homologije nukleotida. Automatska poravnanja su potom proverena i manuelno
korigovana. Na kraju je konstruisan matriks sa svim uspesno amplifikovanim i sekvenciranim

regionima kod svih individua.
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3.3.4 Statisticka obrada

Za svaki pojedinacni region koji je uspesno amplifikovan 1 sekvencioniran kod
ispitivanih predstavnika roda Juniperus je utvrden optimalni model evolucije sekvenci na

osnovu originalnih podataka koris¢enjem programa MEGA 5 (Tamura et al., 2011).

Optimalni model evolucije za dati set podataka se utvrduje na osnovu vrednosti BIC
(Bayesian Information Criterion) kriterijuma. Polaze¢i od pretpostavke da su svi modeli
podjednako verovatni, utvrduje se model koji ima najvecu posteriornu verovatnocu. Drugim
rec¢ima, model koji ¢e imati najmanju BIC vrednost ¢e biti i najoptimalniji za objasnjavanje

realnog procesa molekularne evolucije ispitivanog regiona.

Razli¢iti modeli evolucije sekvenci uzimaju u obzir razlicite modele supstitucija
nukleotida u DNK molekulu koji se razlikuju po tome da li su podjednake ili ne frekvencije
Cetiri baze u ispitivanom delu genoma, zatim, da li su brzine zamene jedne baze drugom
jednake (AC=AG=AT=CG=CT=GT) ili se razlikuju po parovima ili u potpunosti. Pored
toga, za svaki model, program izracunava BIC vrednosti u slucajevima kada se uzima u
obzir i udeo invarijabilnih mesta (model +1I), razlicite brzine supstitucija baza u zavisnosti od

lokacije (model +G), ili oba (model +1 +G).

Najjednostavniji od svih modela je JC ili Jukes-Cantor model koji pretpostavlja da se
sve baze nalaze sa podjednakom ucestalo$¢u i mutiraju istom brzinom (Jukes & Cantor, 1969).
Ostali modeli polaze od pretpostavke da postoje razlike u ucestalosti sva cetiri nukleotida.
HKY (Hasegawa-Kishino-Yano) model pretpostavlja da postoji nejednaka ucestalost
izmedu transverzija i tranzicija (Hasegawa et al., 1985). T92 (Tamura troparametarski) model
je primenljiv u slucajevima kada postoji ve¢i udeo G+C nukleotida i veéi broj tranzicija
od transverzija (Tamura, 1992). TN93 (Timura-Nei) model dodatno razlikuje dva tipa
tranzicija, dok se pretpostavlja da se sve transverzije desavaju sa podjednakom ucestalosti
(Tamura & Nei, 1993). Najcesce koris¢eni model evolucije sekvenci je GTR (General Time
Reversible model) jer pretpostavlja razlicite verovatnoce zamena jednog nukleotida drugim

(ACEAGEAT#CG#CT#GT) (Tavaré, 1986).
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Optimalni modeli evolucije, procenjeni na osnovu najnizih BIC vrednosti, su utvrdeni
najpre za svaki ispitivani region a zatim i za matricu sastavljenu od svih regiona koji su
uspesno amplifikovani 1 sekvencirani. Pored toga, testirani su modeli evolucije i za matrice

sastavljene od kodirajucih odnosno nekodiraju¢ih delova ispitivanih regiona.

Za procenu heterogenosti stopa mutacija koris¢en je Tajima’s relative rate test u okviru
programa MEGA 5.04 (Tamura et al., 2011) koji procenjuje da li postoji razlika u stopama
mutacija izmedu ispitivanih sekvenci. Ukoliko je p<0,05 odbacuje se nulta hipoteza da ne
postoji razlika u brzini mutacije izmedu tri sekvence odabrane od strane korisnika (Tajima,

1993).

Za rekonstrukciju filogenetskih stabala svakog od pojedina¢nih regiona, kao i
za matricu sastavljenu od svih regiona, koris¢en je RAxML (Silvestro & Michalak, 2011;
Stamatakis, 2014). RAxML (Randomized Axelerated Maximum Likelihood) je program za
rekonstrukciju filogenetskih stabala baziran na uzastopnim i paralenim Maximum Likelihood
distancama. Koris¢ena je osnovna postavka parametara (-f funkcija). Statisticka podrska za
noduse je bazirana na 100 neparametarskih bootstrap replikacija (BS). BS vrednosti vece ili
jednake 75% su uzete kao dobra podrska, dok su vrednosti 50 do 75% smatrane umerenom
podrskom. Kako RAXML program rekonstruise filogenetska stabla koriste¢i GTR modele
evolucije, za one regione gde je drugi model evolucije pokazan kao optimalan koriscen je
program MEGA 5.04 (Tamura et al., 2011). Stabla su vizualizovana, oziljena i editovana u

programu Figtree 1.4.2 (Rambaut, 2014).
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ustracija: Juniperus macrocarpa Sibith. et Sm., Vidakovi¢, M. (1982)
Cetinjace, M. Miri¢, & P. Vranicki, eds. (Zagreb: Biblioteka Znanstvenih

Radova), pp. 227.
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4.1 n-Alkani

4.1.1 Hemijski sastav i varijabilnost n-alkana ispitivanih taksona

Odreden je relativni udeo pojedinacnih #-alkana u kutikularnim voskovima J. communis
VL. commnnis, J. communis var. saxatilis, |. deltoidesi |. macrocarpa. 1z dobijenih podataka izracunate
su prosecne duzine ugljovodoni¢nih lanaca (IN) kao i distribucija oko njih (4), relativni udeo

alkana kratkog (C, -C, ), srednjeg (C, -C,) i dugog (C,.-C.)) niza.

U kutikularnim voskovima J. communis vax. communis su detektovani z-alkani dugi od 19
do 35, dok su kod preostala tri taksona detektovani #-alkani dugi od 22 do 35 C atoma. U
svim uzorcima dominantan alkan je tritriakontan (C, ), Sto bi mogla biti karakteristika celog
roda (Dodd & Poveda, 2003; Poveda et al., 2002; Tarasov et al., 2012; Tulloch & Bergter,
1981). U veéim koli¢inama su se nalazili i C,, C, , C . (Slika 4.1.1). Relativni udeo alkana

292 T3P

644
564
484

32 :

Relativne koncentracije [%]

24

C19 C20 C21 C22 C23 C24 C25 C26 (C27 (C28 (C29 (C30 C31 C32 C33 C34 C35 N d

Slika 4.1.1. Prosecna relativna kolic¢ina alkana, N i 4 vrednost dobijene za Balkanske popu-
lacije odabranih vrsta sekcije Juniperus (srednja vrednost + SD)
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kratkog i srednjeg niza je bio jako nizak, i kretao se od 0,0 do 1,9 % odnosno 0,6 - 5,6 %

(Tabela 4.1), dok su svim uzorcima dominirali alkani dugog niza.

Iako je tritriakontan dominantan u svim uzorcima, u zavisnosti od druga dva dominantna
alkana, srednja duzina ugljovodonicnih lanaca (NN) je varira od 28,3 do 32,8. Po taksonima,
srednja duzina ugljovodonicnih lanaca (IN) je najmanja za J. deltoides (30,5) a najveca za .
communis (31,9), dok je disperzija oko NN (d) varirala od 1,4 do ¢ak 10,4.

Tabela 4.1 Kolicine alkana, N 1 4 vrednosti uzorkovanih Balkanskih populacija vrsta sekcije
Juniperus (srednja vrednost + SD)

p ] communisvar. | communis var. |. deltoides | macrocarpa
Communis saxatilis n=175 n=20
n=118 n=210

C19 X 02%04 - - -
C20 X 02%04 - - -
C21 ok 02%04 - - -
C22 ok 1.2+1.1 0.6 £ 0.6* 0.6 £0.7° 03%+0.1
C23 ok 0.5% 1.0 1.5+21 03+ 04 0.6 £0.2°
C24 o 02+ 04 0.3 £ 0.3 0.3 0.3 1.0£04
C25 ok 02%04 0.5+ 0.5 0.7 0.7 2.6* 1.0
C26 ok 0303 0.4%0.5 0.7+ 0.6 23+ 1.1
C27 ok 0.410.6 1.1+£11 21123 541138
C28 ok 0.5+ 04 0.9%0.6 1.8£1.0 3.8+t 1.2
C29 ok 33+ 1.7 74 %50 13.4 £ 8.7 12.6 £ 3.4
C30 o 0.4+04 1.1+14 1.7£1.0 32£0.7
C31 oAk 8.3+ 27 157+ 74 19.1 £ 5.7 209 £ 3.7
C32 oAk 24+ 0.8 3.1+0.6° 25+ 0.5 3.0+ 04"
C33 o 066.6 = 5.1 59.1 £ 10.4 492+ 14.0 41.2+10.3
C34 ok 32+1.6 19+1.2 1.8+ 1.1* 0.7£03
C35 o 11.8 £ 3.7 6.3+ 34 5.9 £ 3.6 231+ 1.0
N ok 319+ 1.1 314+ 1.0 30.5+ 1.7 30.5+ 0.7
d o 45+ 3.4 32+ 1.8 5.6 £ 4.3 54+ 1.0

p - nivo nacagnosi ANOVA (0, p<0,01); ** = grupe prema LSD testu (p<0,05); Kolicine
alkana su date kao srednja vrednost = SD
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4.1.1.1 Hemijski sastav i varijabilnost n-alkana kod Juniperus communis var.

communis

U kutikularnim voskovima izolovanim iz zrelih iglica J. commmunis ~var. communis su bili
zastupljeni z-alkani dugi od 19 do 35 ugljenikovih atoma. Alkani kratkog niza su detektovani
samo u dve populacije, gde su bili zastupljeni sa 1,2 odnosno 1,9 %, dok su alkani srednjeg
niza detektovani u nesto vec¢im koli¢inama (1,2 - 4,7 %). Uzorcima su dominirali duzi alkani,
Stavise, gotovo svi alkani kraci od 29 ugljenikovih atoma su bili zastupljeni pojedinac¢no sa
manje od 0,5 % (Tabela 4.2, Slika 4.1.2). U svim uzorcima je dominantan alkan tritriakontan.
Pored njega se u svim uzorcima srecuiuvek ista druga dva dominantna alkana - hentriakontan

(C,) 1 pentatriakontan (C,)).

Prose¢na duzina lanca (NN) je takode varirala. Kod tri populacije (Deliblatska pescara,
Kopaonik, Suva planina) kretala se izmedu 32,3 i 32,8, dok je u kod ostalih populacijama
uvek iznosila ispod 31,3. Visoka disperzija oko N (d) je kod svih populacija velika, zbog
¢esto veoma visokog udela C , (>2,0 %). Najmanja je bila u populacijama sa Suve planine i
iz Deliblatske pescare (2,51 2,9), dok je u ostalim populacijama variralala od 3,4 (Kopaonik)
do ¢ak 9,3 (Neretva).

Relativne koncentracije [%]

C19 C20 C21 C22 C23 (C24 C25 Cz26 C27 C28 (C29 C30 C31 C32 C33 C34 C35 N d

Slika 4.1.2. Prosecna relativna kolicina alkana, N i 4 vrednost dobijene iz sedam populacija
. commmnis var. communis (srednja vrednost £ SD)
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4.1.1.2 Hemijski sastav i varijabilnost n-alkana kod Juniperus communis var.

saxatilis

U kutikularnim voskovima izolovanim iz zrelih iglica J. communis var. saxatilis su
bili zastupljeni #-alkani dugi od 22 do 35 ugljenikovih atoma. Alkani kratkog niza nisu
detektovani u ovim uzorcima, dok su alkani srednjeg niza detektovani u manjim koli¢inama
(0,6 - 5,6 %). Stavise, gotovo svi alkani kraéi od 29 ugljenikovih atoma su bili zastupljeni
pojedinacno sa manje od 1,0 % (Tabela 4.3, Slika 4.1.3). U svim uzorcima je dominantan
alkan bio tritriakontan, dok su, u zavisnosti od lokaliteta druga dva dominantna alkana
bila hentriakontan (C,) i pentatriakontan (C,.) u kontinentalnim populacijama, odnosno

nonakozan (C,) i hentriakontan (C, ) u mediteranskim i submediteranskim populacijama.

Izolovani #-alkani pokazali su jasne kvantitativne razlike izmedu istrazivanih populacija
. communis var. saxatilis. lako je tritriakontan bio dominantan u svim populacijama, u
kontinentalnim populacijama (Kopaonik, Suva planina, Stara planina) su pored njega
dominirali C, (8,1 -9,0 %) iC,; (6,2 - 10,2 %), dok su u mediteranskim i submediteranskim
populacijama dominirali C,; (7,7 - 17,6 %) i C,; (15,3 - 25,3 %). Iako C,, nije bio medu

Relativne koncentracije [%)]

c22 C23 C24 C25 C26 C27r C28 Cc29 C30 €31 C32 C33 C34 C35 N d

Slika 4.1.3. Prosecna relativna koli¢ina alkana, N i 4 vrednost dobijene iz deset populacija
J. communis var. saxatilis (srednja vrednost £ SD)
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tri dominantne komponente (sub)mediteranskih populacija, kod nekoliko populacija
(Orjen, Durmitor i Cvrsnica) bio je procentualno zastuplien isto kao i kod kontinentalnih

(6,3 - 9,5 %), dok je u preostalim bio uvek nizi od 3,6 %.

Prosecna duzina lanca (IN) je malo varirala — od submediteranskih populacija gde
je detektovana najniza vrednost (30,3) do kontinentalnih kod kojih je detektovana najvisa
(32,0). Kontinentalne populacije imaju nesto ve¢u NN vrednost u odnosu na submediteranske,
$to je posledica prisustva vece relativne kolicine pentatriakontana u tim populacijama. Iako

je kod ispitivanih populacija [N malo varirala, populacije se ipak mogu podeliti na tri grupe:
(1) Grupa I koja obuhvata sve kontinentalne populacije (Kopaonik, Suva planina, Stara

planina) sa N vredosc¢u izmedu 32,1 1 32,6.

(2) Grupa II koja obuhvata populacije Velebit, Orjen 1 Durmitor koje su sve priobalne
ili udaljene ne vise od 90 km od obale, ali rastu na terenu sa velikim nagibom; N je kod ovih

populacija izmedu 31,11 31,5.

(3) Grupa IIT koja obuhvata preostale populacije (Biokovo, Cvrsnica, Prenj, Mavrovo)
koje su sve mediteranske i rastu na gotovo ravnim terenima, kod kojih je N vrednost i najniza

(30,2 - 30,8).

Disperzija oko N (d) je bila najmanja kod kontinentalnih populacija (1,4 - 2,0), a znatno
veca kod (sub)mediteranskih (2,8 - 6,2).
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4.1.1.3 Hemijski sastav i varijabilnost n-alkana kod Juniperus deltoides

U kutikularnim voskovima izolovanim iz zrelih iglica |. deltoides su bili zastupljeni #-alkani
dugi od 22 do 35 ugljenikovih atoma. Alkani kratkog niza nisu detektovani u ovim uzorcima,
dok su alkani srednjeg niza detektovani u manjim koli¢inama (0,8 - 1,6 %). Stavise, alkani
kraéi od 27 ugljenikovih atoma su bili zastupljeni pojedinacno sa manje od 0,5 %, a veoma
cesto nisu bili ¢ak ni detektovani (Tabela 4.4, Slika 4.1.4). U svim uzorcima je dominantan
alkan bio tritriakontan, dok su, u zavisnosti od lokaliteta druga dva dominantna alkana bili
hentriakontan (C, ) i pentatriakontan (C,,) za kontinentalne populacije, odnosno nonakozan

(C,,) 1 hentriakontan (C,)) za primorske.

Izolovani #-alkani pokazali su jasne kvantitativne razlike izmedu istrazivanih populacija
J. deltoides. 1ako je tritriakontan bio dominantan u svim populacijama (30,5 - 61,5 %), u
kontinentalnim populacijama (Kopaonik, Magli¢, P¢inja) su pored njega dominirali C,
(13,4 - 148 %) i C,; (7,8 - 9,9 %), dok su u primorskim populacijama dominantni bili
C, 01 -255 %) 1 C, (19,1 - 25,5 %). Stavise, u primorskim populacijama dominacija
tritriakontana je bila manje ocigledna, pogotovu u populacijama Senj i Devrske: gde su C,,

C,, 1 C,, bili zastupljeni sa 31,9; 24,6 i 23,8 % odnosno 30,5; 25,2 1 25,5%.

Relativne koncentracije [%)]

c22 C23 C24 C25 C26 C27 C28 c29 C30 C31 (€32 C33 C34 C35 N d

Slika 4.1.4. Prosecna relativna koli¢ina alkana, N i 4 vrednost dobijene iz devet populacija
. deltoides (srednja vrednost = SD)
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Prose¢na duzina lanca (IN) je znatno varirala. U priobalnim populacijama, gde su
dominantni alkani bili C,,, C,, i C,,, prosecna duzina lanca je varirala izmedu 28,3 i 30,4, dok

je u kontinentalnim populacijama bila izmedu 31,8 1 32,2.

Disperzija oko N (d) je bila najmanja kod kontinentalnih populacija (2,4 - 2,8), a znatno
veca kod primorskih (4,2 - 10,4). Najvisu vrednost je 4 imala za populacije Senj (10,4) i
Devrske (8,8), sto je tri do Cetiri puta visa vrednost u odnosu na kontinentalne populacije, a
do dva puta visa u odnosu na ostale primorske. Uzrok ovako visokoj disperziji oko srednje
vrednosti lezi u ¢injenici da kod ovih populacija postoji ne jedan, ve¢ tri dominantna alkana,

sto nije slucaj kod drugih populacija.
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4.1.1.4 Hemijski sastav i varijabilnost n-alkana kod Juniperus macrocarpa

U kutikularnim voskovima izolovanim iz zrelih iglica |. macrocarpa su bili zastupljeni
n-alkani dugi od 22 do 35 ugljenikovih atoma. Alkani kratkog niza nisu detektovani u uzorcima
iz ispitivane populacije, dok su alkani srednjeg niza detektovani u manjim procentima
(1,9 %) (Tabela 4.5). Za razliku od ostalih vrsta, alkani C-C__ su bili zastupljeni u relativnim
kolicinama veéim od 2,3 %. U svim uzorcima je dominantan alkan bio tritriakontan (41,3 %),
dok su prateca druga dva dominantna alkana bili nonakozan (C,) i hentriakontan (C,)) sa

12,6% odnosno 20,9%.
Prose¢na duzina lanca (IN) je 30,5 + 0,7, dok je disperzija oko nje (d) bila 5,4 = 1,0.

54
48+
42
36

244

Relativne koncentracije [%)]

Gﬂi@iﬁi@Im

Cc22 C23 C24 C25 C26 C27 C28 C29 C30 C31 C32 (€33 C34 C35 N d

Slika 4.1.5. Prosecna relativna kolic¢ina alkana, NN i1 & vrednost dobijene iz populacije
J. macrocarpa iz Trogira (srednja vrednost = SD)

Tabela 4.5 Kolicine alkana, N i d vrednosti populacije J. zacrocarpa iz Trogira

C22 C23 C24 C25 C26 C27 C28 N
03+£01 06x02 10£04 26x10 23*X11 54%+18 39+12 30.5£0.7
C29 C30 C31 (C37 C33 C34 C35 d

126 £34 32%£0.7 209%37 3.0+04 413%£103 07+x03 23£1.0 54%1.0

117



Doktorska disertacija Rezultati

4.1.2 Rezultati statistiCke obrada ispitivanja n-alkana

Univarijantne analize

Analiza varijanse (ANOVA) je uradena sa svih 28 populacija vrsta sekcije Juniperus sa
Balkanskog poluostva, uzimajuéi relativne koli¢ine svih 17 #-alkana kao i N i 4 vrednosti.
Nadene su statisticki znacajne razlike za sve ispitane #-alkane, N 1 4 vrednosti (p<0,001).
Uradena je i post-hoc analiza (LSD test, p<0,05). Vecina ispitanih alkana (C,,,C,,C,,C , C,,
C,,1C,) jasno odvaja sva Cetiti taksona (Tabela 4.1). |. communisvar. communis, i . communis vat.
saxatilis se ne razlikuju medusobno samo na osnovu udela C ,, dok se J. zacrocarpa ne razlikuje

C,1C,,.

24

od J. deltoides na osnovu udela C,,,

Analiza glavnib komponenini (PCA)

Varijabilnost u sastavu detektovanih 17 #-alkana kod svih 523 individua je analizirana
koris¢enjem analize glavnih komponenti (PCA). Prve dve ose ove analize objasnjavaju 94,5 %
ukupne varijabilnosti (Slika 4.1.6). PCA pokazuje jasno odvajanje izmedu kontinentalnih 1

primorskih populacija svih taksona, sa prilicno jakim preklapanjem kontinentalnih populacija

PCH1 [88.13%)]

Slika 4.1.6. PCA scatter plot dobijen analizom relativnih koli¢ina 17 alkana iz epikutikularnih
iglica odabranih vrsta sekcije Juniperus sa Balkanskog poluostrva: @ - . communis var. communis,
W - | communis vax. saxatilis, ® - |. deltoides, a - |. macrocarpa.
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sva Cetiri taksona. Znatno vecu varijabilnost u profilu alkana pokazuju primorske u odnosu na
kontinentalne populacije. Kontinentalne populacije se karakteriSu znatno vecom kolicinom
najduzih detektovanih alkana (C,-C) u odnosu na primorske koje su bogatije kracim

alkanima (C,.-C,,).

Hijerarhijska klaster analiza (HCA)

Dendogram dobijen HCA (Euklidianove distance, Ward-ov metod), baziranom na
prosecnom udelu svih 17 #-alkana (Slika 4.1.7a) pokazuje formiranje dve grupe na otprilike
cetrdetestpetom nivou: jedna koju ¢ine kontinentalne populacije J. communisi J. deltoides (Klada
A), i drugu koju ¢ine primorske populacije sva Cetiri taksona (Klada B). Iako je klaster analiza
pokazala blisko grupisanje srodnih taksona, nekoliko populacija J. deltoides se grupisalo sa

drugim taksonima, pre svega sa J. communis var. saxatilis.

Diskriminantna analiza (DA)

Uradena je diskriminantna analiza sa cetiri grupe (Slika 4.1.7b, c, d). Svaka grupa
je predstavljala jedan takson. Prve dve diskriminantne ose objasnjavaju 73,2 % ukupne
varijabilnosti. Na jednoj strani, zastupljena sa samo jednom populacijom u ovoj analizi, se
nalazi J. macrocarpa, jasno odvojena od svih ostalih taksona. S druge strane, blisko grupisane,
ali i dalje jasno odvojene se nalaze J. communisi J. deltoides. lako na prve dve ose diskriminantne
analize nije bilo moguce jasno odvojiti J. communis var. communis od J. communis var. saxatilis, na
tre¢oj osi DA se ova dva taksona mogu jasno razlikovati u odnosu na kolicine C,; i C_, $to
se jasno vidi na scatter plot-u sa drugom i tre¢om, odnosno prvom i trecom diskriminantnom

osom.
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Rezultati
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Slika 4.1.7. a) Dendrogram dobijen klaster
analizom (Euklidianove distance, Ward-ova
metoda) srednjih relativnih kolic¢ina 17 alkana
iz epikutikularnih iglica odabranih vrsta sekcije
Juniperus sa Balkanskog poluostrva: b) prva
i druga DA, c) druga i treca DA, d) prva 1
treca DA; JCC - | communis var. communis,
JCS - . communis var saxatilis, JD - ]. deltoides,
JM - | macrocarpa (za detaljnije informacije
o lokalitetima ¢f. Tabela 3.1); b) ezgenvektor:
diskriminantne analize; c) ® - . communis var.
communis, - |. communis var. saxatilis, ® - J.
deltoides, A - ]. macrocarpa.
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4.1.2.1 Juniperus communis var. communis

Univarijantne analize

Kruskal-Wallis-ova univarijantna analiza je uradena sa svih sedam populacija J. communis
var. communis, uzimajudi relativne udele svih alkana, kao i Nidvrednosti. Analiza je pokazala da
postoje znacajne razlike izmedu populacija u kolicinama svih alkana (sem hentriakontana), N
1 dvrednosti (K-W p<0,007). Mann-W hitney-ev test je takode uraden, kako bi se identifikovale
komponente koje se razlikuju izmedu svakog para populacija. Samo tritriakontan se razlikovao
po udelu izmedu svih populacija. Populacije iz Deliblatske pescare i sa Kopaonika su se
gotovo na svim komponentama grupisale u jednu grupu, dok su populacije sa Zlatibora i
Divc¢ibara formirale drugu grupu. Ostale populacije nisu pokazale jasno grupisanje unutar

sebe ili sa bilo kojom drugom populacijom (Tabela 4.2).

Analiza glavnib komponentni (PCA)

Varijabilnost u sastavu detektovanih 17 #-alkana kod svih 118 individua je analizirana
koris¢enjem analize glavnih komponenti (PCA). Prve dve ose ove analize objasnjavaju 84,1%
ukupne varijabilnosti (Slika 4.1.8a). PCA pokazuje blago odvajanje populacija sa Kopaonika,
Suve planine 1iz Deliblatske pescare od ostalih populacija. Odvajanje po prvoj osi je na osnovu
relativnih kolicina tritriakontana, hentriakontana i nonakozana, dok izdvajanju po drugoj osi
najvise doprinose koli¢ine pentatriakontana, a u manjoj meri i hentriakontana i nonakozana.
Uzrok odvajanja tri populacije od ostalih su vece kolicine C,;, a manje kolicine C,; i C, . S
druge strane, dolazi do blagog odvajanja jedinki iz Deliblatske pescare 1 sa Kopaonika, kao 1
pojedinih jedinki iz svih ostalih populacija (sem sa Divcibara i Suve planine) u trecu grupu —

jedinke koje imaju umerene kolic¢ine C_, C, i C, , ali vece kolic¢ine C..
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Hijerarbijska klaster analiza (HCA)

Dendogram dobijen HCA, baziranom na prose¢nom udelu svih 17 z-alkana (Slika
4.1.8b) (Euklidianove distance, Ward-ova metoda) pokazuje formiranje dve grupe na otprilike
sedmom nivou (bootstrap podrska 100): jedna koju ¢ine tri populacije: Deliblato, Kopaonik,
Suva planina (Klada A) i jedna koju ¢ine preostale populacije (Klada B). Na otprilike petom
nivou cCetiri umereno podrzane klade se mogu razlikovati: Klada A: Subklada a koja obuhvata
samo populaciju sa Suve planine, i subklada b koja obuhvata populacije iz Deliblatske pescare
1 sa Kopaonika; Klada B: Subklada ¢ populacije Divcibare i Zlatibor; Subklada d populacije
Mavrovo 1 Neretva. Ove cetiri subklade jasno ocrtavaju matricu sli¢nosti dobijenu na osnovu

Mann-W hitney-evog U testa.

Diskriminantna analiza (DA)

Uradeno je nekoliko diskriminatnih analiza. Grupe su bile bazirane na osnovu
populacija, ili su populacije bile grupisane na osnovu rezultata dobijenih HCA. Scatter plot
(Slika 4.1.8¢c) dobijen diskriminantnom analizom (DA) sa cetiri grupe je bio najvise
podrzan. Prva diskriminanta funkcija objasnjava 63,9 %, dok druga objasnja 26,8 % ukupne
varijabilnosti. Najjace se odvajaju populacije sa Neretve i iz Mavrova, dok se populacije iz
Srbije nesto manje odvajaju. Populacije sa Neretve 1 iz Mavrova se odvajaju na osnovu vecih
kolicina nonakozana i hentriakontana a manjih tritriakontana. S druge strane, populacije iz
Stbije se odvajaju u tri grupe na osnovu kolicina C_-C,.. Subklada b (Deliblatska pescara i

Kopaonik) se karakterise vec¢im kolicinama C -C._, subklada ¢ (Divcibare, Zlatibor) malim

352

koli¢cinama C, i C,,, i manjim C,,, dok s#bklada a (Suva planina) ima intermedijarni karakter

izmedu ove dve grupe — umerene koli¢ine C,,1C,, kao i vece kolicine C,..

342
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Slika 4.1.8. a) PCA scatter plot; b) Dendogram dobijen klaster analizom (Euklidianove
distance, Ward-ov metod) relativnih kolicina 17 alkana izolovanih iz epikutikularnih

voskova sedam populacija J. communis var. communis, m - Suva planina,
® - Deliblatska pescara,

e - Divcibare,

m - Kopaonik,

- Zlatibor, ® - Neretva, v - Mavrovo;

c) Scatter plot dobijen diskriminantnom analizom 17 alkana izolovanih iz iglica
. communis var. communis. Grupe bazirane na grupama dobijenim iz HCA; @ - Suva planina,
e - Kopaonik i Deliblatska pescara, ® - Div¢ibare i Zlatibor, @ - Neretva 1 Mavrovo
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4.1.2.2 Juniperus communis var. saxatilis

Univarijantne analize

Kruskal-Wallis-ova univarijantna analiza je uradena sa svih deset populacija J. communis
var. saxatilis, uzimajudi relativne udele svih alkana, kao 1 N i 4 vrednosti. Analiza je pokazala
da postoje znacajne razlike izmedu populacija u koli¢inama svih alkana, N i 4 vrednosti (K-
W, p<0,001). Mann-Whitney-ev test je takode uraden, kako bi se identifikovale komponente

koje se razlikuju izmedu svakog para populacija. Najveéi broj alkana (C,-C,, C,-C, ) jasno

27

odvaja kontinentalne od (sub)mediteranskih populacija (Tabela 4.3).

Analiza glavnib komponentni (PCA)

Varijabilnost u sastavu detektovanih 14 alkana kod svih 240 individua je analizirana
koris¢enjem analize glavnih komponenti (PCA). Prve dve ose ove analize objasnjavaju 93,4 %
ukupne varijabilnosti (Slika 4.1.9). PCA pokazuje jasno odvajanje izmedu kontinentalnih
1 (sub)mediteranskih populacija. Kontinentalne populacije se karakteriSu znatno vecom
kolicinom najduzih detektovanih alkana (C

C,)

,» C;5) u odnosu na (sub)mediteranske koje su

bogatije nesto kracim alkanima (C,,,

. »
»
. e o
- i' .. ’ L ]
] " L W . 2%, .o i
g ; o ®i6 i ) 4
o 0o .
. ‘. s * . '.. * [ ]
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PC1 [85.1%)]

Slika 4.1.9. Scatter plot dobijen analizom glavnih komponenti relativnih kolic¢ina 14 alkana
kutikularnih voskova J. commmunis var. saxatilis; ® - mediteranske populacije, ® - kontinentalne
populacije (Rajcevi¢ et al., 2014)
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Hijerarhijska klaster analiza (HCA)

Dendogram dobijen HCA (Euklidianove distance, UPGMA), baziranom na prose¢nom
udelu svih 14 alkana (Slika 4.1.10a) pokazuje formiranje dve grupe na otprilike petnaestom
nivou (BS 100%): jedna koju cine sve kontinentalne populacije (Klada A) i ona koje ¢ine
(sub)mediteranske populacije (Klada B). Na otprilike devetom nivou cetiri visokopodrzane
klade se mogu razlikovati: Klada A (kontinetalne populacije), Subklada a koja se na Sestom
nivou deli na dve visokopodrzane klade: (Suva planina) i (Kopaonik-Stara planina). Klada B
((sub)mediteranske populacije): Subklada b populacije Velebit, Orjen, Durmitor; Subklada ¢

populacije Cvrsnica, Prenj; i Subklada d Biokovo, Mavrovo.

Ove cetiri subklade pokazuju prelaz iz pravih kontinentalnih u prave primorske
populacije, od onih sa duzom prosecnom duzinom lanca (IN) do onih sa kracom. Epikutiklarni

voskovi populacija iz subklade a se karakteriSu visokim kolicinama C_; i C , a niskom C, i

352

C,, alkana. Populacije subklade b se karakterisu relativno niskim kolicinama C,., a umerenim

352

C,,, C,, 1C,,. Epikutikularni voskovi kod populacija s#bklade ¢ su pokazali velike koli¢ine C; i

292
C,, aliiumerene C,, i C, . Konac¢no, subkladu d ¢ine populacije sa najmanjim koli¢inama C_; i

veoma malim koli¢inama C__, ali velikim C,iC

4.1.11).

150 4> U poredenju sa drugim populacijama (Slika

Diskriminantna analiza (DA)

Scatter plot (Slika 4.1.10b) dobijen diskriminantnom analizom (DA) je bio u saglasnosti
sa HCA. Prva diskriminantna funkcija objasnjava cak 85,3 % ukupne varijabilnosti, dok
druga objasnja 9,7% ukupne varijabilnosti. Nonakozan i tritriakontan su odgovorni za
najvedi deo varijabilnosti po prvoj osi, dok su hentriakontan i pentatriakontan po drugoj.
Diskriminacija sve cetiri grupe je statisticka znacajna. DA je pokazala jasno odvajanje
kontinentalnih populacija od (sub)mediteranskih. Sve kontinetalne populacije se grupisu na
osnovu relativnih kolicina C, C_, C, 1 C . dok se (sub)mediteranske grupisu na osnovu C_,

C,,1C,,. Iako su sve (sub)mediteranske populacije imale relativno veliku kolicinu C, |, mogu se

31°
razlikovati tri grupe: subklada b pokazuje intermedijerni karakter izmedu (sub)mediteranskih
i kontinentalnih populacija. Sta vise, pokazuje i inetermedijarni karakter izmedu subklada ¢ i
d. Populacije iz subklade ¢ su se tesno grupisale na scatter plot-u dok su populacije subklade d

pokazale najvecu varijabilnost, odnosno disperziju.
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Slika 4.1.10. a) Dendrogram dobijen klaster analizom (Euklidianove distance, UPGMA)
relativnih kolicina 14 alkana izolovanih iz kutikularnih voskova iglica [ communis var.
saxatilis; I - Kopaonik, IT - Suva planina, III - Stara planina, IV - Velebit, V - Biokovo,
VI - Otrjen, VII - Durmitor, VIII - Cvrsnica, IX - Prenj, X - Mavrovo (Rajcevi¢ et al.,
2014); b) Plot dobijen diskriminantnom analizom 14 alkana izolovanih iz kutikularnih
voskova iglica J. commmunis var. saxatilis: W Subklada a, @ Subklada b, o Subklada c,
# Subklada d (Rajcevi¢ et al., 2014)
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Regresiona analiza

Rezultati jednostavne linearne regresione analize (Tabela 4.7) pokazuju da dvanaest
od devetnaest bioklimatskih parametara imaju statisticki znacajnu korelaciju sa relativhim
kolicinama #-alkana kao 1 N 1 4 vrednostima. S druge strane, nagib terena i nadmorska visina

nisu pokazale statisticku znacajnu korelaciju ni sa jednim od pojedinac¢nih #-alkana.

Vecina bioklimatskih karakteristika je pokazala statisticki znacajnu korelaciju sa svim
n-alkanima, N i 4 vrednostima, ali samo nekoliko komponenti je bilo visoko korelisano
sa pojedinim bioklimatskim parametrima. Vecina bioklimatskih parametara vezanih
za temperaturu (srednja godiSnja temperatura, srednji dnevni opseg, izotermalnost i
najmanje i najvece temperature) nisu pokazale visoku korelaciju sa distribucijom #-alkana
u epikutiklarnim voskovima. Medutim, sezonalnost temperature (BIO4) je pokazala visoku
pozitivau korelaciju sa relativnim kolicnima C; i C,;, odnosno visoku negativnu korelaciju
sa svim kra¢im alkanima. Drugacije receno, §to je veca razlika izmedu letnjih i zimskih
tempertura, to su dominantniji duzi alkani. Dalje, srednja temperatura najtoplijeg kvartala

(BIO8) ima visoku pozitivou korelaciju sa najduzim alkanima (C,,, C,), i visoku negativnu

33?

korelaciju sa nesto krac¢im alkanima (C,,, C,, i kra¢im). Dakle, sto je visa srednja temperatura

31
u najvlaznijem kvartalu, to je veéa kolicina najduzih alkana u epikutiklarnim voskovima.
Srednja temperatura najsusnijeg perioda (BIO9Y) i najtoplijeg perioda (BIO10) pokazuju

suprotan trend.

S druge strane, sastav z-alkana je u visokoj korelaciji sa ve¢inom bioklimatskih
parametara vezanih za precipitaciju. Srednja godisnja koli¢ina padavina (BIO12) je imala

visoku pozitiviu korelaciju sa kracim alkanima (C,,, C,) i negativhu korelaciju sa duzim

297
alkanima (npr. C,)). Slican trend je evidentan i za kolicinu padavina u najtoplijem mesecu i

periodu, kao i kolic¢inu padavina u najhladnijem periodu (BIO13, BIO16, BIO19).

Za N 1 d vrednosti slican trend moze da se uoci. N vrednosti su pokazale visoku
pozitivnu korelaciju sa rasponom godis$nje temperature (BIO7) 1 srednjom temperaturom
najsusnijeg perioda (BIOY) 1 visoku negativnu korelaciju sa temperaturom najvlaznijeg perioda
(BIOS). Sta vie, korelacija izmedu precipitacije (BIO12, BIO15, BIO17) i N vrednosti je
negativna. Ove korelacije ukazuju da aridnost igra vaznu ulogu u prose¢noj duzini lanca
alkana epikutikularnih voskova. Kako je korelacija N i & bila izuzetno visoka i negativna

(R=-0,91; p<0,001), suprotni trend je uocen za d vrednost.
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Statisticki znacajna ali veoma mala negativna korelacija je pronadena izmedu srednje
duzine lanca i nadmorske visine, §to nije neocekivano s obzirom na to da populacije rastu na

priblizno slicnim nadmorskim visinama.

Pored pojedinacnih alkana, kao i N i 4 vrednosti, testirana je linearna zavisnost prve
ose analize glavnih komponenti (PC1), s obzirom na to da ona objasnjava diferencijaciju
kontinentalnih i (sub)mediteranskih populacija. Rezultati ove analize su dati u Tabeli 4.6 kao

i na Slici 4.1.12.

Da bi se sa vecom sigurnos$éu potvrdile dobijene korelacije uradeni su Mantelov 1
parcijalni Mantelov test. Mantelov test sa svim n-alkanima i svim bioklimatskim parametrima
je pokazao statisticki znacajnu ali umerenu korelaciju (R=0,47, p=0,0002). Kako bi se
iskljucio uticaj geografskog regiona i nadmorske visine, uraden je i parcijalni Mantelov test.
Korelacija varijabilnosti sadrzaja z-alkana i1 bioklimatskih parametara je testirana nakon
uklanjanja geografskog regiona (R=0,32; p=0,0002), nadmorske visine (R=0,46; p=0,0002) 1
kombinacijom obe (R=0,45; p=0,0002). Testirana je i korelacija varijabilnosti N i d parametara
sa bioklimatskim parametrima (R=0,32; p=0,0002). Nakon uklanjanja geografskog regiona

ova vrednost je samo neznatno opala (R=0,30; p=0,0002).

Slika 4.1.11. Prosecna kolicina cetiri
dominantna alkana epikutikularnih

voskova iglica [ communis var. saxatilis
a) subklada a, b) subklada b, c) subklada c,
d) subklada d.
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4.1.2.3 Juniperus deltoides

Univarijantne analize

Analiza varijanse (ANOVA) je uradena sa svih devet populacija |. de/foides uzimajuci
relativne kolicine svih 14 #-alkana kao i N i 4 vrednosti. Za one alkane kod kojih nije bila
normalna distribucija, koriS¢ene su log-transformisane vrednosti. Nadene su statisticki
znacajne razlike za sve ispitane 7-alkane (p<<0,005). Veéina ispitanih alkana (C,, C,,C, , C

C,, 1 C,) jasno odvaja kontinentalne od primorskih populacija (Tabela 4.4).

Analiza glavnib komponentni (PCA)

Varijabilnost u sastavu detektovanih 14 #-alkana kod svih 175 individua je analizirana
koris¢enjem analize glavnih komponenti (PCA). Prve dve ose ove analize objasnjavaju 75,6 %
ukupne varijabilnosti (Slika 4.13). PCA pokazuje jasno odvajanje izmedu kontinentalnih
1 primorskih populacija |. deltoides. Kontinentalne populacije se karakteriSu znatno vecom
koli¢cinom najduzih detektovanih alkana (C,,-C,,) u odnosu na primorske koje su bogatije

kra¢im alkanima (C,.-C ).

Kontinentalne populacije ! Primorske populacije

PC2 (9.3%)

PC1 (66.3%)

Slika 4.1.13. Scatter plot dobijen analizom glavnih komponenti (PCA) relativnih koli¢ina
14 alkana izolovanih iz epikutikularnih voskova |. deltoides: ® Kopaonik, « Magli¢, ® Pcinja,
e Rovinj, @ Senj, ® Krusevo, @ Devrske, ® Trogir, ® Makarska.
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Hijerarhijska klaster analiza (HCA)

Dendogram dobijen HCA (kvadrirane Euklidianove distance, UPGMA), baziranom
na prosecnom udelu svih 14 #-alkana (Slika 4.14) pokazuje formiranje dve grupe na otprilike
petom nivou: jedna koju cine sve kontinentalne populacije (Klada A) i jedna koje cine
primorske populacije (Klada B). Na otprilike treéem nivou pet visokopodrzanih klada se
mogu razlikovati: Klada A (kontinentalne populacije), Subklada a koju ¢ini populacija sa
Kopaonika 1 Subklada b koju ¢ine populacija sa Maglica 1 iz Pcinje. Klada B (primorske
populacije): Subklada ¢ populacija Rovinj; Subklada d populacije Senj 1 Devrske; 1 Subklada e
populacije Krusevo, Trogir, Makarska.

Diskriminantna analiza (DA)

Scatter plot (Slika 4.14) dobijen diskriminantnom analizom (DA) je u saglasnosti sa
HCA. Prva diskriminanta funkcija objasnjava ¢ak 87,4 % ukupne varijabilnosti i odvaja
sve individue u dve velike grupe: kontinentalne i primorske. Prva diskriminatna osa je
pod najveéim uticajem heptakozana i tritriakontana, dok je druga pod najvecim uticajem
pentatriakontana. Svih pet grupa u DA su statisticki visoko podrzane (p<0,05). Relativne
koli¢ine C_-C,_ su odgovorne za grupisanje kontinentalnih populacija na jednu stranu, a C,
i C,, za grupisanje primorskih na drugu. Na scatter plot-u se populacija sa Kopaonika odvaja
od populacija sa Maglica i iz Pcinje. S druge strane, primorske populacije su se grupisale u tri
klastera: populacije Senj i Devrske s jedne strane, i populacija iz Rovinja sa druge. Populacije
Krusevo, Trogir i Makarska se nalaze grupisane izmedu ova dva klastera. Populacija iz Rovinja

pokazuje najvecu varijabilnost odnosno ima najvecu distribuciju na scatter plot-u.
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Rezultati
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Slika 4.1.14. Dendrogram dobijen klaster analizom (kvadrirane Euklidianove distance,
UPGMA) relativnih koli¢ina 14 alkana izolovanih iz kutikularnih voskova iglica J. deltoides;
Klada A (kontinentalne): I - Kopaonik, IT - Magli¢, III - Pcinja; Klada B (primorske): IV -
Rovinj, V - Senj, VI - Krusevo, VII - Devrske, VIII - Trogir, IX - Makarska (Rajcevic et al.,

2014);

Function 2

Primorske populacije

[ ]
Kontinentalne populacije

Function 1

Slika 4.1.15. Scatter plod dobijen diskriminantnom analizom 14 alkana izolovanih iz
iglica J. deltodies. Grupe bazirane na grupama dobijenim iz HCA. Klada A (kontinentalne):
I - Kopaonik, IT - Magli¢, IIT - P¢inja; Klada B (primorske): IV - Rovinj, V - Senj, VI -
Krusevo, VII - Devrske, VIII - Trogir, IX - Makarska (Rajcevic et al., 2014)
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4.2 Terpeni

4.2.1 Hemijski sastav i varijabilnost terpena ispitivanih taksona

U etarskom uljuizabranih vrsta sekcije Juniperus sa Balkanskog poluostrva identifikovano
je preko 200 jedinjenja. Najvise jedinjenja je identifikovano u etarskom ulju iglica J. de/toides

(208), a najmanje kod J. macrocarpa (103).

Monoterpeni su dominantna grupa u sastavu etarskog ulja (61,6 — 75,2 %), $to je
karakteristika vrsta sekcije Juniperns (Otto & Wilde, 2001). Od monoterpena najzastupljeniji su
monoterpenski ugljovodonici (55,9 — 71,5 %), dok su oksigenisani monoterepeni pronadeni
samo u malom ukupnom procentu. Seskviterpeni (18,2 — 31,88 %) su takode dominantno
predstavljeni seskviterpenskim ugljovodonicima (11,8 — 26,1 %) (Tabela 4.7, Slika 4.2.2).
Etarsko ulje |. communis var. communis se karakterise najve¢im udelom monoterpena, i to pre
svega monoterpenskih ugljovodonika, dok se etarsko ulje J. communis var. saxatilis karakterise
izuzetno visokim udelom seskviterpena u odnosu na sva osta ulja. S druge strane, etarska ulja

. deltoides su pokazala najveci udeo diterpena od svih ispitivanih grupa.

71.50

64.73

80.00 - L
70.00 -
60.00

50.00 -
40.00 -

30.00 -

20.00 -
10.00

o - Yy

jee

Slika 4.2.1. Procentualna zastupljenost grupa jedinjenja u etarskom ulju iglica odabranih
vrsta sekcije Juniperus sa Balkanskog poluostrva: JCC - |. communis var. communis, JCS - |.
communis var. saxatilis, D - |. deltoides, JM - |. macrocarpa; MH - Monoterpenski ugljovodonici,
OM - Oksigenisani monoterpeni, SH - Seskviterpenski ugljovodonici, OS - Oksigenisani
seskviterpeni, D - Diterpeni, O - Ostala jedinjenja (¢ Tabela 4.7)
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Tri monoterepena, a-pinen, limonen i sabinen, su dominantna jedinjenja u sastavu
etarskog ulja. Zajedno, ova tri jedinjenja u proseku cine oko 51,5 % ukupnog sastava etarskog
ulja. U zavisnosti od vrste i lokaliteta, dominante komponente su se smenjivale. Pa tako, kod
etarskog ulja iglica |. commmunis var. communis dominantna komponenta je bila ili a-pinen, ili
sabinen, ili su pak obe komponente bile podjednako zastupljene. Kod J. communis var. saxatilis
je to uvek bio a-pinen, dok su se na drugom mestu smenjivali germakren D i sabinen, u
zavisnosti od lokaliteta. Kod |. deltoides su to bili a-pinen ili limonen, dok je u ispitivanoj

populaciji |. macrocarpa dominirao a-pinen.

Pored ovih jedinjenja, jos 24 jedinjenja ima srednje visok udeo (0,5 — 10 %) (sensu Von
Rudloff, 1975): (2E)-heksenal, a-tujen, kamfen, 3-pinen, mircen, 6-kar-2-en, p-cimen, 8-kar-
3-en, terpinolen, a-kopaen, (E)-kariofilen, y-murolen, germakren D, a-murolen, y-kadinen,
germakren B, kariofilen oksid, a-kadinol, manoil oksid, abietadien, 4-¢pi-abiteal i abietal.
Znacajan broj komponenti (73 - 90) je pronaden u tragovima (x<0,1%), i predstavlja u

proseku oko 2,2 % sastava etarskog ulja.

Tabela 4.7 Procentualna zastupljenost grupa jedinjenja u sastavu etarskog ulja iglica odab-
ranih vrsta sekcije Juniperus sa Balkanskog poluostrva

jcc Jcs JD JM

n=72 n=218 n=254 n=34
Broj detektovanih terpena 117 141 208 103
Zastupljenost”
Ukupno monoterpena 75.24 67.28 61.62 68.82
monoterpenski ngljovodonici 71.50 64.73 55.94 64.12
oksigenisani monoterpeni 3.74 255 5.68 4.70
Ukupno seskviterpena 20.76 31.88 27.16 18.19
seskviterpenski ugljovodonici 15.86 26.05 20.23 11.75
oksigenisani seskviterpent 4.90 5.83 6.94 6.44
Ukupno diterpena 1.37 1.01 6.37 6.32
diterpenski ugljovodonici 0.93 0.75 2.20 3.71
oksigenisani diterpeni 0.44 0.26 4.17 2.60
Druga jedinjenja® 1.02 1.04 1.67 2.21
Neidentifikovano 0.00 0.04 0.14 1.08
UKUPNO 98.39 99.16 96.96 96.62

JCC - J. communisvar. communis, JCS - J. communisvar. saxatilis, JD - |. deltoides, JM - |. macrocarpa,
9 Sadrzaj svake grupe jedinjenja komponente je dat kao procenat (srednja vrednost) ukupnog
sastava etarskog ulja

P alifati¢ni ugljovodonici, alifatiéni aldehidi i alkoholi, alifati¢ne kiseline i njihovi estri i alde-
hidi, aromaticni estti, alil aromati¢ni alkoholi, aril estri i aromati¢ne kiseline
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4.2.1.1 Hemijski sastav i varijabilnost terpena etarskog ulja iglica Juniperus

communis var. communis

U etarskom ulju J. commmunis var. communis je detektovano 117 jedinjenja, od kojih je 116
identifikovano. U tabeli 4.8 je prikazano 75 jedinjenja, Sto predstavlja 98,0 — 98,9 % ukupnog

sastava etarskog ulja. Komponente koje su bile prisutne sa manje od 0,05% nisu prikazane
u tabeli.

Monoterpeni su dominantna grupa u sastavu etarskog ulja (75,2 %), Sto je
karakteristika vrsta sekcije Juniperns (Otto & Wilde, 2001). Od monoterpena najzastupljeniji su
monoterpenski ugljovodonici (71,5 %), dok su oksigenisani monoterepeni pronadeni samo

u malom ukupnom procentu. Seskviterpeni (20,8 %) su takode dominantno predstavljeni

seskviterpenskim ugljovodonicima (15,9 %) (Slika 4.2.2).

73.39
68.32

80.00 -
70.00 -

60.00 -

50.00 -
40.00 - .
-y 5
30.00 - g
& a® B o -
20.00 - . - 0s

0.00 ~

T

Slika 4.2.2. Procentualna zastupljenost grupa jedinjenja u etarskom ulju iglica J. communis var.
communis: I - Deliblatska pescara, IT - Kopaonik, III - Suva planina, IV - Stara planina; MH
- Monoterpenski ugljovodonici, OM - Oksigenisani monoterpeni, SH - Seskviterpenski

ugljovodonici, OS - Oksigenisani seskviterpeni, D - Diterpeni, O - Ostala jedinjenja (¢
Tabela 4.8)
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Dva monoterepena, a-pinen i sabinen, su dominantna jedinjenja u sastavu etarskog ulja
. communis vax. communis. Zajedno, ova dva jedinjenja su u proseku cinila oko 55,0 % ukupnog
sastava etarskog ulja. Ove dve komponente su se smenjivale u zavisnosti od jedinke i populacije,
(R?=-0.9). Iako je odnos a-pinena i sabinena varirao od jedinke do jedinke, populacije su
pokazale trend ka dominaciji jednog od ova dva jedinjenja. Pored ovih jedinjenja, jos 25 ima
srednje visok sadrzaj (0,5 — 10 %) sensu Von Rudloff (1975): (2E)-heksenal, a-tujen, B-pinen,
mircen, 8-kar-3-en, a-terpinen, limonen, y-terpinen, terpinolen, terpinen-4-ol, 3-elemen, (E)-
kariofilen, 3-kopaen, a-humulen, germakren D, B3-selinen, biciklogermakren, germakren A,
y-kadinen, 8-kadinen, germakren B, germakren D-4-ol, 1 kadinol, «-kadinol i abietadien.
Znacajan broj komponenti (73) je pronaden u tragovima (x<0,1%), i predstavlja u proseku

oko 4,6% sastava etarskog ulja.

Profil glavnih komponenti u etarskom ulju osam populacija J. commmunis var. communis je

bio slededi:

Deliblatska pescara: a-pinen = sabinen >> limonen = mircen = germakren D >

germakren B = terpinen-4-ol > 8-kadinen;

Kopaonik: sabinen >> a-pinen >> limonen = mircen > germakren D = terpinen-4-

ol > a-tujen > germakren B = terpinolen;

Suva planina: a-pinen > sabinen >> limonen = germakren D > germakren B =

d-kadinen = terpinen-4-ol = [3-pinen;

Stara planina: a-pinen >> sabinen > limonen > germakren D > germakren B =

mircen > [-pinen = a-tujen;

137



Doktorska disertacija Rezultati
Tabela 4.8 Sastav etarskog ulja izolovanog iz iglica |. commmunis var. communis
No Jedinjenje g II 111 v
n=30 n=20 n=22 n=3
1 Hexanal 04+£03 02%£01 01x01 tr
2 (2E)-Hexenal 1.3£07 07£03 03x02 02x02
3 Tricyclene tr - tr -
4 a-Thujene 1.8£09 26£07 1510 1.7X£09
5 a-Pinene 27615 174+81 31.0+x17.3 38.8*8.7
6 Camphene 0201 02%x03 02%0.1 020
7 Verbenene tr tr 0.1%£0.2 -
8 Sabinene 244 +£126 378%£99 232%1506 196142
9 B-Pinene 14+03 12%x03 17%X03 17%03
10 Myrcene 38£08 41£07 32%£08 26%09
11 8-Car-2-ene 01+01 01%x01 02%02 0101
12 «-Phelandrene 04+03 05*05 05+x04 02%0.2
13 6-Car-3-ene 0306 01Xx01 0712 0405
14 o-Terpinene 0703 09%+03 0503 05%£03
15  p-Cymene 04+02 03+x01 02%0.2 tr
16  Limonene 40+20 43+18 53*41 54%6.3
17  (E)-B8-Ocimene 02+0.2 tr 0101 -
18  y-Terpinene 14+£07 17206 09%+006 1.0£05
19 ds-Sabinene hydrate 03+0.1 04+02 02%£02 02%01
20 Terpinolene 1.5£06 20x04 13%06 1.1£03
21  Linalool 0301 04%02 03x02 02%01
22 ¢s-Thujone - tr - -
23 as-p-Menth-2-en-1-ol 0.1+0.1 02%+0.1 tr -
24 trans-Pinocarveol 0.1%0 0.1+0.1 - -
25 trans-Verbenol tr tr tr -
26 Terpinen-4-ol 2613 32+12 18%£12 14102
27  a-Terpineol 0201 03x01 02x0.2 tr
28  Myrtenol tr tr tr -
29 Thymol, methyl ether - tr tr -
30  Bornyl acetate 03+0.1 0.2+ 0.1 0.3+ 0.1 0.5+ 0.4
31  Myrtenyl acetate - tr 02+02 04%04
32  «a-Cubebene 02*+04 03x04 03%x07 02%0.2
33  «a-Copaene 02+03 02%x02 0505 01X0.1
34 [-Bourbonene tr tr 0.1£0.1 tr
35 B-Elemene 05+02 0302 0706 0.7%0.1
36 (E)-Caryophyllene 11+£12 10+x12 12+11 0.5%+0.3
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nastavak. tabele 4.8
No Jedinjenje I? 11 111 v
n=30 n=20 n=22 n=3
37  B-Copaene 1.0+24 - - tr
38  y-Elemene - - 01+02 01=x01
39 o«-Humulene 09+08 08%+07 10x06 0.6%0.3
40  as-Cadina-1(6),4-diene 0.1 £0.1 tr tr -
41 trans-Cadina-1(6),4-diene tr tr 0.1 £0.1 -
42 y-Muurolene 03+x03 01%01 0.2+0.1 tr
43  Germacrene D 3625 33x20 52%24 41142
44  B-Selinene 0406 02%X01 02%02 05%0.6
45  trans-Muurola-4(14),5- 0101 02%x02 01%01 0.2+0.1
diene
46  Bicyclogermacrene 1.1£06 0805 09+04 1.0X£07
47  a-Muurolene 0503 04%+02 05%£07 03x0.1
48  Germacrene A 1.2+x07 0905 11x0.7 0.8x0.6
49  [-Curcumene - 03+04 -
50 y-Cadinene 0.8+0.7 0.6x0.9 0 0.3%0.1
51  6-Cadinene 21%+1.2 1.6 £ 1.1 21+1.2 1.5+04
52 ftrans-Cadina-1,4-diene 02103 -
53  «-Cadinene 0.1 £0.1 - - -
54 Elemol tr - tr tr
55  Germacrene B 28+26 20*x15 23+x28 3.6%x5.0
56  E-Nerolidol tr 01+03 02%03 tr
57  Germacrene D-4-ol 1.4 +£1.0 1.0x06 1.7%22 1.1£1.0
58  Spathulenol 02+02 03+x03 0101 0.2+0.1
59  Caryophyllene oxide 02+03 02x04 tr tr
60  B-Oplopenone tr tr tr tr
61 1-¢pi-Cubenol tr tr 0.3+0.5 tr
62 1 Cadinol 1.1+ 0.6 0.8 £0.6 0.7£0.5 09=*04
63  «-Muurolol (=Torreyol) 02+01 01X01 02%02 01X0.0
64  a-Cadinol 1.8+ 1.0 14+12 1.1+0.9 1.5+ 0.5
65  o-Bisabolol tr tr - -
66  Shyobunol 03+02 02%x02 02%£01 03%0.2
67  (2Z,6E)-Farnesol tr tr 0.1£02
68  Manoyl oxide 0.1 £0.1 02+£05 0.1 £0.1 tr
69  Abieta-8,12-diene tr tr tr 02+0.1
70  Abietatriene 0202 01x0.2 tr 0.4%0.1
71  Abietadiene 02+03 03*+05 03%X04 15%0.9
72 Sandracopimarinal tr tr tr -
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nastavak tabele 4.8
No Jedinjenje ? 11 111 v
n=30 n=20 n=22 n=3
73  4-epi-Abietal 02x01 01x01 tr tr
74 dehydro-Abietal tr - - tr
75  Abietal 0101 0203 tr 0.2+0.2
Monoterpenes 72.4 78.5 73.9 76.1
monoterpene hydrocarbons 68.3 734 70.7 73.6
monoterpenes oxygenated 4.1 5.2 3.2 2.5
Sesquiterpenes 23.1 17.7 22.7 19.5
sesquiterpene hydrocarbons 174 13.3 17.7 15.0
sesquiterpene oxygenated 5.7 44 5.0 4.0
Diterpenes 1.0 1.1 0.8 2.5
diterpene hydrocarbons 0.5 0.5 0.5 2.2
diterpene oxygenated 0.5 0.6 0.3 0.3
other” 1.8 1.0 0.6 0.7
TOTAL 98.2 98.4 98.0 98.9

I - Deliblatska pescara, II - Kopaonik, ITI - Suva planina, I'V - Stara planina;

9 Sadrzaj svake komponente je dat kao procenat (srednja vrednostt 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 predstavljena u tabeli; jedinjenja koris¢ena za statis-

ticku obradu su data masnim slovima;

¥ alifati¢ni ugljovodonici, alifaticni aldehidi i alkoholi, alifaticne kiseline i njihovi estri i alde-
hidi, aromati¢ni estri, alil aromati¢ni alkoholi, aril estri i aromati¢ne kiseline
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4.2.1.2 Hemijski sastav i varijabilnost terpena etarskog ulja iglica Juniperus

communis vat. saxatilis

U etarskom ulju J. communis var. saxatilis je detektovano 141 jedinjenja, od kojih je 140
identifikovano. U tabeli 4.9 je prikazano 121 jedinjenje, sto predstavlja 98,5 — 99,6% ukupnog

sastava etarskog ulja. Komponente koje su bile prisutne sa manje od 0,05% nisu prikazane
u tabeli.

Monoterpeni su dominantna grupa u sastavu etarskog ulja J. communis var. saxatilis
(67,3 %), sto je karakteristika vrsta sekcije Juniperus (Otto & Wilde, 2001). Od monoterpena
najzastupljeniji su monoterpenski ugljovodonici (64,7 %), dok su oksigenisani monoterepeni
pronadeni samo u malom ukupnom procentu. Seskviterpeni (31,9 %) su takode dominantno

predstavljeni seskviterpenskim ugljovodonicima (26,1 %) (Slika 4.2.3).

Slika 4.2.3. Procentualna zastupljenost grupa jedinjenja u etarskom ulju iglica J. commmunis
var. saxatilis: 1 - Velebit, IT - Biokovo, III - Prenj, IV - Durmitor, V - Kopaonik, VI -
Suva planina, VII - Stara planina, VIII - Mavrovo; MH - Monoterpenski ugljovodonici,
OM - Oksigenisani monoterpeni, SH - Seskviterpenski ugljovodonici, OS - Oksigenisani
seskviterpeni, D - Diterpeni, O - Ostala jedinjenja (¢. Tabela 4.9)

141



Doktorska disertacija Rezultati

Dominantno jedinjenje u sastavu etarskog ulja je a-pinen, koji u proseku ¢ini oko
50,4 % etarskog ulja. Druga dominantna komponenta je varirala izmedu populacija. U
submediteranskim populacijama germakren D (seskviterpen) je drugo najzastupljenije
jedinjenje (7,0 %), dok je u kontinentalnim populacijama to sabinen (17,2 %). Pored ovih
jedinjenja, jos 22 ima srednje visok udeo (0,5 — 10 %) sensu Von Rudloff (1975): a-tujen,
mircen, o-felandren, &-kar-3-en, limonen, terpinolen, terpinen-4-ol, B-elemen, sibiren,
(E)-kariofilen, a-humulen, 3-selinen, a-selinen, biciklogermakren, a-murolen, germakren A,
y-kadinen, 6-kadinen, germakren B, germakren D-4-ol, t-kadinol i a-kadinol. Znacajan broj
komponenti (82) je pronaden u tragovima (x<0,1%), 1 predstavlja u proseku oko 2,6% sastava

etarskog ulja.

Profil glavnih komponenti u etarskom ulju osam populacija J. communis var. saxatilis je

bio slededi:
Velebit: a-pinen >> germakren D = germakren A > B-elemen > limonen > B-selinen;
Biokovo: «-pinen >> germakren D > §-kar-3-en = limonen >4-kadinen > [3-pinen;
Prenj: a-pinen >> germakren D > 8-kar-3-en > 6-kadinene > limonen > [3-pinen;
Durmitor: a-pinen >> §-kar-3-en > germakren D > 8-kadinen = limonen = [3-pinen;
Kopanik: a-pinen > sabinen >> germakren D> mircene > limonen > germakren B;

Suva planina: o-pinen > sabinen >> germakren D> germakren B = mircen >

limonen;

Stara planina: o-pinen > sabinen >> germakren D> germakren D-4-ol = mircen >

d-kadinene = limonen;

Mavrovo: a-pinen > sabinen >> germakren D> limonen > germakren B > 8-kadinene.
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4.2.1.3 Hemijski sastav i varijabilnost terpena etarskog ulja iglica Juniperus

deltoides

U etarskom ulju J. deltoides je detektovano 208 jedinjenja, od kojih je 206 identifikovano.
U tabeli 4.10 je prikazano 116 jedinjenja, $to predstavlja 95,4 — 98,7% ukupnog sastava

etarskog ulja. Komponente koje su bile prisutne sa manje od 0,05% nisu prikazane u tabeli.

Monoterpeni su dominantna grupa u sastavu etarskog ulja J. deltoides (61,6%), $to je
karakteristika vrsta sekcije Juniperus (Otto & Wilde, 2001). Od monoterpena najzastupljeniji
su monoterpenski ugljovodonici (55,9 %), dok su oksigenisani monoterepeni pronadeni
samo u relativho malom ukupnom procentu. Seskviterpeni (27,2 %) su takode dominantno

predstavljeni seskviterpenskim ugljovodonicima (20,2 %) (Slika 4.2.4).

Slika 4.2.4. Procentualna zastupljenost grupa jedinjenja u etarskom ulju iglica J. de/toides: 1 -
Kopaonik, IT - Magli¢, III - Péinja, IV - Rovinj, V - Senj, VI - Krusevo, VII - Benkovac, VIII
- Devrske; IX - Konjevrate, X - Trogir, XI - Makarska, XII - Zanjice, XIII - Valdanos, MH -
Monoterpenski ugljovodonici, OM - Oksigenisani monoterpeni, SH - Seskviterpenski
ugljovodonici, OS - Oksigenisani seskviterpeni, D - Diterpeni, O - Ostala jedinjenja (¢
Tabela 4.10)
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Dva monoterepena, a-pinen i limonen, su dominantna jedinjenja u sastavu etarskog
ulja. Zajedno, ova dva jedinjenja su u proseku ¢inila oko 46,7 % ukupnog sastava etarskog
ulja. Pored ovih jedinjenja, jos 24 ima srednje visok udeo (0,5 — 10 %) sens# Von Rudloff
(1975): (2E)-heksanal, B-pinen, mircen, &-kar-3-en, p-cimen, #rans-verbenol, verbenon,
trans-karveol, a-kopaen, (E)-kariofilen, a-humulen, germakren D, a-kurkumen, o-murolen,
y-kadinen, 8-kadinen, a-kalakoren, kariofilen oksid, humulen epoksid II, t-kadinol, manoil
oksid, abietatrien, abietadien, abietal. Znacajan broj komponenti (90) je pronaden u tragovima

(0,05<x<0,1%), 1 predstavlja u proseku oko 3,0% sastava etarskog ulja
Profil glavnih komponenti u etarskom ulju trinaest populacija J. de/fodies je bio sledeci:

Kopaonik: pinen >> limonen >> §-kar-3-en > (E)-karofilen = 8-kadinen > abietadien

= manoil oksid = B-pinen

Magli¢: o-pinen >> limonen >> germakren D > (E)-kariofilen = §-kadinen > manoil

oksid = a-humulen

Péinja: a-pinen >> limonen >> germakren D = manoil oksid > (E)-kariofilen =

8-kadinen > a-humulen = 8-kar-3-en = kariofilen oksid
Rovinj: a-pinen = limonen >> germakren D > §-kadinen > mircen = 3-pinen
Senj: a-pinen = limonen >> §-kadinen > germakren D = 8-kar-3-en > (E)-kariofilen

Krusevo: limonen >> a-pinen >> 8-kadinen = manoil oksid > germakren D >

a-kalakoren

Benkovac: limonen >> a-pinen >> §-kadinen = germakren D > kariofilen oksid =

manoil oksid > y —kadinen

Devrske: : a-pinen = limonen >> kariofilen oksid = manoil oksid > (E)-kariofilen =

8-kadinen = germakren D = y —kadinen

Konjevrate: o-pinen > limonen >> germakren D > §-kadinen = (E)-kariofilen =

kariofilen oksid = manoil oksid

Trogir: : a-pinen = limonen >> §-kadinen > germakren D > (E)-kariofilen =y —

kadinen = kariofilen oksid = manoil oksid
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Doktorska disertacija Rezultati

Makarska: limonen > a-pinen >> kariofilen oksid > (E)-kariofilen >manoil okisd =

8-kadinen > germakren D = ar-kurkumen
Zanjice: a-pinen >> germakren D> limonen >> mircen = -pinen

Valdanos: o-pinen = limonen >> §-kar-3-en > germakren D > &-kadinen =

(E)-kariofilen > mircen = B-pinen
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4.2.1.4 Hemijski sastav i varijabilnost terpena etarskog ulja iglica Juniperus

macrocarpa

U etarskom ulju J. acrocarpaje detektovano 103 jedinjenja, od kojih je 101 identifikovano.
U tabeli 4.11 je prikazano 93 jedinjenja, sto predstavlja 96,6 % ukupnog sastava etarskog ulja.

Komponente koje su bile prisutne sa manje od 0,05% nisu prikazane u tabeli.

Monoterpeni su dominantna grupa u sastavu etarskog ulja (68,8 %) |. macrocarpa, $to je
karakteristika vrsta sekcije Juniperus (Otto & Wilde, 2001). Od monoterpena najzastupljeniji
su monoterpenski ugljovodonici (64,1 %), dok su oksigenisani monoterepeni pronadeni
samo u relativno malom ukupnom procentu. Seskviterpeni (18,2 %) su takode dominantno

predstavljeni seskviterpenskim ugljovodonicima (11,8 %) (Slika 4.2.5).

64.12

70.00 -

60.00 -

50.00 - -
MH
40.00 -

b h
0s
30.00 - .
oM

20.00 - . -

D
10.00 - )
0.00 - . ©

Trogir

Slika 4.2.5. Procentualna zastupljenost grupa jedinjenja u etarskom ulju iglica J. macrocarpa
(Trogir): MH - Monoterpenski ugljovodonici, OM - Oksigenisani monoterpeni, SH -
Seskviterpenski ugljovodonici, OS - Oksigenisani seskviterpeni, D - Diterpeni, O - Ostala
jedinjenja (¢ Tabela 4.11)
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Dominantno jedinjenje u sastavu etarskog ulja je a-pinen, koji u proseku ¢ini oko
55,5 % etarskog ulja. Druga dominantna komponenta je Germakren D. Pored ovih jedinjenja,
jo$ 25 ima srednje visok udeo (0,5 — 10 %) sezsz Von Rudloff (1975): 3-pinen, mircen, 8-kar-
3-en, B-felandren, a-kamfolenal, #ans-pinokarveol, #rans-verbenol, verbenon, (E)-kariofilen,
o-humulen, germakren D, y-kadinen, 8-kadinen, kariofilen oksid, B3-oplopenon, murola-
4,10(14)-dien-B-ol, a-cadinol, (6Z)-pentadecen-2-on, 2,3-dihidro-farnezol, (2E,67)-farnezol,
(2Z,6E)-tarnezol, manoil oksid, abietatrien, abietadien 1 abienol. Znacajan broj komponenti
(76) je pronaden u tragovima (x<0,1%), 1 predstavlja u proseku oko 3,7% sastava etarskog
ulja. Za razliku od etarskog ulja izolovanog iz J. commmunis i |. deltoides etarsko ulje populacije
J. macrocarpa iz Trogira se karakteriSe manjim udelom seskviterpena, i nesto jednostavnijim
sastavom. Dalje, nekoliko jedinjenja je do sada identifikovano samo kod ove vrste: 2,3-dihidro-
farnezol, (2E,6Z)-farnezol i abienol. Zanimljivo je da se limonen nalazi u izuzetno malim

kolicinama (0,2 £ 0,5 %) za razliku od J. deltoides sa istog lokaliteta (23,2 £ 9,7 %)

Profil glavnih komponenti u etarskom ulju populacije J. macrocarpa iz Trogira: a-pinen

>> germakren D > B-felandren > abietadien > (6Z)-pentadecen-2-on = [-pinen
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Tabela 4.11 Sastav etarskog ulja izolovanog iz iglica J. macrocarpa
Jedinjenje Trogit” Jedinjenje Trogit”
1 Hexanal 0.2+0.1 39 Cryptone 0.1+0.2
2 (2E)-Hexanal 0.3£0.4 40 «o-Terpineol 0.2+0.3
3 Tricyclene 0.2+£0.0 41 Myrtenol 0.3+0.2
4 a-thujene tr 42 Verbenone 0.6£0.7
5 «-pinene 55.5%13.6 43 Bornyl acetate 0.2+0.2
6  Fenchene tr 44  «-Cubebene 0.2£0.3
7 Camphene 0.3+£0.1 45 «-Copaene 0.2£0.2
8  Thuja-2,4(10)-diene 0.2+£0.1 46 B-Bourbonene 0.4+0.3
9  Sabinene 0.2+0.1 47 7-epi-Sesquithujene tr
10 B-Pinene 1.6£0.5 48 Sibirene 0.410.6
11 Myrcene 1.1£0.6 49 (E)-Caryophyllene 0.6£0.3
12 8-Car-2-ene 0.2+£0.1 50 B-Copaene tr
13 «-Phelandrene 0.3+0.3 51 a-Humulene 0.5+0.3
14 8-Car-3-ene 0.9+23 52 cds-Muurola-4(14),5-diene tr
15 o-Terpinene tr 53 y-Muurolene 0.4£0.3
16 p-Cymene 0.3+0.4 54 Germacrene D 6.0+4.0
17 Limonene 0.2+0.5 55 «-Muurolene 0.2+0.1
18 [3-Phelandrene 28125 56 Cuparene 1.2%1.0
19 y-Terpinene tr 57 &-Cadinene 0.910.6
20 p-Mentha-2,4(8)-diene tr 58 «-Cadinene tr
21 Terpinolene tr 59 «a-Copaen-11-ol tr
22 Cymenene tr 60 Germacrene B 0.4+0.4
23 Linalool tr 61 B-Calacorene 0.1+£0.2
24 p-Nonanal tr 62 1-a, 10-a-epoxy-amorph-4- tr
ene
25 1,3,8-p-Menthatriene tr 63 Caryophyllene oxide 0.5+0.4
26  trans-p-mentha-2,8-dien-1-ol tr 64 B-Copaen-4-a-ol 0.1+0.2
27 a-Campholenal 0.6£0.4 65 Salvial-4(14)-en-1-one 0.2£0.2
28  cs-p-Mentha-2,8-dien-1-ol 0.1+0.3 66 Humulene epoxide II 0.310.2
29 trans-Pinocarveol 0.5+0.3 67 B-Oplopenone 0.5+0.6
30 cs-Verbenol 0.1+0.2 68 Unknown 1 0.9+1.0
31  trans-Verbenol 0.9£0.7 69 Muurola-4,10(14)-dien-3-ol 0.5£0.5
32 Camphor 0.3+0.3 70 1-Cadinol 0.4+0.4
33 trans-Pinocamphone tr 71  a-Muurolol (=Torreyol) 0.2+0.1
34 Pinocarvone tr 72 oa-Cadinol 0.710.4
35 Borneol tr 73 cs-Calamenen-10-ol tr
36 p-Mentha-1,5-dien-8-ol 0.2+0.3 74 trans-Calamenen-10-ol 0.1+0.2
37 Terpinen-4-ol 0.2£0.2 75 (6Z)-Pentadecen-2-one 1.7+1.4
38 Cymen-8-ol tr 76 Germacra-4(15),5,10(14)- 0.4+0.3

trien-1-o-0l
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Rezultati

nastavak, tabele 4.11

77
78
79
80
81

82
83
84
85
86
87
88
89
90
91
92
93

Jedinjenje
2,3-dihidro Farnesol
(2E,6Z)-Farnesol
Unknown 2
(2Z,6E)-Farnesol
Sandracopimara-8(14),15-
diene
Manoyl oxide
ent-Rosa-,15-diene
Abieta-8,12-diene
Abietatriene
Abietadiene
Abieta-8(14),13(15)-diene
Abienol
Sanadracopimarinal
4-¢pi-Abietal
Methyl sanadracopimarate
dehydro-Abietal
trans-Totarol
Monoterpenes
monoterpene hydrocarbons
monoterpenes oxygenated
Sesquiterpenes
sesquiterpene hydrocarbons
sesquiterpene oxygenated
Diterpenes
diterpene hydrocarbons
diterpene oxygenated
other
unknown

TOTAL

Trogit”
0.7+0.7
0.5+0.6
0.2£0.2
1.2+1.2

tr

1.5+1.7
0.2£0.2
tr
0.9£0.7
2.1£1.8
0.2%0.2
0.7£0.5
0.2£0.1
tr
tr
tr
tr
66.0
64.1
4.7
18.2
11.8
6.4
6.3
3.7
2.0
2.2
1.1
96.6

“ Sadrzaj svake komponente je dat kao procenat (stednja 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 predstavljena u tabeli;

Y alifati¢ni ugljovodonici, alifaticni aldehidi i alkohol, alifati¢ne kiseline i njihovi estri i alde-

hidi, aromaticni estti, aromaticni alkoholi, atil estri i aromaticne kiseline
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4.2.2 Rezultati statisticke obrade ispitivanja terpena

Tokom staticke obrade, veéina komponenti je pokazala odstupanje od normalne
distribucije. Komponente koje su bile zastupljene u tragovima (x<0,1%), koji nisu imale
normalnu distribuciju i koje su bile medusobno visoko korelisane (77<0,7) nisu kotis¢ene u

daljoj statistickoj analizi.

Za statisticku analizu poredenja sastava etarskog ulja izmedu sva cetiri taksona
korisc¢eno je 27 jedinjenja: (2E)-heksenal, a-tujen, a-pinen, kamfen, sabinen, 3-pinen, mircen,
d-kar-2-en, a-felandren, 8-kar-2-en, p-cimen, limonen, terpinolen, a-kopaen, (E)-kariofilen,
y-murolen, germakren D, a-murolen, y-kadinen, 8-kadinen, germakren B, kariofilen oksid,

a-kadinol, manoil oksid, abietadien, 4-¢pi-abietal i abietal.

Analiza glavnib komponenti (PCA)

Analiza glavnih komponenti je pokazala jasno odvajanje J. communis s.l. od J. oxcycedrus s.1.
Stavise, PCA analiza je pokazala i blago odvajanje |. communis var. communis od J. communis
var. saxatilis. Sire uzorkovanje na Balkanskom polustrvu J. commmunis vax. communis bi svakako

doprinelo boljoj rezoluciji. S druge strane, J. deltoides se takode nesto slabije odvaja od

o Slika 4.2.6. Scatter plot do-
* Ve
: e e +  bijen analizom glavnih kom-
* * . ’
o NS e . . .
ot Rt . ponenti (PCA) relativnih
e Nt - M N -
. . :?f'é 3 .:.-{ My Y . kolicina 27 terpena izolova-
2.0 * 2 o * 15 o 20 25 . . ..
Sianetfeme te T naih iz etarskog ulja iglica:
N LIRS
Lo e . ® - | communis var. communis,
MY . ..
. et W - | communis vat. saxatilis,

& - | deltoides,

A - | macrocarpa

Companent 1
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J. macrocarpa, iako je po sastavu etarskog ulja J. macrocarpa bliza J. communis var. saxatilis nego
. deltoides. Svakako treba voditi racuna da su za analizu glavnih komponenti koris¢ene samo
one komponente koje su bile zastupljene sa prosecno najmanje 0,1% u svakoj od ispitivanih
grupa, tako da veliki broj jedinjenja koji se nalazi ekskluzivno samo kod jedne grupe nije

uziman u obzir u ovoj analizi.
Hijerarhijska klaster analiza (HCA)

Klaster analiza (Slika 4.2.7a) je pokazala prilicno konzistentno grupisanje, gde su
gotovo sve populacije J. deltoides (izuzev populacije Zanjice) grupisane u jednu kladu, Kladu A.
Takode, doslo je do grupisanja svih populacija J. comzmunis u jednu kladu, Kladu B. Zanimljivo
je da se J. macrocarpa i u ovoj analizi grupise sa primorskim populacijama J. communis var.
saxatilis. Razdvajanje na ove dve klade je u skladu sa realtivnim koli¢inama o-pinena, sabinena
1 limonena. Klada A je bogata limonenom 1 ima umerene kolicine a-pinena. Klada B, se u
odnosu na relativne kolic¢ine sabinena deli na dve subklade: subkladu a (>15%) 1 subkladu b

(<10/0).

Diskriminantna analiza (DA)

Diskriminantna analiza je pokazala odvajanja svih taksona u Cetiri diskretne grupe
(Slika 4.2.7b, c). Na jednoj strani se odvaja J. deltoides, ¢ije se etarsko ulje karakterise visokim
udelom limonena, dok se na drugoj mogu razlikovati J. wacrocarpa (x-pinen), kao i klaster koju
cinu . communis s.1. (sabinen). lako se . commmunis var. communis i |. communis var. saxatilis nalaze
blisko jedna u odnosu na drugu, ipak postoji jasno grupisanje jednog i drugog taksona, pre
svega na osnovu kolicina sabinena, kojeg u proseku ima znatno manje kod J. communis var.

saxatilis.
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a0+

504

Euclidean Distance, UPGMA

70

a0+

90

100~

(©)

Axis 2 [14.67%)]

4.8

Axis 1 [79.51%]

Slika 4.2.7. a) Dendrogram dobijen klaster analizom (Euklidianove distance, Ward-ova
metoda) srednjih relativnih kolicina 27 terpena etarskog ulja iglica odabranih vrsta sekcije
Juniperus sa Balkanskog poluostrva: JCC - J. communis var. communis, JCS - J. communis var.
saxatilis, YD - |. deltoides, JNL - |. macrocarpa (za detaljnije informacije o lokalitetima ¢f. Tabela
3.1); b) eigenvektor: diskriminantne analize; c) ® - . commmnis var. communis, W - |. communis var.
saxatilis, ® - |. deltoides, A - J. macrocarpa.
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4.2.2.1. Juniperus communis var. communis

Vedina komponenti iz etarskog ulja . commmunis var. communis je pokazala odstupanje
od normalne distribucije. Komponente koje su bile zastupljene u tragovima (x<0,1%), koji
nisu imale normalnu distribuciju i koje su bile medusobno visoko korelisane (#<0,7) nisu
koriscene u daljoj statistickoj analizi. Jedinjenja koja su koris¢ena u statistickoj analizi su

oznacena masnim slovima u Tabeli 4.8.

Analiza glavnib komponenti (PCA)

Analiza glavnih komponenti je pokazala preklapanje svih populacija (Slika 4.2.8a).
Samo dve komponente opisuju gotovo sveukupnu varijabilnost uzorka: a-pinen na prvoj
osi (99,7 %) i limonen (85,6 %) na drugoj. Nekoliko drugih komponenti je pokazalo
izuzetno slab uticaj na prvu i drugu osu glavnih komponenti (germakren D, germakren B,

germakren D-4-ol, 8-kadinen). Prve dve ose objasnjavaju 93,0 % ukupne varijabilnosti.

Hijerarbijska klaster analiza (HCA)

Klaster analiza (Slika 4.2.8b) je pokazala grupisanje u odnosu na dominantu
komponentu (BS 100%), i relativhu geografsku korelaciju, odvajajuéi mezijske populacije
od Kopaonika. Iako PC analiza nije ukazala na odvajanje diskretnih grupa, klaster analiza, za
koju su koris¢ene srednje vrednosti relativne zastupljenosti svake komponente, je pokazala
blize grupisanje populacija sa prosecno veéim udelom o-pinena u odnosu na sabinen, pa

samim tim i jako odvajanje populacije sa Kopaonika od ostalih populacija.

Diskriminantna analiza (DA)

Diskriminantna analiza je pokazala odvajanja svih jedinki u tri diskretne grupe
(Slika 4.2.8c). Na jednoj strani nalazi se populacija sa Kopaonika koja se karakerise visokim
udelom sabinena u etarskom ulju 1 niskim udelom o-pinena, na drugoj populacija sa
Deliblatske pescare koja imaju gotovo podjednake kolic¢ine a-pinena i sabinena, i na trecoj
strani populacije sa Suve i Stare planine, sa jedinkama ¢ije je ulje bogato a-pinenom a

siromasno sabinenom.
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Slika 4.2.8. a) Scatter plot dobijen analizom glavnih komponenti (PCA) relativnih kolicina

36 terpena izolovana iz etarskog ulja iglica |. communis var. communis.

- Deliblatska pescara,

A - Kopaonik, @ -Suva planina, @ - Stara planina, (¢ Tabela 4.8); b) Dendrogram dobijen
klaster analizom (Euklidianove distance, UPGMA) koli¢ina 36 terpena etarskog ulja iglica
. communis vax. communis; 1 - Deliblatska pescara, II - Kopaonik, ITI - Suva planina, IV - Stara
planina; ¢) Plot dobijen diskriminantnom analizom 36 terpena izolovana iz etarskog ulja

iglica . commmnis var. communis;

- Deliblatska pescara, A - Kopaonik, ® -Suva i Stara planina;
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4.2.2.2. Juniperus communis var. saxatilis

Vecdina komponenti iz etarskog ulja . communis var. saxatilis je pokazala odstupanje
od normalne distribucije. Komponente koje su bile zastupljene u tragovima (x<0,1%), koji
nisu imale normalnu distribuciju i koje su bile medusobno visoko korelisane (#<0,7) nisu
koriscene u daljoj statistickoj analizi. Jedinjenja koja su koris¢ena u statistickoj analizi su

oznacena masnim slovima u Tabeli 4.9.

Analiza glavnib komponenti (PCA)

Analiza glavnih komponenti je pokazala odvajanje dve grupe: submediteranske
(Velebit, Biokovo, Prenj, Durmitor) i kontinentalne (Kopaonik, Suva planina, Stara planina,

Mavrovo) (Slika 4.2.9). Submediteranske populacije su imale etarska ulja kojima dominiraju
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Slika 4.2.9. Scatter plot dobijen «*
analizom glavnih komponenti (PCA)
relativnih kolicina 22 terpena izolovana >

1z etarskog ulja iglica J. commmnis var.
saxatilis: A - Velebit, ® - Biokovo, @ - Prenj, ® - Durmitor, ® - Kopaonik, © - Stara planina, m
-Suva planina, ¢ - Mavrovo (¢ Tabela 4.9)
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a-pinen 1 8-kar-3-en, dok je sabinen kod svih kontinentalnih populacija bio visok. Prve dve
ose objasnjavaju 87,1 % ukupne varijabilnosti. Najvedi uticaj na prve dve ose analize glavnih

komponenti imaju tri dominantne komponente: sabinen, a-pinen i 8-kar-3-en.
Hijerarbijska klaster analiza (HCA)

Klaster analiza (Slika 4.2.10) je pokazala visoku geografsku korelaciju, odvajajuci
submediteranske (zapadne) i kontinentalne (centralne) populacije na Balkanu. Sta vise,
populacije koje su geografski bize pokazuju sli¢niji profil terpena, pa se i grupisu u iste

subklade.

Diskriminantna analiza (DA)

Diskriminantna analiza je pokazala odvajanje svih jedinki u tri grupe (Slik 4.2.11). Na
jednoj strani nalaze se populacije sa jedinkama cije je ulje bogato sabinenom (Kopaonik,
Suva planina, Stara planina, Mavrovo), a na drugoj dve grupe kojima je zajednicko nizak
relativni udeo sabinena i visok udeo a-pinena (42,3 — 46,5 %). Poslednje dve grupe su se
odvoijile na populacije bogate 8-kar-3-enom (Biokovo, Prenj, Orjen) i populaciju sa Velebita
¢ije je ulje bogatom germakrenom A. Populacija sa Durmitora je imala najvecu relativou
kolicinu &-kar-3-ena (11,7 %) 1 na osnovu ove komponente moguce je odvojiti je na trecoj
diskriminantnoj osi. S druge strane, etarska ulja populacija centralnog dela Balkanskog
poluostrva se karakterisu nesto nizim udelom a-pinena (33,0 — 40,7 %) ali ve¢im udelom
sabinena (12,9 — 22,0 %). Iako analiza glavnih komponenti nije uspela da diferencira
individue iz ove cetiri populacije, DA je pokazala odvajanje populacija iz Mavrova na trecoj
diskriminantnoj osi. Izdvajanje po trecoj osi ove populacije je najveéim delom bazirano na

kolicinama terpinen-4-ola.
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Slika 4.2.10. Dendrogram dobijen klaster
analizom  (kvadrirane =~ Mahalanobijeve
distance, UPGMA) kolicina 22 terpena
etarskog ulja iglica J. communis var. saxatilis ;
Klada A (submediteranske): I - Velebit, IT -
Biokovo, III - Durmitor, IV - Prenj; Klada
B (kontinentalne): V - Kopaonik, VI - Suva
planina, VII - Stara planina, VIII - Mavrovo
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Slika 4.2.11. Plot dobijen
diskriminantnom analizom 22 terpena
izolovana iz etarskog ulja iglica
A - Velebit,

e - Biokovo, @ - Durmitor, ® - Prenj; m

. communis var. saxatilis

- Kopaonik, m - Suva planina, = - Stara
planina, ¢ - Mavrovo; a) prva i druga
diskriminantna osa (71,6%), b) prva i
trea diskriminantna osa (64,9%), c)

prva, druga i treca diskriminantna osa

(91,7%)
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4.2.2.3. Juniperus deltoides

Vecina komponenti etarskog ulja . deltoides je pokazala odstupanje od normalne
distribucije. Komponente koje su bile zastupljene u tragovima (x<0,1%), koji nisu imale
normalnu distribuciju i koje su bile medusobno visoko korelisane (+*<0,7) nisu kotiscene
u daljoj statistickoj analizi. Jedinjenja koja su koriscena u statistickoj analizi su oznacena

masnim slovima u Tabeli 4.10.

Inicijalna PCA analiza sa 21 terpenom i cetiri populacije (Kopanik, Magli¢c, Pcinja,
Benkovac) je pokazala preklapanje izmedu svih lokaliteta, pa su uradene klaster analiza
(kvadratne Euklidianove distance, nearest-neighbonr metod) 1 diskriminantna analiza (Rajcevi¢
et al., 2013). Rezultati su pokazali odvajanje populacije iz Benkovca od populacija iz Srbije,
1 visoku geografsku korelaciju (Slika 4.2.12). Rezultati inicijalnih testova su posluzili kao
osnova za dalje istrazivanje, koje je obuhvatilo dodatnih 7 populacija na Jadranu, od Rovinja

do Valdanosa (Rajcevic et al., 2015).

(a) 2+ (b) axis 2 (24.89%)
16+
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Slika 4.2.12. a) Dendrogram dobijen klaster analizom (nearest-neighbor metod, kvadrirane Eu-
klidianove distance) sadrzaja 21 terpena iz cetiri populacije J. deltoides; b) Diskriminantna
analiza sastava etarskog ulja Cetiri populacije J. deltoides; m - Kopaonik, A - Magli¢, e - P¢inja,
m - Benkovac (Rajcevi¢ et al., 2013)

Analiza glavnib komponenti

Analiza glavnih komponenti je pokazala preklapanje svih lokaliteta. Prve dve ose

objasnjavaju 77,9 % ukupne varijabilnosti. Iako nije pokazala odvajanje lokaliteta, analiza
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glavnih komponenti je pokazala odvajanje svih jedinki u dve grupe na bazi koli¢ina a-pinena
ilimonena (Slika 4.2.13). Pored ove dve komponente, jos nekoliko je pokazalo umereni uticaj
na odvajanje uzoraka na prve dve ose: ((E)-kariofilen, germakren D, 6-kadinen, kariofilen

oksid).

o —Pinene

PC2 (17 20)
LX)

-3.2

-4.0-

PC1 [60.69%]
Slika 4.2.13. Scatter plod analize glavnih komponenti (PCA) izabranih terpena etarskog ulja
iglica J. deltoides: m - bogate limonenom, ® - bogate a-pinenom.

Hijerarbijska klaster analiza (HCA)

Hijerarhijska klaster analiza sa svim jedinkama (nije prikazana) je pokazala formiranje
dve klade u zavisnosti od kolicine a-pinena. Klada A sa veéim kolicinama o-pinena je
obuhvatila ve¢inu jedinki sa centralnog dela Balkanskog poluostrva i do "4 isto¢no-jadranskih
populacija. Klada B, (sa jedinkama kod kojih je koli¢ina a-pinena bila manja od 25,0 %) se
dalje deli na dve subklade, u zavisnosti od kolic¢ine limonena, subklada a (limonen < 30,0 %) i
subklada b (limonen > 30,0 %). Na osnovu klaster analize, sve jedinke su podeljene u tri grupe

(potencijalna hemotipa).
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Za razliku od inicijalne klaster analize (Slika 4.2.12a) koja je pokazala visoku geografsku
korelaciju, odvajajuéi jednu primorsku populaciju od tri populacije sa kontinentalnog dela
Balkanskog poluostrva, klaster analiza koja je obuhvatila svih trinaest lokaliteta je pokazala
nesto manju geografsku korelaciju, 1 formiranje Cetiri klastera. Populacije sa slicnim profilom
(koje su imale slican udeo jedinki sva tri predlozena hemotipa) su se grupisale u iste klade.

Detaljniji prikaz rezultata klaster analize bice dat kasnije (Slika 4.2.14).
Apnaliza varjanse (ANOLA)

Bazirajudi se na rezultatima PCA i HCA, uradena je analiza varijanse (ANOVA) sa
post-hoc testom (LSD, p<0,05) kako bi se utvrdilo postojanje razlika izmedu ovih grupa. Grupe
su definisane u odnosu na koli¢inu a-pinena i1 limonena. Formirane su tri grupe (hemotipa):

a-pinenski, o-pinen/limonenski i limonenski (Tabela 4.12).

Za ovu analizu koriséene su samo komponente srednje i visoke zastupljenosti (x>0,1%).
ANOVA je pokazala statisticki znacajno odvajanje izmedu sve tri grupe u odnosu na vecinu
komponenti (31 od 35). Uraden je i LSD test da bi se testirala razilika izmedu svakog para
grupa. Ona je pokazala statisticki zna¢ajno odvajanje sva tri hemotipa: a-pinenski i a-pinen/
limonenski tip se razlikuju u odnosu na udeo veéi deo jedinjenja, od kojih su a-pinen,
limonen, (E)-kariofilen, 8-kadinen, kariofilen oksid, monil oksid i abietal najznacajniji.
a-pinen/limonenski tip se od limonenskog razlikuje takode u vecem broju jedinjenja, od
kojih su najznacajniji limonen, (E)-kariofilen, germakren D, kariofilen oksid i monil oksid.
Dok se a-pinenski i limonenski tip razlikuju, izmedu ostalih, i na osnovu a-pinena, limonena,

(E)-kariofilena, germakrena D, 8-kadinena i abietala.

Diskriminantna analiza (DA)

Diskriminantna analiza bazirana na tri predlozena hemotipa je takode uradena. Rezultati
DA su potvrdili jasno odvajanje tri predlozena hemotipa (Slika 4.2.15). Prva osa objasnjava
74,8 % ukupne varijabilnosti. Pored dve komponente koje najvise uticu na odvajanje ove tri
grupe, izdvaja se jos sest komponentni koji doprinose njthovom odvajanju: kariofilen oksid,

8-kar-3-en, 8-kadinen, manoil oksid, germakren D.
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IX NEvHE IV VI v

Euclidean Distance, UPGMA

X X1 VXX

Slika 4.2.14. Dendrogram dobijen
klaster — analizom  (Euklidianove
distance, UPGMA) sadrzaja terpena
trinaest populacija J. deltoides;

W - limonenski tip,

W - a-pinenski tip,

m - a-pinen/limonenski tip;

I - Rovinj, II - Senj, IIT - Krusevo,
IV - Benkovac, V - Devrske, VI
- Konjevrate, VII - Trogir, VIII -
Makarska, IX - Zanjice, X - Valdanos,
XI - Pcinja, XII - Kopaonik, XIII -
Maglic;

Pie chart ucestalosti tri hemotipa po
populaciji je dat iznad dendrograma

T
48 36 24

Avis 1

Slika 4.2.15. Scatter plod diskriminantne analize sastava etarskog ulja iglica |. deltoides:
m - limonenski tip, ® - a-pinenski tip, 4 - a-pinen/limonenski tip.
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Tabela 4.12 Poredenje 35 izabranih jedinjenja izmedu tri hemotipa etarskog ulja J. de/toides

No. Jedinjenje

1  Hexanal

2  o-Pinene

3 Camphene

4  B-Pinene

5  Myrcene

6  o-Phelandrene

7  6-Car-3-ene

8  p-Cymene

9 Limonene

10 #rans-Pinocarveol
11 trans-Verbenol
12 Pinocarvone

13 Terpinen-4-ol
14 Cymen-8-ol

15 (E)-Caryophyllene
16 Germacrene D
17  ar-Curcumene
18 B-Alaskene

19  «-Muurolene
20 B-Curcumene
21 y-Cadinene
22 6-Cadinene
23 a-Copaen-11-ol
24 o-Calacorene
25 [-Calacotrene
26 Caryophyllene oxide
27  Cedrol
28 1 Cadinol
29  «-Cadinol
30 Cadalene
31 Manoyl oxide
32 Abietatriene
33  Abietadiene
34 4-epi-Abietal
35 Abietal

P

*
skeksk
)Rk
kR
)k

kK

kkk

kkok

$okok
ok
s$okok
sokok
$okok

kkok

ook

sk

sKokok
*kskk
Kokok
$okok
$okok
*skk
*okok
ook
ook
ook
*skk

kokk

kokk

kokk

a-pinenski tip

0.5%0.5
41.3%£7.5
0.3£0.1
2.0£0.9
1.6+0.8*
0.4+0.4°
2.1£3.8°
0.4+0.4
13.24+6.3
0.5+0.4*
1.0+1.1
0.240.2"
0.2£0.1
0.2£0.3
2.8%3.6
5.914.2¢
0.6+1.4*
0.1+0.2*
0.4+0.5*
0.2£0.7%
1.6+1.0°
2.6x1.8
0.2£0.3
0.3£0.3
0.1£0.2
1.21+1.6*
0.2£0.3
0.4£0.2°
0.3£0.2°
0.1£0.2?
2.1+1.7*
0.4+0.4
1.0+1.2°
0.3+£0.4*
0.620.5

o-pinenski/
limonenski tip
0.3£0.4
17.318.0°
0.2£0.2
1.3+0.6*
1.2+0.7°
0.5%0.4*b
3.715.4
0.7£0.6
16.4%5.5
0.4£0.3
0.6x0.7%
0.2+0.2%>
0.31£0.3*
0.4%0.5*
4.4+42
5.2+3.9°
1.0+1.5°
0.31£0.3
1.0£1.2
0.4£1.3*
2.3%1.6
4.413.8°
0.4£0.5*
0.8£0.9?
0.4£0.4*
4.2+4.7
0.5%0.5
0.7£0.4
0.4%0.3
0.5%0.7
3.713.4
0.7£0.7
1.4+1.5°
0.3£0.4
1.0£0.7

limonenski tip

0.4+0.3*
18.717.1*
0.2£0.1*
1.6+1.0°
1.9+2.4°
0.6+0.5*
2.3+3.7*
0.8+0.6*
31.6%6.0
0.4£0.2
0.5+0.5*
0.1£0.1*
0.3£0.2
0.3+0.5*
1.8+2.2
3.912.3
0.7+1.5*
0.2+0.2*
0.4+0.2*
0.3£1.0°
1.8+0.8
4.2+2.2°
0.4£0.4°
0.7£0.6
0.4£0.5
1.6+2.4
0.3£0.3
0.5£0.2°
0.2£0.1
0.3%£0.3*
2.51+2.6
0.5+0.4
1.1+1.2+
0.2£0.2
0.910.6

p: nivo znacajnosti ANOVA (¥¥* p<0.01, ** »<0.02, * p<0.05); *" - grupe prema LSD testu
koje se statisticki ne razlikuju; kolic¢ine jedinjenja su date kao srednje vrednosti = SD; jedinjenja
koja su uvek bila ispod 0,5% i nisu pokazala statisticki znacajnu razliku nisu prikazana u tabeli
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4.3 Hloroplastne sekvence

4.3.1 PCR amplifikacija i sekvenciranje target regiona

Cetiri od est testiranih hloroplastnih regiona je uspesno PCR amplifikovano kod
ispitivanih  predstavnika roda Jumiperus. Regioni trnCEND-trnDCVO,  prul AN -frpFGAY,
trnGEYO-trnS Y 7 pshbA-trnHCY), koji su i ranije ispitivani kod ovog roda, su uspesno PCR

amplifikovani, dok je amplifikacija regiona rp/32-trnL.") i 3°rps16-5’#r#K bila neuspesna.

Kompletne sekvence regiona #zLY-rnF @Y su generisane kod 46 od 49 individua
(94%), regiona psbA-trnH " kod 121 individue od 134 (90%), regiona #nGUYO-zrnS©D
kod 113 individua od 129 (88%), dok su kompletne (64) ili parcijalne (5) sekvence regiona
trnCED-rpDCYO genetisane kod 69 od 86 individua (80%), sto je predstavljeno u Tabeli

4.13.

Tabela 4.13 Spisak individua i taksona, sa rezultatima utvrdivanja primarnog redosleda nu-
kleotida za 129 individua sekcije Juniperusi5 individua J. sabina sa Balkanskog poluostrva.

Takson Lokalitet D9 trnC-trnD psbA-trnH trnG-trnS  trul-trnF
F Fil F2 R IF R9
. commmunis ~var. communis  Deliblato 2 f + + + + + + + +
. communis var. communis  Deliblato 3 m + + + o+ + + + +
. commmunis ~var. communis  Deliblato 4 £ + + + + + + + +
. communis var. communis  Deliblato 5 m + + - + + + + _
J. commmunis ~var. communis  Deliblato 6 m - - - - + + _ _
. communis ~var. communis  Kopaonik 1 £ + + + + + + + +
. communis ~var. communis  Kopaonik 2 £ - - - - - - + -
. communis ~var. communis  Kopaonik 3 m - - - - - - + -
. communis var. communis  Kopaonik 4 m + + + + + + + +
. commmunis ~var. communis  Kopaonik 5 m + + + - + + + +
. commmnis ~var. communis  Kopaonik 6 m - - - - + + + -
. commmunis ~ar. communis  Mavrovo 1 m + + + - + + + +
. commmunis ~ar. communis  Mavrovo 2 m - - - - + + - _
. commmunis ~ar. communis  Mavrovo 3 m + + - + + + + -
. commmunis ~ar. communis  Mavrovo 5 m + + + + + + + -
. commmunis ~var. communis  Mavrovo 6 m - - - - - - + -
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Takson Lokalitet b trnC-#rnD PsbA-trnH trnG-trnS  trul-trnF

F Fil Fi2 R E R

. commmunis ~var. communis  Neretva 1 m + + + + + + + -
| communis var. communis  Neretva 2 m + + + - + + + _
. commmunis ~var. communis  Neretva 3 m + + + + + + —+ -
. commmunis ~var. communis  Neretva 4 m + + - - + - + -
. commmunis ~var. communis  Neretva 5 f - - - - + + —+ _
. communis var. communis  Slunj 1/ + + + + + + + _
. communis ~vax. communis  Slunj 2/ - - - - + + + _
. communis var. communis  Slunj 3/ - - - - + + + -
. communis ~var. communis  Slunj 5 / - - - - + + + .
. commmunis ~var. communis  Slunj 6 / + + + o+ + + + +
J. communis var. communis  Suva planina 1+ + + + + + + -
. communis var. communis  Suva planina 2 f + + + + + + + _
J. communis var. communis  Suva planina 3 f - - - - + + + -
. communis var. communis  Suva planina 4 f - - - - + + - -
J. communis var. communis  Suva planina 5 £ 4+ + + 4+ - - + -
J. communis ~var. intermedia Mavrovo 1 m + + + + + + + +
. communis var. intermedia Mavrovo 2 m + + + + + + + +
. communis var. intermedia Mavrovo 3 m + -+ + + + + + +
. communis var. intermedia Mavrovo 4 m + + + + + + + -
. communis var. intermedia Mavrovo 5 m + + + + + + + -
. commmunis var. saxatilis  Biokovo 1 f - - - - + + + -
J. communis var. saxatilis ~ Biokovo 2 f + + + + + + + +
J. communis var. saxatilis ~ Biokovo 3 f - - - - + + + -
. commmunis var. saxatilis  Biokovo 4 m + + + + + + + -
. commmunis var. saxatilis ~ Biokovo 5 m + + + + + + + _
. communis var. saxatilis  Kopaonik 1 m + + + + + + + -
J. communis var. saxatilis  Kopaonik 2 f + + + + + + + -
. communis var. saxatilis  Kopaonik 4 m - - - - - - + -
. communis var. saxatilis  Kopaonik 5 m - - - - - - + -
. communis var. saxatilis  Kopaonik 6 m + + + + + + + _
. commmunis var. saxatilis  Mavrovo 1 m + + + + + + + -
J. communis var. saxatilis ~ Mavrovo 2 m - - - - + + + -
J. commmunis ~var. saxatilis  Mavrovo 3 m - - - - + - + -
J. communis var. saxatilis ~ Mavrovo 5 m - - - - + + + -
. communis var. saxatilis ~ Mavrovo 6 m + + + + + + + -
. commmnis var. saxatilis  Prenj 1 m - - - - + + + -
. communis var. saxatilis  Prenj 2 f - - - - + + + _
J. commmunis var. saxatilis  Prenj 3 m + + + + + + + -
. communis var. saxatilis ~ Prenj 4 f + + + 4+ + + + -
. commmunis var. saxatilis  Prenj 5 f + + + 4+ + + + -
. communis var. saxatilis Oftjen 1/ + + + + + —+ + -
. communis var. saxatilis  Oftjen 2/ - - - - + + + .
. commmunis var. saxatilis  Orjen 3/ - - - - + + + -
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Takson Lokalitet b trnC-trnD PpsbA-trnH trnG-trnS  trnl-trnF

F Fil Fi2 R F RY

. communis var. saxatilis  Oftjen 4 /  + + + + + + + _
. communis var. saxatilis  Orjen 5 / - - - - - - + _
J. communis var. saxatilis ~ Suva planina 1 m - - - - + + + _
. commnnis var. saxatilis  Suvaplanina 2 m +  + - + + + + -
J. communis var. saxatilis ~ Suva planina 3 m - - - - + + + -
. communis var. saxatilis ~ Suvaplanina 4 m  + + + + + + + -
J. commmunis var. saxatilis  Suvaplanina 5 m - - - - - - + -
J. communis var. saxatilis~ Suva planina 6 f - - - - + + + +
. communis var. saxatilis Velebit 2 m - - - - + + + +
. communis var. saxatilis Velebit 3 f + + + + + + + +
. communis var. saxatilis Velebit 4 f + + + + + + + -
. communis var. saxatilis Velebit 5 f + + + 4+ + + + +
. communis var. saxatilis Velebit 6 f - - - - + + + -
J. macrocarpa Krit 10 m - - - - + _ _
. macrocarpa Krit 2 m - - - - + _ _ _
J. macrocarpa Krit 3 £ - - - - + - + +
. macrocarpa Krit 4 m - - - - + - - -
. macrocarpa Krit 5 m + - - + + - + +
J. macrocarpa Krit 7 m + - - + + - - +
J. macrocarpa Krit 8 m + - - + + - + +
J. macrocarpa Krit 9 f - - - - + - - _
. macrocarpa Trogir 1 f - - - - + _ + +
J. macrocarpa Trogir 2 f 4+ 4+ o+ o+ o+ - _ +
. macrocarpa Trogir 3 f + + + + + - + +
J. macrocarpa Trogir 4 £ + + + + + - - +
| macrocarpa Trogir 5 f - - - - + - + -
. deltoides Benkovac 1/ + + + + + + + +
. deltoides Benkovac 2/ + + + + + + + +
. deltoides Benkovac 3/ - - - - + + + +
. deltoides Benkovac 4 /  + + + + + + + +
. deltoides Benkovac 5 / - - - - . - + _
. deltoides Krit 1 m + + + + + + + +
. deltoides Krit 2 m + + + 4+ + + + -
J. deltoides Krit 3 m + + + + 4+ + + .
. deltoides Krit 4 m - - - - + + + +
. deltoides Krit 5 m - - - - + + + +
. deltoides Kopaonik 1 m - - - - + + - -
. deltoides Kopaonik 2 m - - - - + + _ _
. deltoides Kopaonik 3 £ - - - - + + - .
. deltoides Kopaonik 4 f - - - - + + - _
. deltoides Kopaonik 5 m - - - - + + _ _
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Rezultati

nastavak, tabele 4.13
Takson
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46

¥ broj individue; ” pol individue: m - muski, f - Zenski; Fil, Fi2 - interni prajmeri; 9 kod
idividua J. deltoides iz Rovinja, Trogira, Valdanosa, kao i kod J. macrocarpa i |. sabina utvrden je
primarni redosled nukleotida sa F prajmerom
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Najduziispitivani region je #rnCC“Y-rnDCUO kod kojegje primarna sekvenca nukleotida
kod predstavnika roda Juniperus utvrdena sekvenciranjem sa 4 prajmera zbog izuzetne duzine
regiona (jedan I, jedan R i dva interna prajmera). Kod indiviuda kod kojih je sekvenciranje
uspelo sa svim prajmerima (64) duzina sekvence je varirala od 1251 do 1594 bp, dok su
kod 5 individua dobijene parcijalne sekvence duge od 1084 do 1407 bp (sekvenciranje sa 3
prajmera). Kod J. communis (37 individua) duzina dobijenih sekvenci je varirala od 1251 do
1289 bp, osim za dve individue kod kojih su dobijene krace parcijalne sekvence (J. commmnnis
var. commuinis, Mavrovol i Neretva2). Kod |. deltozdes (18 individua) duzina dobijenih sekvenci
je varirala od 1546 do 1594 bp, osim kod individua P¢inja5, Raecl i Valdanos6 kod kojih
su dobijene krace parcijalne sekvence. Kod J. macrocarpa (6 individua) dobijene su sekvence
duzine 1559-1579 bp, dok su kod autgrupe . sabina (3 individue) dobijene sekvence duge
1548-1552 bp.

Duzina poravnatog #rnCE“Y-trnDCYO regiona kod 69 individua predstavnika roda
Juniperus je 1684 bp. U regionu postoji 42 pozicije sa supstitucijama baza (36 u nekodiraju¢im
regionima, 7 u kodiraju¢im regionima) kao i 21 duzinske mutacije (16 indela i 4 mikrosatelita
sa mononukleotidnim motivima, kao i jedan slozeni hipervarijabilni region sa poli-T
regionima na pocetku i kraju regiona, koji su imali varijabilni broj T nukleotida, i insercije
varijabilne duzine kod razlicitih taksona). Detektovano je 32 parsimony informative site mutacija
(20 tranzicija 1 12 transverzija), kao 1 10 singleton mutacija (2 tranzicije i 8 transverzija). U
regionu postoji 12 jednostavnih indela duzine 1 do 5 bp, kao i 5 slozenih indela ¢ija duzina se
kretala od 5 do 259 bp a koji obuhvataju i navedeni hipervarijabilni region (u okviru slozenih
indela i hipervarijabilnog regiona postoje dodatni indeli, kao i dodatni mikrosateliti i tackaste
mutacije u delovima sa insercijama, tako da je broj mutacija u ovom regionu zapravo veci od
navedenog kod pojedinih taksona). Pored toga, u regionu je detektovano i 4 mikrosatelita

monukleotidnih motiva (A) i (T) , kod kojih se broj ponovaka motiva kretao od 6 do 21.

Duzina psbA-trntH Y9 regiona, sekvenciranog sa dva prajmera (F i R), je varirala od 424
do 538 bp kod 121 individue predstavnika roda Juniperus. Kod |. communis, duzina generisanih
sekvenci se kretala od 453 do 457 bp kod 115 individua. Kod jedne individue je zbog nesto
losijeg kvaliteta sekvence (]. commmunis var. saxatilis, Mavrovo3) dobijena nesto kraca sekvenca
(424 bp). Kod 40 individua |. deltoides duzina psbA-trnHCY regiona se kretala od 447 do
454 bp, kod 13 individua J. macrocarpa od 448 do 465 bp, dok je duzina navedenog regiona

kod 5 individua J. sabina bila najveca i iznosila je 538 bp.
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Duzina poravnatog psbA-trnHCY® regiona kod 121 individue predstavnika roda
Juniperus je 570 bp. U regionu postoji 10 pozicija sa supstitucijama baza 1 8 duzinskih
mutacija (4 indela i 4 mikrosatelita sa mononukleotidnim motivom). Detektovana je
jedna singleton tackasta mutacija (tranzicija) kao i devet parsimony informative site mutacija
(6 tranzicija i 3 transverzije). Takode, detektovana su 4 indela (6-65 bp) kao i 4 mikrosatelita

sa mononukleotidnim motivom (A) , kod kojih se broj ponovaka motiva kretao 6 do 14.

Duzina dobijenih sekvenci za region #nGU9-rnSV) sekvenciran koriséenjem F
prajmera, je varirala od 746 do 796 bp kod 113 ispitivanih individua. Najkrace sekvence su
dobijene kod 69 individua J. communis (746-763 bp), a nesto duze kod 6 individua . wacrocarpa
(779-784 bp), 33 individue J. deltoides (773-796 bp) i 5 individua |. sabina (786-787 bp) koja je

koris¢ena kao autgrupa.

Duzina poravnatog regiona #nGUY9-trnS“Y) kod 113 individua predstavnika roda
Juniperus je 804 bp. U regionu postoji sedam pozicija sa supstitucijama baza i sedam duzinskih
mutacija (5 indela i 2 mikrosatelita sa mononukleotidnim motivom). Detektovane su tri
singleton tackaste mutacije (sve tri transverzije) kao i Cetiri parsimony informative site tacakaste
mutacije (po dve tranzicije i transverzije). Detektovano je pet indela duzine 1 do 39 bp, i dva
slabo varijabilna mikrosatelita motiva (T) i (A) kod kojih se broj ponovaka motiva kretao

od 6do 7.

Najkradi ispitivani region je #nL. " V-trnF Y] ¢ija je duzina varirala od 285 do 311 bp
kod 46 individua. Najkrace sekvence su dobijene kod 3 jedinke J. communis var. intermedia sa
Koraba (Mavrovo) (285 bp), dok su kod 8 jedinki J. communisvar. communisi5 jedinki var. saxatilis
sekvence bile 286 bp duge. Kod 22 individue J. deltoides je duzina ispitivanog regiona varirala
od 287 do 291 bp, dok su najduze sekvence dobijene kod 8 individua J. macrocarpa (Trogit,
300 bp; Krit, 301 bp). Kod jedinke J. macrocarpa Krit8 sekvenca je bila duga 311 bp.

Duzina poravnatog regiona #nl.U*V-rnF @ kod 46 individua predstavnika sekcije
Juniperusije 344 bp. U celom regionu postoje samo 3 pozicije sa supstitucijama baza (2 tranzicije
i1 trasverzija) kao 1 6 duzinskih mutacija koje obuhvataju 4 insercije (1 do 29 bp), poziciju
sa insercijama razlicitth motiva, i poziciju sa multiplikacijama motiva od 10 nukleotida

(ponovoljen 1 do 3 puta).

Za dalji rad su koriséene sekvence sva 4 ispitivana regiona kod 75 jedinki sekcije Juniperus
kao i 3 jedinke J. sabina (autgrupa), koje su spojene u jednu zajednicku matricu i poravnate.

DuzZina poravnate matrice je 3400 bp, sa 63 pozicija sa supstitucijama baza (kada se uzimaju
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u obuzir i supstitucije u insercijama koje postoje samo kod nekih ali ne svih individua, broj
pozicija sa supstitucijama baze je znatno veéi), 32 prosta i slozena indela (1-259 bp) kao
i 10 mikrosatelita motiva (A)_ili (T) . Karakteristike sekvenciranih regiona sa varijabilnim

mestima su date u Tabeli 4.14.

Intrapopulaciona varijabilnost na nivou haplotipova (hloroplastnih sekvenci sastavljenih
od sekvenci sva 4 ispitivana regiona kod ispitivanih individua), iako mala, uocena je u svim
populacijama (predstavljenim sa 2 do 5 individua) osim u populacijama J. communis var. saxatilis
— Mavrovo (2 individue), ]. deltoides — Benkovac i Rovinj, obe predstavljene sa po 4 individue,
kao i Valdanos (2 individue). Medutim, uspesnost sekvenciranja ispitivanih hloroplastnih
regiona kod individua J. deltoides iz Valdanosa je bila vtlo slaba, tako da je poznat primarni

redosled nukleotida za manji deo ovih regiona.

Juniperus virginiana
<hloroplast genome
127,770 bp

<
3
3
Q \

Slika 4.3.1. Mapa hloroplastnog genoma |. virginiana. Strelicama su oznacene pozicije iza-
branih amplifikovanih regiona istrazivanih populacija vrsta sekcije Juniperns sa Balkanskog
poluostrva (Guo et al., 2014)
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Rezultati

Tabela 4.14a Pregled insercija/delecija prisutnih u matrici 4 hloroplastnog regiona sekvecira-

nih kod individua sekcije Juniperns sa Balkanskog poluostrva 1 autgrupe J. sabina.

Pozicija
28..32
130..144
5006..520
626..630
736..849

909..914
966..982

983..989
990..995
996..1005
1215..1220
1540..1544
1903..1990

1999..2004
2086..2104
2134.2139
24063..2468
2495..2533

2878..2882
3141..3160
3193..3221
3241..3258

3278..3299

Oznaka
*

*

*

> 08 N & %

¥~

Sekvenca

AACTT

TATCTCTAGTAATTA

ATTCATTAATTATTT

ATTTT
GCCTTTACAATTGACAATTTTGTATATTACTATGGAATAGTAAA-
CAATGCGTATTCGTATTATCAATATTTTTTGAGATATTAAAAAAA-
TATTGATAACACCTA
GCCTTTACAATTGACAATTTTGTATATTACTATGGAATAGTAAA-
CAATGCGTATTCGTATTATCAATATTTTTTGAGATATTAAAAAATATT-
GATAACACCTA
GCCTTTACAATTGACAATTTTGTATATTACTATGGAATAGTAAA-
CAATGCGTATTATCAATATTTTTT
GCCTTTACAATTGACAATTTTGTATATTACTATGGAATAGTAAA-
CAATGCGTATTCGTATTATCAATATTTTTTGAGATATTAAAAAAA-
TATTGATAACACCTATGTTTTTTITT

GAATTA

ITTCTTTTTTTCTTTTT

TITCTTTTTTCTTTT

TITCTTTT

TITTCTTTTTTCTTTA

TITCTTTTTCTTTA

GTAATTA

CTATTA

CTTCT

CATTTG

GGATC
TTTTACCATTCAGCCATGGATAATGAATACTAATTATTAATTAGTATT-
GAGTATTGGCTCAGATCTTTTTTTTGAATACCCAAAACAA
GTATTT

AAATTAATAACTAAACTAA

GTTGGT

CAATAT
CTTTAGTAACTAGTCTAATTATAGAATGTTGTTATGATT
CTTTAGTAACTAGTCTAATTATAGATAGTTGTTATGATTATT
CAATT

TGTATATAAC

ATATATTGTGTATTATTTAATGCACAATA
AATGTTTTTAGTTGTAT

ATTGTAT

AATGCTTTTAGTTGTAT

AATGCTGTCTTTTACCCTTTTT
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4.3.2. Karakteristike sekvenciranih regiona

Anotacija matrice nastale kombinovanjem sva cetiri sekvencirana hloroplastna regiona

ispitivanih predstavnika sekcije Junipernskao1 . sabina (autgrupa) je data u Tabeli 4.15 (anotacija

regiona 1 njihovih kodirajucih i nekodirajucih regiona) i Tabeli 4.14 (anotacija regiona sa

pozicijama mutacija), a u Tabeli 4.16 su sumirane mutacije u regionima (substitucije baza,

duzinske mutacije i mikrosateliti) sa navodenjem mutacija koje su sinapomorfne za odredene

taksone.

Tabela 4.15 — Anotacija matrice sastavljene kombinovanjem sekvenci sva 4 generisana

hloroplastna regiona odabranih populacija vrsta sekcije Junzperus sa Balkanskog poluostrva

Region Lokacija
trnCCY-1rpDEVO 1..318

319.

408

409..1082

1083..
1194..
1683..
PpsbA-trnHECYO 1685..
1723..
1853..
1926..
2208..
trnGUVO_grpSGCY) 2255..
2770..
2872..
3042..
trnl VAN gAY 3059..
3351..

1193
1682
1684
1722
1852
1925
2207
2254
2770
2871
3041
3058
3350
3400

Opis
intergenski spejser #7nC-peiN
gen perN

intergenski spejser pe/N-psbM
gen psbM
intergenski spejser psbM-trnDD

3’ deo gena D0

3’ deo gena psbA
intergenski spejser psbA-trnl AV

nefunkcionalni gen 7771V

intergenski spejser #7721 “"-trnH

5’ deo gena #nHCY®)

intergenski spejser #7nG-psaM
gen psaM

intergenski spejser psaM-trnS
deo gena #nS©Y
intergenski spejser #rul-trnF

3’ deo gena #rnF @MY

Produkt

subjedinica VIII citohrom
B6/F kompleksa

protein M fotosistema 11

tRNA - asparaginska kis.
protein D1, fotosistem II

tRNA - izoleucin
tRNA - histidin
protein M, fotosistem I
tRNA - serin

tRNA - fenilalanin
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Generisane hloroplastne sekvence sva 4 regiona su uporedene sa odgovarajuéim
referentnim sekvencama. Kao referentne sekvence koriséene su odgovarajuce sekvence
hloroplastnog genoma J. virginiana ¢iji kompletan hloroplastni genom je dostupan u javnoj
banci gena GenBank (accession KF866300.1, (Guo et al., 2014)). J. virginiana je odabrana kao
referentni takson zbog toga $to se radi o vrsti Siroko rasprostranjenoj u Severnoj Americi dok
su preostale tri vrste, za koje su takode dostupni kompletni plastomi, endemiti. Pored toga,
proverena je komplementarnost nukleotida matrice (referentni takson) na mestima vezivanja
prajmera kori$¢enih za amplifikaciju svih regiona (rp/32-trnl."9, 3’ rps16-5trnK, trnCC Y-
trnDCYO] Y- prpE AN trpGOVO-trpuS SO 1 pshbA-1rnHCYY). Potrebno je napomenuti da
je otijentacija generisanih sekvenci 2 regiona (rnGYV9-1ruS Y 1 psbA-trnHEY?) u odnosu
na referentnu sekvencu bila identi¢na, dok su sekvence 2 regiona (#rnCE“Y-trnDEYO |

trnl. M-t FGAN) bile u antisense-reverse otijentaciji u odnosu na referentnu sekvencu.

trnCEA-trnD VO

Prajmeri korisceni za amplifikaciju ovog regiona se vezuju u 5 kraju ##CEY (F)
odnosno #7D“YY (R) gena referentnog taksona. Nisu uocene mutacije u mestima vezivanja
ovih prajmera. Genertisani #7#CE“Y-rnDY region obuhvata tri intergenska spejsera
(trnC-pefN, peiN-psbM, psbM-trnD), dva kompletna gena (pe/N, psbM) kao 1 3’ kraj #7rnD gena.
Kod referentne sekvence, duzine intergenskih spejsera su bile, redom: 324, 644 1 387 bp, dok
su geni dugi 90, 111 odnosno 74 bp.

Primarni redosled nukleotida peAN gena, cija duzina kod referentnog taksona
iznosi 90 bp, je bio identican kod gotovo svih ispitivanih taksona kao i kod referentnog
taksona. Medutim, kod dve individue (J. commmunis var. saxatilis, Kopaonikl 1 J. macrocarpa
Krit3) su detektovane cetiri mutacije. Kod spomenute individue J. communis var. saxatilis je
detektovana jedna tackasta mutacija: A — G, na poziciji 76 u genu (s obzirom da je navedeni
region u antisense-reverse orijentaciji u odnosu na referentnu sekvencu, u matrici postoji
mutacija T — C na poziciji 333), §to za posledicu ima zamenu jedne aminokiseline drugom
(treonin — alanin). Kod individue 3 J. macrocarpa sa Krita su detekovane tri mutacije: A — T,
na poziciji 16 u genu (pozicija 393 u matrici, mutacija T — A), koja za posledicu ima zamenu
jedne aminokiseline (treonin — serin); A — T na poziciji 76 u genu (pozicija 333 u matrici,
mutacija T — A), koja za posledicu ima zamenu takode zamenu treonin — serin; T — G na

poziciji 82 u genu (pozicija 327 u matrici, mutacija A — C), koja za posledicu ima zamenu
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aminokiseline tirozin — aspartat. Proizvod ovog gena je subjedinica VIII citohrom B6/F

kompleksa.

Kod psbM gena, koji kodira protein M fotosistema II i ¢ija duzina kod referentnog
taksona iznosi 111 bp, su detektovane ¢etiri tackaste mutacije. Kod jedinke . wacrocarpa Krit8
postoji jedna silent mutacija na poziciji 71 u genu (ne dolazi do zamene aminokiseline u
proteinu, T — C), a u matrici se ova mutacija nalazi na poziciji 1122 (mutacija A — G).
Kod svih ispitivanih jedinki postoji mutacija na poziciji 58 u genu (T — G) (pozicija 1135 u
matrici, mutacija A — C) koja za posledicu ima zamenu jedne aminokiseline u proteinu koji
je kodiran ovim genom (valin — alanin). I konacno, kod svih ispitivanih individua sekcije
Juniperus postoji mutacija na poziciji 104 u genu (C — T) odnosno 1090 u matrici (G — A)
koja za posledicu ima zamenu treonina izoleucinom. Kod individue J. communis var. communis
Deliblato4 su detektovane dve mutacije (A — T) na pozicijama 21 i 25 u genu, odnosno

mutacije T — A na pozicijama 1168 1 1172 u matrici, respektivno, medutim zbog loseg

kvaliteta sekvence nije moguce utvrditi da li je doslo do zamene aminokiselina.

Intergenski spejser #7C“Y-pe/N, ¢ija duzina kod referentnog taskona iznosi 324 bp,
je samo delimi¢no amplifikovan (5 kraj duzine 318 bp). U generisanim sekvencama ovog
spejsera je detektovano 6 pozicija sa supstitucijama baza, 4 indela (1 do 15 bp) 1 jedan
mikrosatelit sa mononukleotidnim motivom T (10 do 21 ponovaka, 271..291). Medutim,
navedeni mikrosatelit sadrzi dodatne mutacije timina u citozin na dve pozicije kod ingrupe,
1 na jednoj poziciji (T — A) kod autgrupe, $to ¢ini 9 pozicija supstitucija baza u ovom
regionu. Od toga, 3 mutacije odvajaju autgrupu od ingrupe i mogu smatrati sinapomorfne za
predstavnike sekcije Juniperns: nukleotidni karakter G na poziciji 47, delecija jednog nukleotida
(A) na poziciji 61, 1T na poziciji 281 (u okviru mikrosatelita sa motivom T, koji se proteze
od pozicije 271 do 291 1 u okviru kojeg na navedenoj poziciji J. sabina sadrzi C). Kod ingrupe
je u okviru ovog spejsera detektovano 5 pozicija sa supstitucijama baza, 3 indela (duzine
1 do 15 bp) kao i navedeni mikrosatelit koji sadrzi dodatne mutacije T — C na 2 pozicije
kod pojedinih taksona, $to ukupno c¢ini 7 pozicija sa supstitucijama baza. Od navedenih
mutacija, neke su sinapomorfne za pojedine taksone. Dva karaktera su sinapomorfna za
. communis: nukleotidni karakter A na poziciji 45 1 jedna insercija od 5 bp (28..32). Pored toga,
mikrosatelit (271..291) sa motivom T kod ]. communis sadrzi 12 do 13 ponovaka, dok je broj
ponovaka kod |. deltoides 1 |. sabina konstantan, 14 1 21, respektivno, a kod J. macrocarpa broj

ponovaka se krece od 10 do 13. Dva nukleotidna karaktera su sinapomortna za J. deltoides. C
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na poziciji 118, kao i C na poziciji 273 u okviru mikrosatelita (271..291). U okviru navedenog
mikrosatelita (271..291), C na poziciji 282 je sinapomorfan za J. deltoidesi |. macrocarpa, a za ova
2 taksona, sinapomorfan je i nukleotidni karakter T na poziciji 12. Jedan nukleotidni karakter,
T na poziciji 6, je sinapomorfan za individue J. macrocarpa iz populacije sa Krita, dok je za
individue iste vrste iz populacije iz okoline Trogira sinapomorfna insercija jednog nukleotida

(A) na poziciji 112.

Intergenski spejser pefN-psbM, ¢ija duzina kod referentnog taskona iznosi 644 bp a
poravnata duzina kod ispitivanih individua 674 bp, je bio najvarijabilniji deo generisanog
trnCENprpDEYO regiona, koji sadrzi 22 pozicije sa supstitucijama baza, 10 pozicija sa
indelima i 2 mikrosatelita sa mononukleotidnim motivima, (A) i (T) . Od toga, 12 karaktera
odvaja autgrupu od ingrupe i moze se smatrati sinapomorfnim za ingrupu. Ovi karakteri
obuhvataju 10 nukleotidnih karaktera: G na pozicijama 465, 679 1 877, A na pozicijama 603,
60511081, 1T na pozicijama 604, 673, 73011050, kao i 1 inserciju (6 bp, 626..631). Pored toga,
na poziciji 736..849 su uocene insercije motiva J kod J. sabina, dok kod |. macrocarpa postoje
motivi a1 b, kod |. deltoides motiv ¢, a kod |. commmunis na ovoj poziciji nema nikakvih insercija.
Jedan nukleotidni karakter, A na poziciji 625, je sinapomorfan za J. sabina i |. macrocarpa. U
okviru ovog intergenskog spejsera kod ingrupe je detektovano 11 pozicija sa supstitucijama
baza, 7 pozicija sa indelima (duzine 1 do 15 bp) ili duplikacijama odredenih motiva, kao i 2
mikrosatelita motiva (A) i (T) . Vecina ovih karaktera je sinapomorfna za odredene taksone.
Cetiri karaktera su sinapomorfna za J. communis: nukleotidni karakter T na pozicijama 525
1 703, C na poziciji 944, kao i insercija od 6 bp (990..995). Pet nukleotidnih karaktera je
sinapomorfno za |. delfoides: 'T na pozicijama 662 i 902, A na pozicijama 885 1 953, 1 C na
poziciji 687. Dva nukleotidna karaktera su sinapomorfna za J. macrocarpa: C na poziciji 851
1 A na poziciji 852, dok su kod ovog taksona na poziciji 736..849 prisutne insercije motiva
1 b (na ovoj poziciji kod J. deltoides postoji motiv ¢, a kod autgrupe motiv 4). Za individue J.
macrocarpa sa Krita su sinapomorfna 3 karaktera, 2 nukleotidna karaktera, A na poziciji 631
1 T na poziciji 885, 1 7 bp delecija na poziciji 983..989, kao 1 motivi 4 1 7 na poziciji 966..982,
na kojoj individue iz Trogira sadrze motiv g. Na navedenoj poziciji, J. communis, |. deltoides i 2
individue J. sabina sadrze motiv f. Na poziciji 996..1005 je uoceno prisustvo motiva ; koji je

prisutan u dve kopije samo kod . communis var. intermediai 2 individue J. communis var. conmunis.

Intergenski spejset psbM-#rnD V9, ¢ija duzina kod referentnog taksona iznosi 387 bp a
poravnata duzina kod ispitivanih individua 489 bp, sadrzi 8 pozicija sa supstitucijama baza, 2

pozicije sa indelima (5 do 6 bp), 1 mikrosatlit sa motivom (T) , i jedan hipervarijabilni region
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(1256..1514). Od toga, svega 1 karakter, insercija od 5 bp (1540..1544), odvaja autgrupu od
ingrupe 1 moze se smatrati sinapomorfnim za ingrupu. Stoga kod ingrupe postoji 8 pozicija
sa supstitucijama baza, 1 pozicija sa indelom od 6 bp, 1 mikrosatlit sa motivom (T) , i jedan
hipervarijabilni region (1256..1514) koji zapocinje i zavrsava se poli-T regionom kod svih
ispitivanih individua, a kod |. macrocarpa, |. deltoides 1 |. sabina sadrzi insercije duzine 204 i
212 bp (kod J. macrocarpa), 231 bp (kod |. deltoides) 1 161 bp (kod . sabina). Kod J. sabina, ova
insercija je bila identicna kod svih individua, dok je kod |. de/toides u okviru navedene insercije
uoceno i nekoliko singleton mutacija. Od navedenih mutacija koje se javljaju kod ingrupe, 3
karaktera su sinapomorfni za J. communis, 2 nukleotidna karaktera, T na poziciji 1634 i C na
poziciji 1653, 1 insercija od 6 bp (1215..1220), a 1 nukleotidni karakter, T na poziciji 1568, je

sinapomorfan za J. deltoides.

PpsbA-trnHCY®

Tokom provere komplementarnosti nukleotida referentne sekvence u mestima
vezivanja prajmera i prajmera koriscenih za amplifikaciju navedenog regiona, uocene su
dve mutacije u mestu vezivanja prajmera psbA-3f (Tate & Simpson, 2003), koji se vezuje
pri 3’ kraju psbA gena. Mutacije T — C i A — G su uocene na pozicijama prajmera 9
1 12, respektivno (sekvenca matrice na mestu vezivanja psbA-3f prajmera sa oznacenim
mutacijama je GTTATGCACGAGCGTAATGCTC). Medutim, u pitanju su sient mutacije,
koje ne dovode do promene redosleda aminokiselina u proteinu koji nastaje kao proizvod

ovog gena (produkt psbA gena je protein D fotosistema II).

Prajmer trnHf 05 (Tate & Simpson, 2003) se vezuje pti sredini ##HY) gena,
koji je kod referentne sekvence dug 76 bp, i kodira tRNA za histidin (antikodon GUG).
Detektovana je jedna mutacija u mestu vezivanju ovog prajmera na poziciji 6 prajmera
(A — G, sekvenca matrice na mestu vezivanja trnHf 05 prajmera sa oznacenom mutacijom
je CGCGCGTGGTGGATTCACAATCC). S obzirom da tokom sekvenciranja kod
ispitivanih individua predstavnika roda Juniperus nije genetisan deo #nHCY® gena za koji
se vezuje prajmer trnHf 05, ostaje nepoznato da li ispitivane individue sadrze navedenu
mutaciju u mestu vezivanja ovog prajmera. I pored prisustva mutacija u mestima vezivanja

oba prajmera koris¢ena za amplifikaciju regiona psbA-trnH ") sekvence ovog regiona su

uspesno generisane kod 121 individue predstavnika roda Juniperus.
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Genetisani psbA-trnHCY? region obuhvata dva intergenska spejsera (psbA-trnl, trnl-
trnH), trnl gen kao i 5’ pocetak #rnH gena. Trnl Y gen, ¢ija duzina kod referentnog taksona
iznosi 73 bp, kodira tRNA za izoleucin (antikodon CAU). Medutim, poredenjem sekvence
ovog gena kod ispitivanih predstavnika roda Juniperus sa sekvencom referentnog taksona,
uoceno je da je kod autgrupe (J. sabina) doslo do mutacije poslednjeg nukleotida u genu
(C — A, na poziciji 73 u genu, pozicija 1925 u matrici), dok je kod svih ostalih individua

doslo do delecije 23 nuleotida sa 3’ kraja gena.

U intergneskom spejseru psbA-trnl ), cija duzina kod referentnog taksona iznosi
115 bp a poravnata duzina kod ispitivanih individua 130 bp, detekovane su tri pozicije sa
supstitucijama baza i jedan mikrosatelit (A) . Od toga, 2 nukleotidna karaktera, G na poziciji
1763 1 T na poziciji 1792, su sinapomorfni za ingrupu, dok mikrosatelit sa motivom A kod
autgrupe sadrzi 6 ponovaka a kod ingrupe 9 ponovaka navedenog motiva. Kod ingrupe

postoji jedna pozicija sa supstitucijom baze. Taj nukleotidni karakter, G na poziciji 1755, je

sinapomorfan za J. deltoides.

U intergenskom spejseru #z1YV-rnHCYO) | Eija duzina kod referentnog taskona iznosi
245 bp, a poravnata duzina kod ispitivanih individua 282 bp, detektovano je sedam pozicija
sa supstitucijama baza, 4 indela (6 do 88 bp) i 1 mikrosatelit motiva (A) . Od toga, 6 karaktera
je sinapomorfno za ingrupu, i to 4 nukleotidna karaktera: A na poziciji 2029, C na poziciji
20606, G na poziciji 2166 1 T na poziciji 2196, kao dve delecije, jedna na poziciji 1903..1990
(88 bp) 1 druga na poziciji 1999..2004 (6bp). U okviru ingrupe, uoceno je 3 varijabilna mesta
sa supstitucijama baza, 2 indela (6 do 19 bp) i jedan mikrosatelit motiva (A) , od kojih je
4 karaktera sinapomorfno za odredene taksone. Dva karaktera, nukleotidni karakter A na
poziciji 2025, 1 6 bp insercija (2134..2139), su sinapomortni za |. communis. Jedan nukleotidni
karakter, A na poziciji 2152, je sinapomorfan za individue J. wacrocarpa sa Krita 1 za |. deltoides,

dok je 19 bp insercija (2086..2104) sinapomorfna za individue J. macrocarpa iz Trogira.
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trnGUYO - ¢rnSGCY)

Kod J. virginiana u mestu vezivanja #nS'““Y) prajmera (Hamilton, 1999), koji se vezuje
za 5 kraj gena, postoje dve mutacije (G — A, A — G) na pozicijama 1 i 14, respektivno
(sekvenca matrice na mestu vezivanja trnS©Y prajmera sa oznaCenim mutacijama je

ACCGCTTTAGTCCGCTCAGC). Kod ispitivanih taksona, uocena je samo jedna mutacija
(na poziciji 1), posto dobijene sekvence obuhvataju samo poslednjih 17 nukleotida ##S“Y)
gena. Medutim, i pored prisustva potencijalno dve mutacije u mestu vezivanja prajmera

trnS©Y, region #rnGUY-srnS Y je uspesno amplifikovan kod 113 individua.

Generisani #nGUY-1nSCY region obuhvata dva intergenska spejsera (#r72G-psaM,
psaM-1ruS), gen psaM, 15’ kraj #rnS gena. Kod ispitivanih taksona u okviru psaM gena, ¢ija duzina
kod referentnog taksonaiznosi 96 bp, postoji insercija od sest nukleotida, $to ukazuje nato daje
najverovatnije doslo do insercije dve aminokiseline (izoleucin i alanin) u protein koji je kodiran
ovimgenom (protein M fotosistema I, redosled aminokiselina kod ispitivanih predstavnika roda

Juniperus sa oznacenim mutacijama je MISQGQILIALFIAVTFLIMILAFRLGRALYSS*).

U intergenskom spejseru #72GYY-psaM, ¢ija duzina kod referentnog taksona iznosi
512 bp a poravnata duzina kod ispitivanih individua 516 bp, detektovano je 5 pozicija sa
supstitucijama baza, 4 insercije (1 do 39 bp) kao 1 dva slabo varijabilna mikrosatelita motiva
(A)_1(T)_, obasa 6 do 7 ponovaka. Od toga, samo 1 nukleotidni karakter, A na poziciji 2703,
je sinapomorfan za ingrupu, u okviru koje je detektovano 4 tackaste mutacije, 4 insercije
(1 do 39 bp) kao i dva mikrosatelita motiva (A) i (T) , od kojih su 4 karaktera sinapomorfna
za odredene taksone. Dva karaktera, nukleotidni karakter G na poziciji 2314 kao i 1 bp
insercija (G) na poziciji 2578, su sinapomorfni za J. communis. Slabo polimorfan mikrosatelit
sa motivom A (23006..2312) sadrzi 7 ponovaka motiva kod J. macrocarpa sa Krita 1 kod J.
deltoides dok kod ostalih individua sadrzi 6 ponovaka, a za navedene taksone je sinapomorfna
1 6 bp delecija (2463..2468), kao i insercija motiva £ na poziciji 2495..2533. Na navedenoj
poziciji kod . macrocarpa iz Trogira 1 kod J. sabina postoji motiv /dok kod J. communis na ovoj

poziciji postoji delecija.

U intergneskom spejseru psaM-#rnS©C Y] ¢ija duzina kod referentnog taksona iznosi

169 bp a poravnata duzina kod ispitivanih individua 170 bp, detektovane su dve tackaste
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mutacije i jedan indel od 5 bp, od kojih ni jedan karakter nije sinapomorfan za ingrupu, a
2 karaktera su sinapomorfna za odredene taksone. Nukleotidni karakter C na poziciji 2941
je sinapomorfan za . macrocarpa sa Krita 1 J. deltoides dok, dok je nukletodini karakter T na

poziciji 2983 sinapomorfan za J. conmunis.

trnL. (VAN ¢rnF(GAY

Za amplifikaciju regiona 7L "*V-zrnFCMY su koriséeni prajmeri e (mesto vezivanja u
prvom egozonu #nL. " gena) i f (mesto vezivanja u blizini 5” kraja ##FC*Y gena) preuzeti iz
Tabertlet et al. (1991). Kod J. virginiana, oucena je jedna mutacija u mestu vezivanja e prajmera,
G — A, na poziciji prajmera 6 (sekvenca matrice na mestu vezivanja prajmera e sa oznacenom
mutacijom je GGTTCAAGTCCCTCTATCCC). Produkt ovog gena, c¢ija duzina kod
referentnog taksona iznosi 373 bp, je tRNA za leucin (antikodon UAA). S obzirom da tokom
sekvenciranja kod ispitivanih individua predstavnika roda Juniperus nije generisan deo #rnl."*
gena za kojl se vezuje prajmer e, ostaje nepoznato da li ispitivane individue sadrze navedenu
mutaciju u mestu vezivanja ovog prajmera. Jedna mutacija, G — A, pozicija prajmera 18, je
uocena i u mestu vezivanja prajmera f kod referentnog taksona (sekvenca matrice na mestu
vezivanja prajmera f sa oznacenom mutacijom je 5-ATTTGAACTGGTGACACAAG-3).
Proizvod #nF©* gena je tRNA za fenilalanin (antikodon GAA). Prema dostupnim podacima

(Koch, 2005) mutacija se desila u regionu gena odgovornim za formiranje antikodon petlje.

Medutim, ova mutacija nije uocena kod ispitivanih individua predstavnika roda Juniperus.

Generisani #nL"-yrnFCM region obuhvata deo intergenskog spejsera #rnl VA~
trnFSMY ] ¢Eija duzina kod referentnog taksona iznosi 285 bp, kao i najveci deo #F gena, ¢ija

duzina kod referentnog taksona iznosi 73 bp.

U intergenskom spejseru 7L Y-zrpF O ¢ija duzina kod referentnog taksona iznosi
285 bp a poravnata duzina kod ispitivanih individua 292 bp, su detektovane 3 pozicije sa
supstitucijama baza i 6 pozicija sa duzinskim mutacijama (4 insercije duzine 1 do 29 bp,
jedan region sa razlicitim brojem ponovaka motiva od 20 bp (1 do 2 ponovka), kao i 1 region
sa insercijama razlicitth motiva. S obzirom da nisu generisane sekvence ovog spejsera za
autgrupu, ostaje nepoznato da li u ovom spejseru postoje mutacije sinapomorfne za ingrupu.

Pored toga, nije bilo moguée pouzdano utvrditi koji karakteri su sinapomortni za koje taksone.
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Sto se ti¢e nukleotidnih karaktera, na poziciji 3223 kod J. macrocarpa i J. deltoides postoji A (C
kod J. communis), a na poziciji 3259, kod J. communis var. intermedia postoji G, kod J. macrocarpa
iz Trogira A, a kod ostalih individua C. Na poziciji 3141..3160 je uoc¢eno ponavljanje motiva
7, koji je ponovljen 2 puta kod . communis 1 2 individue J. macrocarpa sa Krita, 3 puta kod
jedne individue J. macrocarpa sa Krita, i samo jednom kod . macrocarpa iz Trogira i J. deltoides.
Jedino kod J. macrocarpa iz Trogira je uocena insercija od 29 bp na poziciji 3193..3221 kao i
delecija od 22 bp na poziciji 3278..3299. Na poziciji 3222 je uocena 1 bp insercija (T) kod
svih individua osim kod J. macrocarpa sa Krita 1 . deltoides. Na poziciji 3241..3258 su uocene
insercije motiva # kod . macrocarpa sa Krita, motiva o kod J. macrocarpa iz Trogira, i motiva p
kod |. deltoides. Na poziciji 3258 uocena je insercija jedne baze (G) kod J. communis odnosno A

kod J. macrocarpa sa Krita.

Dva ispitivana regiona (rps16-trnKUY i rpB2-trnl ") nisu uspesno amplifikovani
kod ispitivanih predstavnika Juniperus. Na osnovu pretrage mesta vezivanja prajmera za
amplifikaciju ovih regiona u okviru referentnog genoma utvrden je i razlog zbog kojeg nije
doslo do amplifikacije. Naime, u slucaju regiona rps16-#nK 'Y, pronadeno je mesto vezivanja
prajmera trnK""x1 u okviru #7K""Y gena, i nisu uocene mutacije u mestu vezivanja
ovog prajmera. Medutim, nije pronadeno mesto vezivanja rpS16x2F2 prajmera u plastomu
J. virginiana. Prema navodima (Guo et al., 2014), kod rodova Juniperus, Taxus 1 Podocarpus rps16
gen postoji kao pseudogen usled prisustva frameshift mutacija, te je u navedenom pseudogenu
najverovatnije doslo i do gubitka mesta vezivanja navedenog prajmera. U slucaju regiona
rpl32-trnl.""9) | pronadena su mesta vezivanja i trnL."9 i rpl32-F prajmera za amplifikaciju
ovog regiona. U mestu vezivanja prajmera trnl." su uocene 2 mutacije: C > GiG — A
(na pozicijama prajmera 6 i 13), a u mestu vezivanja prajmera rpl32-F tri mutacije A — T,
T— AiT — C (na pozicijama 2, 51 17 prajmera). Medutim, usled re-aranzmana gena u
hloroplastnom genomu Juniperus, ovi geni su udaljeni vise od 30 kb baza, posto je pozicija

trnl."A9) gena u genomu J. virginiana 30339..30418, a gena rp/32 65479..65745.
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Tabela 4.16 — Pregled sinapomorfnih molekularnih karaktera u matrici sastavljene
kombinovanjem sekvenci sva 4 generisana hloroplastna regiona odabranih populacija vrsta
roda Juniperus sa Balkanskog poluostrva

OUT IN JC JCC JCI JCS JOX JD JM JM_ K JM.T JS+J]M JM_K+J]D Y

trnC-petN  SB 2 7 1 - - - 1 2 - 1 - - - 5
Indel 1 3 1 - - - - - _ _ 1 _ _ 2

SSR - 19 - - - - - - - - - - - 0

peN SB - 3 - - - - - - - - - R - 0
Indel - - - - - - - - - - - - - 0

SSR - - - - - - - - - - - - - 0

D§ peN-psbM  SB 10 11 3 - - - - 5 - 1 - 13
3 Indel 2 7 1 - - - -1 1 - - 8
] SSR - 2 - -l ; : ; 0
psbM SB 1 4 - - - - - - - - - - R 0
Indel - - - - - - - - - - - - - 0

SSR - - - - - - - - - - - - - 0

psbM-trnD  SB - 8§ 2 - - - - 1 - - - - - 3
Indel 1 1 1 - - - - - - - - - R 1

SSR - 1 - - - - - - - - - - - 0

psbA-trnl  SB 2 1 - - - - - 1 - - - - - 1
Indel 1 - - - - - - - - - - - _ 0

SSR - - - - - - - - - - - - 0

I§ trnl SB - - - - - . - - - _ R _ _ 0
I Indel 1 - - - - - - - - - - - _ 0
% SSR - - - - - - - - - - - R B} 0
trnl-trnH - SB 4 3 1 - - - - - - - - - 1 2
Indel 2 2 1 - - - - - - - 1 R 1 3

SSR - 19 - - - - - - - - - - - 0

trnG-psaM  SB 1 4 1 - - - - - - - - - - 1
Indel - 4 1 - - - - - - - - - 2 3

SSR - 29 - - - - - - - - - - 1 1

E psaM SB - - - - - - - - - - - R - 0
: Indel - - - - - - - - - - - - _ 0
% SSR - - - - - - - - - - - - - 0
psaM-trnS ~ SB - 2 2 - - - - - - - - - 1 3
Indel - - - - - - - - - - - - - 0

SSR - - - - - - - - - - - - - 0

SB - broj supstitucija baza, Indel - broj indela, SSR - broj mikrosatelita, OUT - broj
sinapomorfnih karaktera koji odvaja ingrupu od autgrupe, IN - ukupan broj varijabilnih
pozicija u ingrupi, JC - |. communis s.l, JCC - J. communis var. communis, JCI - |. communis
var. intermedia, YCS - | commmunis var. saxatilis, JOX - J. oxycedrus s.l., JD - |. deltoides, JM -
J. macrocarpa, JM_K - . macrocarpa Krit, JM_T - . macrocarpa Trogir; “™° - broj ponovaka
mikrosatelita je karakteristican za odredene taksone/populacije; ¢ - broj ponovaka jednog
mikrosatelita je karakteristi¢an za J. delfoides; )’ - ukupan broj sinapomorfnih karaktera unutar
ingrupe; zbog postojanja dve razli¢ite mutacije na istoj poziciji, ukupan broj sinapomorfnih
karaktera je u pojedinim slucajevima veci od ukupnog broja detektovanih varijabilnih mesta
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4.3.3. Filogenetska analiza

Modeli evolucije sekvenciranib regiona

Optimalni modeli evolucije, procenjeni na osnovu najnizih BIC vrednosti generisanih
koris¢enjem programa MEGA 5 (Tamura et al., 2011), su utvrdeni za svaki region ponaosob,
zatim za matricu sastavljenu od sva Cetiri regiona (redosledom ##C-truD, psbA-trnH, trnG-
trnS, trnl-trnF), kao i za matrice sastavljene od kodiraju¢ih odnosno nekodirajuéih sekvenci

svih ispitivanih regiona.

Za pojedinacne regione, optimalni modeli evolucije su bili razli¢iti (Tabela 4.17). Za
region #rnC-trnD, najniza BIC vrednost je dobijena za model T92+G (6933,3), ali su BIC
vrednosti bile niske i za modele T92+G+1, T92, T92+1 i GTR+G (6991,4). Za psbA-trnH,
najniza BIC vrednost je dobijena za model TN93 (4055,2), ali su BIC vrednosti bile niske
1 za modele TN93+G, HKY+G+I, TN93+1 i TN93+G+I, dok je BIC vrednost za model
GTR+G bila 4400,5. Za trnG-triS, najniza BIC vrednost je dobijena za model T92 (4790,1),
ali su BIC vrednosti bile niske i za modele T92+G, T92+I, HKY i1 T92+G+1, dok je BIC
vrednost za model GTR+G bila 4868,1. Za #rnl-trnF, najniza BIC vrednost je dobijena za
model HKY (1843,9), ali su BIC vrednosti bile niske i za modele TN93, HKY+G i HKY+I,
dok je BIC vrednost za model GTR+G bila 1891,8. Optimalni modeli evolucije za matricu
sastavljenu od sva cetiri regiona kao i za matricu nekodirajucih regiona su bili isti. Najnize
BIC vrednosti su dobijene za model T92+G+1 (12305, 10582 respektivno), ali su BIC
vrednosti bile niske i za modele T92+G, T92, T92+1, GTR+G+I, GTR+G, GTR i GTR+1
za obe matrice. BIC vrednosti za model GTR+G su bile 12.368 1 10.639 za navedene matrice.
Za matricu sastavljenu od kodirajuéih regiona, najniza BIC vrednost je dobijena za model
HKY+I (3173,5), ali su BIC vrednosti bile niske i za druge modele kao $to su JC, T92, JC+G,
K21 td, dok je BIC vrednost za model GTR+G bila 3288,3.

Za testiranje heterogenosti stopa mutacija koris¢ene su tri arbitrarno odabrane sekvence
matriksa sastavljenog od svih ispitivanih hloroplastnih regiona, J. communis (]. communis var.

saxatilis — Biokovo?2), |. deltoides (Benkovac2), |. sabina (Resava5). Koriscen je Tajima’ relative
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rate test (Tadzimin test relativnih stopa mutacija) koji je dao vrednost ¥*=0,73 (p=0,39377;
df=1). Kako je p vrednost bila veca od 0,05, nije moguce odbaciti nultu hipotezu da ne postoji
razlika u brzini evolucije izmedu tri izabrane sekvence (Tajima, 1993; Tamura et al., 2011).
Medutim, kako sve 3 sekvence sadrze i kodirajuce 1 nekodirajuce regione, za koje je poznato
da evoluiraju razlicitim brzinama, testirane su i stope mutacija odvojeno samo za kodirajuce

odnosno nekodirajuce regione matrice. U oba ova slucaja je utvrdeno da je stopa mutacija

izmedu sekvenci ista.
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LFiggenetsa stabla

Za izradu ML (maximum likelihood) filogenetskih stabala za pojedinacne regione su
korséeni optimalni modeli evolucije sekvenci (Tabela 4.15). Za oziljavanje svih stabala, osim

za trnl-trnF region, su koris¢ene generisane odgovarajuce sekvence autgrupe - J. sabina.

Za izradu ML filogenetskog stabla na osnovu najduzeg ispitivanog regiona, #nCCY-
trnDCYY matrice sastavljene od sva 4 hloroplastna regiona kao i nekodirajucih regiona matrice
je odabran GTR+G model evolucije sekvenci. Za konstrukciju stabla na osnovu kodirajucih
regiona matrice koris¢en HKY+I model, dok su za ostale ispitivane regione korisceni sledeci

modeli: TN93 za psbA-trnHCYY, T2 za trnGUYO-1rnS D 1 HKY za trnl OMY-rnFCAY,

ML stablo konstruisano na osnovu trnCE“D-trnDCVO regiona

ML stablo konstruisano koris¢enjem GTR+G modela evolucije ovog regiona, ¢ija je
poravnata duzina kod 66 individua predstavnika sekcije Juniperns i 3 individue autgrupe J.
sabina bila 1684 bp, pokazuje da je sekcija Juniperus monofiletskog porekla (BS 100%) (Slika
4.3.1). Uocene su dve visokopodrzane klade. Klada I (BS 100%) obuhvata sve individue J.
communis, medutim, njihovi odnosi nisu razjasnjeni iako se uocavaju pojedine subklade koje
su umereno podrzane i koje obuhvataju manji broj individua. Klada II (BS 72%) obuhvata
sve individue J. deltoides 1 |. macrocarpa, koje su grupisane u dve subklade. Subklada 1la (BS
100%) obuhvata sve individue J. deltoides, a subklada 116 (BS 93%) sve individue J. macrocarpa.
Odnosi unutar subklade Ila nisu razjasnjeni, dok J. macrocarpa (11h) pokazuje diferencijaciju
populacija iz Trogira i sa Kirita, jer se subklada 11 dalje deli na dve visoko podrzane subklade,
1167 (BS 91%), koja obuhvata individue iz populacije J. macrocarpa iz Trogira, i 1162 (BS 100%),

koja obuhvata individue iz populacije |. macrocarpa sa Krita.

ML stablo konstruisano na osnovu psbA-trnH YY) regiona

ML stablo konstruisano kori§¢enjem TN93 modela evolucije ovog regiona, cija je
poravnata duzina kod 113 individua predstavnika sekcije Juniperus 1 5 individua autgrupe

J. sabina bila 570 bp, takode pokazuje da je sekcija Juniperns monofiletskog porekla (BS 89%)
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(Slika 4.3.2). Medutim, imajuci u vidu malu filogenetsku informativnost ovog regiona (10
pozicija sa supstitucijama baza od kojih je 8 sinapomorfno za ingrupu, Tabela 4.16) nije
iznenadujuce da su odnosi u okviru ingrupe u najvecoj meri ostali nerazjasnjeni. Samo je
subklada koja obuhvata sve individue J. de/foides osim jedne (Kopaonik4) umereno podrzana

(BS 65%).

ML stablo konstruisano na osnovu trnGV-trnSCY regiona

ML stablo konstruisano korisc¢enjem T92 modela evolucije ovog regiona, cija je
poravnata duzina kod 105 individua predstavnika sekcije Junzperns 1 5 individua autgrupe
J. sabina bila 804 bp, nije oziljeno kao i ostala stabla (mzdpoint oziljavanje) ve¢ sa granom koju
¢ini J. sabina, zbog toga $to u okviru ovog regiona postoje mutacije koje su deljene izmedu
autgrupe i ingrupe (Tabela 4.16), te se prilikom midpoint oziljavanja autgrupa javlja u ingrupi.
Statisticka podrska za ingrupu je bila umerena (BS 68%) (Slika 4.3.3). U ovom stablu, individue
J. commmunis su grupisane zajedno 1 ta grupa, koja je umereno do visoko podrzana (BS 79%),
sadrzi 1 umereno podrzanu grupu (BS 64%) koja obuhvata jedinke iz razli¢itih populacija sva
tri varijeteta J. communis uglavnom sa istocnog dela Balkanskog poluostrva. Individue J. de/foides
kao 1 dve individue J. macrocarpa sa Krita (Krit3, Krit6) su grupisane zajedno, 1 ta grupa je
takode umereno podrzana (BS 69%). U ovom stablu, individue J. macrocarpa nisu grupisane
zajedno. Nerazreseni odnosi u ovom stablu su posledica male filogenetske informativnosti
ovog regiona (7 pozicija sa supstitucijama baza od kojih je 1 sinapomorfna za ingrupu, a 2 su

singleton mutacije, Tabela 4.10).

ML stablo konstruisano na osnovu trnl LAD-trnF Y regiona

ML stablo konstruisano koris¢enjem HKY modela evolucije ovog regiona, Cija je
poravnata duzina kod 46 individua predstavnika sekcije Juniperus bila 344 bp, nije oziljeno
sa autgrupom posto nisu bile dostupne sekvence ovog regiona kod |. sabina (Slika 4.3.4).
Primenjeno je oziljavanja stabla na sredini (widpoint roof). Imajuéi u vidu izuzetno malu
filogenetsku informativnost ovog regiona (svega 3 pozicije sa supstitucijama baza, Tabela
4.106), nije iznenadujuce $to se na ovom stablu uoc¢ava samo slabo podrzano grupisanje J.
deltoides 1 |. macrocarpa (BS 62%). Medutim, uocena je i slabo podrzana grupa (BS 63%) koja

obuhvata tri individue |. communis var. intermedia sa lokaliteta Korab (Mavrovo).
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100

Juniperus_communis_var._saxatilis_SRB_Kopaoniké
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Slika 4.3.1. ML stablo konstruisano koris¢enjem GTR+G modela evolucije #nCEY-

trnDCYO regiona, ¢ija je poravnata duzina kod 66 individua predstavnika sekcije Juniperus i 3

individue autgrupe J. sabina 1684 bp. Prikazane su samo BS vrednosti > 60%.
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Slika 4.3.2. ML stablo konstruisano koris¢enjem TN93 modela evolucije psbA-
trnHEY  regiona, cija je poravnata duzina kod 113 individua predstavnika sekcije
Juniperns 15 individua autgrupe J. sabina 570bp. Prikazane su samo BS vrednost i

> 60%
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trnSCY, Cija e

poravnata

6.0E-4

duzina

Slika 4.3.3. ML stablo konstruisano koris¢enjem
105
Juniperus 1 5 individua autgrupe [ sabina 804 bp.
> 60%.

kod
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T92 modela evolucije #nGUYO-
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Prikazana je samo BS vrednost
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Juniperus_communis_saxatilis_HRV_Velebit5
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4.0E-4

Slika 4.3.4. ML stablo konstruisano koris¢enjem HKY modela evolucije #nL"A-frpFGAY
regiona pastidnog genoma, ¢ija je poravnata duzina kod 46 individua predstavnika sekcije

Juniperus 344 bp. Prikazane su samo BS vrednosti > 60%.
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Doktorska disertacija Rezultati

ML stablo konstruisano na osnovu matrice sastavljene od sva letiri hloroplastna regiona

ML stablo konstruisano koris¢enjem GTR+G modela evolucije ovog regiona, ¢ija je
poravnata duzina kod 75 individua predstavnika sekcije Juniperus i tri individue autgrupe J.
sabina bila 3400 bp, pokazuje da je sekcija [uniperus monofiletskog porekla (BS 100%) (Slika
4.3.5). Dobijeno stablo pokazuje topolosku sli¢cnost sa ML stablom konstruisanim na osnovu
trnCEN-rnDCYO regiona. Naime, dobijene su dve visoko podrzane klade. Klada I (BS 100%)
obuhvata sve individue J. communis, dok Klada IT (BS 78%) obuhvata sve individue J. de/foides i
. macrocarpa, koje ¢ine dve subklade, i to |. deltoides ¢ini subkladu Ila (BS 100%), a J. macrocarpa
subkladu 11H (BS 46%).

Kao i u slu¢aju ML stabla konstruisanog na osnovu #72CC“Y-£rnDCV regiona, odnosi
u okviru klade I nisu razjasnjeni, medutim, moze se uociti trend grupisanja individua J.
communis Nvar. communis kao 1 jedinki J. communis var. saxatilis 1 ]. communis var. intermedia. Npt.,
jedinke J. commmunis var. intermedia se sa nekoliko jedinki J. communis var. communis (Suval, Suva2,
Mavrovo3,) grupisu zajedno i zauzimaju terminalni polozaj u kladi I (BS 53%), jedinke
. communis var. saxatilis uglavnom zauzumaju sredi$nji polozaj u ovoj kladi, dok jedinke ].

communis var. communis uglavnom zauzimaju bazalni polozaj u okviru klade I.

Odnosi unutar subklade 1la (]. deltoides) takode ostaju razjasnjeni, dok se subklada 1Ib
dalje deli na dve nove subklade, 1157 (BS 59%) koju ¢ine jedinke sa Krita i I1562 (BS 79%) koju

¢ine jedinke iz Trogira, kao i u slucaju ML stabla dobijenog na osnovu ##C-trnD regiona.

ML stablo konstruisano na osnovu matrice sastavijene od nekodirajulih regiona

ML stablo konstruisano koris¢enjem GTR+G modela evolucije ovog regiona, cija je
poravnata duzina kod 75 individua predstavnika sekcije Juniperus i tri individue autgrupe J.
sabina bila 2862 bp, takode pokazuje da je sekcija Juniperus monofiletskog porekla (BS 100%),
i pokazuje topolosku slicnost sa ML stablima konstruisanim na osnovu #7#CC“Y-£rnD GV
regiona i matrice sastavljene od svih ispitivanih hloroplastnih regiona. Medutim, statisticka
podrska za pojedine klade je niza u ovom stablu (Slika 4.3.6). I u ovim stablu se uoc¢avaju

slabo podrzani trendovi grupisanja taksona u okviru klade I.
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Doktorska disertacija Rezultati

ML stablo konstruisano na osnovu matrice sastavljene od kodirajucib regiona

ML stablo konstruisano koris¢enjem HKY+I modela evolucije ove matrice, ¢ija je
poravnata duzina kod 75 individua predstavnika sekcije Juniperus i tri individue autgrupe J.
sabina bila 526 bp, je neinformativno posto se radi o izuzetno konzervativnim regionima
u kojima je detektovano 6 singleton mutacija 1 jedna parsimony informative site mutacija koja

odvaja sekciju Sabina od sekcije Juniperus. (Tabela 4.16, Slika 4.3.7).
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Slika 4.3.5. ML stablo konstruisano koris¢enjem GTR+G modela evolucije #n#CEY-

trnDCYO, psbA-trnH YD, trnGUVO-truS D, trul UMY -frpF AN regiona pastidnog genoma, ¢ija

je poravnata duzina kod 75 individua predstavnika sekcije Juniperus i tri individue autgrupe J.

sabina 3400 bp. Prikazane su samo BS vrednosti > 60%.
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Slika 4.3.6. ML stablo konstruisano koris¢enjem GTR+G modela evolucije nekodiraju¢ih

sekvenci  #rnCEY-1rnDCYO, psbA-trnHEYY,  trnGUYO-1rnSCD,  trnlAD-4rpF AN regiona

pastidnog genoma, cija je poravnata duzina kod 75 individua predstavnika sekcije Juniperus i

tri individue autgrupe J. sabina 2862 bp. Prikazane su samo BS vrednosti > 60%.
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Slika 4.3.6. ML stablo konstruisano koris¢enjem HKY+I modela evolucije kodiraju¢ih
sekvenci  #rnCEN-1rnDCYO, psbA-trnHEYD,  trnGUYO-1rnSCD, trnlAN-4rpFCAY regiona
pastidnog genoma, cija je poravnata duzina kod 75 individua predstavnika sekcije Juniperus i

tri individue autgrupe J. sabina bila 526 bp. Prikazane su samo BS vrednosti > 60%.
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Nustracija: Juniperus communis 1.., Krissmann, G. (1972). Handbuch der

Nadelgeholze (Berlin: Paul Parey), pp. 137.
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5.1 n-Alkani

5.1.1 Juniperus communis var. communis

U svim uzorcima je dominirao tritriakontan, dok su druga dva uvek bila ista (C

a Cs)>
medutim, zanimljivo je da su u dve populacije detektovani i alkani kraéi od 21 C atoma.
(Tabela 4.2, Slika 4.1.2). Prose¢na duzina lanca (IN) je znatno varirala od 30,2 do 32,8, a sa

njom 1 disperzija oko nje (d).

Univarijantna analiza je pokazala diskriminaciju svih sedam populacija na osnovu sastava
alkana, osim hentriakontana. Rezultati univarijante analize su pokazali da se sve populacije
razlikuju u odnosu na relativni udeo tritriakontana, dok se na osnovu ostalih komponentni
pojedini parovi populacija sli¢niji u odnosu na druge (Tabela 4.2). Multivarijantna analiza je
pokazala odvajanje populacija u odnosu na geografsko poreklo — populacije iz Deliblatske
pescare i sa centralnog/isto¢nog dela Balkanskog poluostrva (Kopaonik, Suva planina) su se
grupisale u jednu kladu, dok su se populacije zapadno od Kopaonika (Divcibare, Zlatibor,
Mavrovo, Neretva) grupisale u drugu kladu (Slika 4.1.2). Diskriminantna analiza je pokazala
odvajanje svih jedinki u cetiri grupe: najudaljenija grupa obuhvata populacije sa najzapadnijih
lokaliteta (Mavrovo, Neretva), potom odvajanje populacija Kopaonik i Deliblato na jednu

stranu, Suva planina na trecu i ¢etvrtu grupu koju su ¢inile Zlatibor i Divéibare (Slika 5.1).

Bez obzira na relativno mali broj populacija (pogotovu kada se uzme areal ovog
taksona), profili alkana izolovanih iz epikutikularnih voskova kod J. communis var. communis
su pokazali tendenciju odvajanja u odnosu na geografsko rasprostranjenje. S druge strane,
zanimljivo je da je kod svih populacija disperzija oko srednje vrednosti (4) bila izuzetno

visoka (2,5 - 9,3). Za tri kontinentalne populacije, & je bila najmanja (2,5 - 3,4).

Dodd 1 Poveda (2003) su, proucavajuéi sastav alkana kod J. communis var. saxatilis sa
Pirineja, uocili slozen odnos N vrednosti i nadmorske visine (gde su populacije na najmanjim
1 najve¢im nadmorskim visinama imale istu prosecnu duzinu lanca). S druge strane, pokazali
su da je disperzija oko N (d) rasla sa nadmorskom visinom. To nije bio slucaj sa nasim setom
podataka. Tako, najve¢u prosecnu duzinu lanca pokazuju jedinke iz populacije sa Deliblatske

pescare koje su rasle ujedno i1 na najmanjoj nadmorskoj visini, a nes§to manju vrednost su
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imale jedinke iz populacije sa Kopaonika, koje su rasle na oko 800 m.n.v. Iako populacija
sa Kopaonika raste na gotovo istoj nadmorskoj visini kao populacije na Divcibarama i

Zlatiboru, po profilu alkana, prose¢noj duzini lanca i disperziji oko nje, ove tri populacije se

prilicno razlikuju.

. communis var. communis sa Balkanskog poluostrva; I - Suva planina, IT - Deliblato, IIT -
Kopaonik, IV - Div¢ibare, V - Zlatibor, VI - Neretva, VII - Mavrovo. Razli¢itim bojama su
oznacene grupe prema DA (¢f. Slika 4.1.2)

Slika 5.2. Geografska distribucija populacija i dominantnih alkana epikutikularnih voskova
. commumnis var. saxatilis sa Balkanskog poluostrva I - Kopaonik, II - Suva planina, ITI - Stara
planina, IV - Velebit, V - Biokovo, VI - Orjen, VII - Durmitor, VIII - Cvrsnica, IX - Prenj,
X - Mavrovo. Razli¢itim bojama su oznacene grupe prema DA (¢f Slika 4.1.10)

213



Doktorska disertacija Diskusija

5.1.2 Juniperus communis var. saxatilis

U kutikularnim voskovima J. commmnis var. saxatilis su bili zastupljeni alkani dugi od 22
do 35 ugljenikovih atoma, gde su alkani dugog niza dominirali (>93 %). U svim uzorcima je
dominantan alkan bio tritriakontan, dok su u zavisnosti od lokaliteta druga dva dominantna
alkana bili hentriakontan i pentatriakontan (kontinentalne populacije), odnosno nonakozan
1 hentriakontan (submediteranske populacije). Izolovani alkani su pokazali kvantitativne

razlike izmedu istrazivanih populacija.

Relativne kolic¢ine alkana iz svih individua su koris¢ene za racunanje prosecne duzine
lanca (IN) i disperzije oko nje (4). lako je N varirala od 30,2 do 32,06, bilo je moguce grupisati
populacije u odnosu na nju: I (IN=32,1-32,6) — kontinentalne populacije, I (N=31,1-31,5)
— submediteranske populacije koje su rasle na relativno velikom nagibu i IIT (N=30,2-30,8) —
submediteranske populacije koje su rasle na blagom nagibu. Dakle, razlikuju se kontinentalne
populacije od submediteranskih, ali i submediteranske su se podelile u zavisnosti od nagiba
terena. Pirsonovkoeficijent korelacije za kontinentalne (R=0,42 p=3,26 x 10°) i submediteranske
populacije (R=0,51 p=2,34 x 101) je, iako statisticki znacajan, bio relativno umeren, $to
govori da odnos ova dva parametra nesto komplikovaniji (odnosno nije linearan). Samo jako
slaba korelacija izmedu nagiba terena i prosecne duzine lanca je pronadena na celom setu
podataka (R=0,29 p=107). Pored srednje duzine lanca, dispetzija oko nje (d) je bila najmanja

kod kontinentalnih populacija (1,4 - 2,0), a znatno visa kod submediteranskih (2,8 — 6,2).

Kod ispitivanih populacija J. commmunisvar. saxatilis sa zapada Evrope su dobijeni drugaciji
rezultati (Poveda et al., 2002). N vrednost je izuzeno malo varirala (32,9-33,0), dok je 4 bila
izmedu 1,2 1 1,4. Na osnovu sastava alkana, ispitane kontinentalne populacije sa Balkana su
najsli¢nije podacima do kojih su dosli Poveda i saradnici. Nesto nize N vrednosti i malo veci
opseg variranja ¢ moze se objasniti i nesto klimatski surovijim uslovima kojima su izlozene

populacije na Alpima i Pirinejima u odnosu na populacije na Balkanskom poluostrvu.

Multivarijantne statisticke metode su pokazale grupisanje kontinentalnih populacija

na jednu stranu, i submediteranskih na drugu, a u zavisnosti od kolicine cetiri alkana (C,,

C,, C,,, C,). Dendrogram klaster analize je pokazao tranziciju od pravih kontinentalnih ka
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pravim primorskim (submediteranskim) populacijama (Slika 5.2), odnosno od vece ka manjoj

prosec¢noj duzini lanca.

Regresiona analiza je pokazala da dvanaest od devetnaest bioklimatskih parametara
imaju statisticki znacajnu korelaciju sa relativnim udelom alkana kao i N i 4 vrednostima.
Ovi parametri bi mogli imati znacajan uticaj na selekciju genotipova koji su vise adaptirani
na razlicite lokalne uslove, pa bi samim tim mogao znacajno doprineti uocenoj diferencijaciji
populacija. Zanimljivo je da, iako je N vrednost pokazala statisticki znacajnu korelaciju sa

nagibom terena, ona nije pronadena ni za jedan pojedinacni alkan.

Vecina bioklimatskih karakteristika je pokazala statisticki znacajnu korelaciju, mada
je svega nekoliko bilo visoko korelisano. I dok veéina bioklimatskih parametara vezanih za
temperaturu nisu pokazali statisticki znacajnu korelaciju sa alkanima ili N i 4 vrednostima,
temperaturna sezonalnost (BIO4) je pokazala visoku pozitiviu korelaciju sa duzim alkanima,
a negativnu sa kracim, odnosno, duzi alkani su bili povezani sa onim populacijama u kojima
su razlike izmedu najvisih 1 najnizih temperatura u toku godine bile najvece. S druge strane,
vecina bioklimatskih parametara vezanih za precipitaciju je pokazala statisticki znacajnu
korelaciju. Svi ovi parametri pokazuju tendenciju da Sto je manja kolicina padavina, to su

dominantniji duzi alkani.

Iako mnogi autori smatraju da biljke tropskih regiona sintetisu alkane duzeg lanca u
odnosu na vrste koje zive u umerenim podrucjima, skorija istrazivanja pokazuju da je vlaznost
zapravo bitan faktor koji utice na distribuciju alkana kod visih biljaka (Rommerskirchen et al.,
2006). Prema modelu koju su predlozili Riederer i Schneider (1990), kutikularna permeabilnost
bi trebalo da opada sa povecanjem udela alkana dugog niza. Ovo je i u saglasnosti sa nasim
podacima, gde populacije koje naseljavaju kontinentalna podrucja na kojima trpe kako letnju
susu, tako i zimsku fiziolosku susu, imaju vecu prosecnu duzinu lanca, odnosno njthovim
epikutikularnim voskovima dominiraju duzi alkani. Sadrzaj tritriakontana i pentatriakontana
je pozitivno korelisan sa temperaturnom sezonalnoscu, 1 visim temperaturama najhladnijeg

perioda u godini, i visoko negativno korelisani sa precipitacijom.

N 1 d vrednosti si pokazali slican trend. Visoka pozitivha korelacija sa godisnjim
temperaturnim rasponom (BIO7) i srednjom temperaturom najsusnijeg perioda (BIO9),
kao 1 negativne korelacije sa bioklimatskim parametrima precipitacije (npr. BIO12, BIO15,
BIO17) sugeri$u da aridnost igra vaznu ulogu. Kako je korelacija N1  bila visoka i negativna

(R=-0,91 p<0,0001), suprotan trend je uocen za 4. Odnosno, s§to je veca razlika izmedu
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temperatura, to je manja disperzija oko N — trend koji je 1 “golim okom” uocljiv na celom
setu podataka, gde su populacije sa Alpa i Pirineja, kao i ispitivane kontinentalne populacije

imale najmanju disperziju.

Dodd i Poveda (2003) su predlozili da kompleksna veza N i nadmorske visine zapravo
ocrtava slicne uslove u pogledu dostupnosti vode, gde bi se (po njima) populacije sa manjih
nadmorskih visina suocavala sa letnjom susom, dok bi se populacije sa vecih nadmorskih
visina suocavale sa problemima fizioloske suse. S druge strane, jednostavniju korelaciju su
pronasli izmedu nadmorske visine i disperzije oko N. Oni su pretpostavili da je veca vrednost
d na vecim nadmorskim visinama posledica razli¢itih ekoloskih faktora, kao $to bi moglo
biti povec¢anje UV-B radijacije koje bi promovisalo biosintezu alkana kraceg lanca i granatih

alkana (Barnes et al., 1996; Dodd & Poveda, 2003).

Medutim, podaci za J. communis var. saxatilis dobijeni u ovom istrazivanju jasno ukazuju
da je prosecna duzina alkana (odnosno dominacija duzih alkana) visoko korelisana sa
ckstremnim klimatskim uslovima (velikim temperaturnim oscijalacijama i susom). Stavise,
nagib terena takode pokazuje izvesni uticaj, doprinoseci nesto aridnijim lokalnim uslovima.
S druge strane, nadmorska visina je pokazala samo slabu negativhu korelaciju (R=-0,17
$=0,002), sto i nije cudno s obzirom na to da su sve populacije rasle na manje-vise istoj
nadmorskoj visini. Mantelov 1 Parcijalni Mantelov test su na celom setu podataka pokazali
statisticki znacajnu korelaciju sa celim setom bioklimatskih parametara, ali je ta veza bila

nesto slabija, ukazujudi na isto tako jaku ulogu genetickih faktora.
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5.1.3 Juniperus deltoides

Alkani epikutikularnih voskova izolovanih iz dvogodisnijih iglica |. delfoides su pokazali
znacajnu kvantitativnu varijabilnost izmedu svih populacija. Najvece razlike postoje izmedu
kontinentalnih i primorskih populacija. Kod kontinentalnih, dominiraju alkani dugog niza,
dok su alkani srednjeg niza zastupljeni sa najvise 0,5%. S druge strane, kod primorskih
populacija, udeo pojedinacnih alkana srednjeg niza nikada nije bio manji od 1,0%. Pored
toga, jasna razlika je uocljiva i u dominantnim komponentama alkana dugog niza izmedu
kontinentalnih i primorskih populacija. Dok u kontinentalnim dominiraju uz tritriakontan
1 hentriakontan i pentatriakontan, potpuno je drugacija situacija kod primorskih. Kod njih
znacajan udeo ima hentriakontan i nonakozan, a kod nekih je odnos ova tri gotovo izjednacen
(Senj, Pevrske). Dobijeni rezultati su u saglasnosti i sa rezultatima dobijenim za druga dva
taksona (J. communis var. communis, |. communis var. saxatilis) kao i predlozenim modelom
Riederer i Schneider (1990) koji predvida da ¢e jedinke koje zive u aridnijim uslovima imati
alkane duzeg lanca, koji ¢e svojom prostornom organizacijom dati homogeniji epikutikularni
sloj, sa manjim brojem otvora, i omogucditi efikasniju zastitu od nekontrolisanog gubitka
vode. I zaista, kontinentalne populacije koje trpe i letnju susu ali i zimsku fiziolosku susu,
pokazuju vedi procentualni udeo duzih alkana u odnosu na primorske populacije, koje zimi
imaju nesto blaze uslove, sa temperaturama koje ne padaju nikada ispod nule i sa obiljem
padavina. Takode, znacajno je napomenuti, da sve ispitivane kontinentalne populacije rastu
na terenu sa relativno velikim nagibom, dok su sve primorske populacije uzorkovane sa terena
koji gotovo da nemaju nagib, §to moze doprineti uoc¢enim velikim razlikama u dominantnim

alkanima epikutikularnih voskova ovih populacija.

Prose¢na duzina lanca (IN) je znatno varirala izmedu populacija. Najnize su bile kod
primorskih populacija, pogotovu kod populacija Senj i Pevrske (28,3 1 28,5), sto se pripisuje
C,iC

gotovo jednakoj dominaciji C dok je kod ostalih primorskih populacija, N bila

292 33?

izmedu 29,4 1 30,4. S druge strane, kontinentalne populacije su imale prosecnu duzinu lanca
za ¢ak dva C atoma duzu. Ovolika varijacija u prose¢noj duzini lanca za cak cetiri C atoma
nije pronadena kod J. commmunis var. communis i |. communis var. saxatilis. S druge strane, razlika
u sredinskim faktorima, izmedu kontinentalnih i primorskih populacija je kod ove vrste i

najveca.

217



Doktorska disertacija Diskusija

Disperzija oko N (d) je znatno varirala. Bez obzira na to, pokazala je isti trend kao 1 kod
prethodna dva taksona — kod kontinentalnih populacija koje rastu u ekstremnijim uslovima
ona je relativno mala, i krece se od 2,4 do 2,8 dok kod primorskih populacija ona moze znatno
da varira — do ¢ak 10,4 (u populaciji iz Senja). Ovako velika disperzija oko srednje duzine
kod populacije iz Senja je gotovo 4 puta veca od disperzija kod kontinentalnih populacija, a
dva do tri puta veca u odnosu na ostale primorske populacije. Visoka pozitivna korelacija je
pronadena izmedu N i nadmortske visine (R=0,69 p=1,03 x 10**) i jos veca za nagib terena
(R=0,76 p=3,21 x 10%), ovo ukazuje na znacaj bioklimatskih parametara za diferencijaciju
profila alkana kod ove vrste. Medutim, tendencije koje su uocene kod populacije . commmunis
var. saxatilis (Dodd & Poveda, 2003; Poveda et al., 2002) sa Pirineja, nisu uocene ni u ovom
setu podataka, posto je d bila najvisa kod primorskih populacija, koje sve rastu na znatno

manjim nadmorskim visinama nego kontinentalne.

Slika 5.3. Geografska distribucija populacija i dominantnih alkana epikutikularnih voskova
J. deltoides sa Balkanskog poluostrva I - Kopaonik, II - Magli¢, III - Pcinja, IV - Rovinj,
V - Senj, VI - Krusevo, VII - Devrske, VIII - Trogir, IX - Makarska. Razli¢itim bojama su
oznacene grupe prema DA (¢f Slika 4.1.15)

ANOVA 1 multivarijantne analize su takode pokazale jasno razdvajanje populacija na
osnovu sastava vecine alkana, ali 1 jasno grupisanje populacija sa slicnim profilima alkana

epikutikularnih voskova. Klaster analiza je pokazala blize grupisanje populacija sa Maglica
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i iz kanjona Pcinje, s jedne strane, i donekle izdvajanje populacije sa Kopaonika u kladi
kontinentalnih populacija (A), dok klada primorskih populacija pokazuje tri subklade: Rovinj
(c), Senj i Devrske (d), kao i Krusevo, Trogir, Makarska (e).

Odvajanje populacije sa Kopaonika od ostalih kontinentalnih populacija se moze
objasniti prilicno ekstremnim vremenskim uslovima kojima je ova populacija izloZzena: najvisa
nadmorska visina, izuzetno veliki nagib terena, izlozenost jakim vetrovima, gde prosecna
dnevna temperatura zimi moze pasti ispod -7 °C. S druge strane, klima Magli¢a i kanjona
Pcinje najvise podseca na Mediteransku klimu, sa suvim, vrelim letima i nesto blazim zimama
(gde temperatura moze da se spusti do tacke mrznjenja). Zanimljivo je da podloga na kojoj su

ove populacije rasle nije imala nikakav uticaj na sastav alkana epikutikularnih voskova.

Postavlja se pitanje da li su ove razlike posledica velikih genetickih razlika ili su prosto
odgovor biljke na lokalne sredinske faktore. Iako postoji jako geografski utemeljeno odvajanje
izmedu kontinentalnih i primorskih populacija, subklade ove dve glavne klade ne pokazuju
geografsku korelaciju, ali ukazuju na slicnost u lokalnim klimatskim uslovima, pa se tako

populacije koje se medusobno udaljene (npr. P¢inja 1 Magli¢, Senj i Devrske) grupisu zajedno.

Kako je radena samo jedna populacija J. macrocarpa sa Balkanskog poluostrva, diskusija
o alkanima epikutikularnih voskova listova ove vrste ¢e biti u kontekstu ostalih vrsta u opstoj

diskusiji.
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5.1.4 Opsta diskusija

Kutikula predstavlja prvu barijeru prodiranju patogenih organizama u biljku, kao i
poslednju barijeru nekotrolisanom gubitku vode (Holloway, 1994). Da bi kutikularni voskovi
mogli da obavljaju ovako vaznu ulogu neophodno je da u uslovima u kojima zivi vrsta, ovaj

sloj zadrzava 1 svoj oblik i strukturu.

I'jedno i drugo je direktno zavisno od sastava — trodimenzione strukture koje formiraju
epikutikularni voskovi su direktno zavisne od jedinjenja koja ulaze u sastav epikutikularnih
voskova kao 1 od njihovog relativnog udela (Eigenbrode & Espelie, 1995), dok je ocuvanje
ovih strukura (npr. spre¢avanje njihovog toplienja) direktno vezano za njihov sastav. Cista
jedinjenja koja ulaze u sastav epikutikularnih voskova imaju temperaturu topljenja koja je
veoma cesto 1 niza od temperature topljenja za kompleksnu smesu (Gibbs, 2002). Sve ovo
ukazuje na jaku geneticku kontrolu 1 izuzetno bitnu ulogu koju, pre svega alkani, ali i druga
jedinjenja koja ulaze u sastav epikutikularnih voskova, imaju za bolju adaptaciju jedinke na

uslove zivotne sredine.

Podaci o promenljivom sastavu epikutikularnih voskova tokom zivota jedne jedinke
postoje, medutim, ove promene su ogranicene na period razvoja samog lista (ili nekog drugog
organa), gde nakon potpunog razvoja lista sastav alkana ostaje stabilan, ¢ak i tokom njegovog
susenja 1 opadanja (Purdy & Truter, 1961; Eglinton et al., 1962; Bush & Mclnerney, 2013). S
druge strane, postoji veliki broj radova koji govori o upotrebi alkana kao hemotaksonomskih
markera, kako za razlikovanje golosemenica od skrivenosemenica, tako i na nizim
taksonomskim nivoima (¢f 1.2 — Alkani). Stavise, Dodd i Afzal-Rafii (2000) su, analizirajuéi
alkane epikutikularnih voskova vrsta familije Cupressaceae, uocili da alkani pokazuju jak

geneticki uticaj kao odgovor na adaptaciju na uslove zivotne sredine.

U svim uzorcima istrazivanih taksona je tritriakontan (C,,) bio dominantan alkan, $to
je najverovatnije karakteristika celog roda. Ista dominantna komponenta je detektovana kod
uzoraka J. communis var. saxatilis sa Prineja, AlpaiKorzike, kao 1 kod azijskih i severnoamerickih
populacija |. scopolorum, |. davurica, |. rigida (Dodd & Poveda, 2003; Poveda et al., 2002;

Tarasov et al., 2012; Tulloch & Bergter, 1981). U svim dostupnim podacima, tritriakontan je
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¢inio preko 70 % alkanskog profila epikutikularnih voskova. Pored tritriakontana, u vecim

koli¢inama su se nalazilii C,,, C, , C . (Slika 4.1.1).

31°

U uzorcima dominiraju alkani duzeg niza, $to 1 odgovara generalno kseromorfnoj
prirodi ovih taksona. Ujedno, jedinke koje su pokazale i najmanju kseromorfnost (Siroke,
relativho mekane iglice, |. zacrocarpa iz okoline Trogira) su imale i najveéi udeo alkana srednjeg
niza. Stavise, po opstem profilu alkana, najvise se isticu alkani izolovani iz epikutikularnih

voskova |. macrocarpa.

Univarijantne analize su pokazale odvajanje sva Cetiri taksona na osnovu gotovo svakog
alkana. Zanimljivo je da, kada su pojedinacne komponente u pitanju, J. communis var. saxatilis
pokazuje vecu slicnost sa |. deltoides 1 |. macrocarpa nego sa J. communis (C,,, C,,, C,, C ). |.
macrocarpa 1 |. deltoides pokazuju nesto veci broj karaktera na osnovu kojih nije bilo moguce
razlikovati ove dve grupe (C,,, C,, C, ). Medutim, ne smemo izgubiti iz vida ¢injenicu da je

veliki broj jedinki J. communis var. saxatilis poreklom sa zapadnog dela Balkanskog poluostrva,

kao 1 vecina populacija |. deltoides kao i ispitana populacija |. macrocarpa.

Multivarijantna statisticka obrada rezultata ispitivanih alkana na celokupnom uzorku
je pokazala manje-vise iste tendencije kao 1 rezultati statisticke obrade po pojedinim
vrstama. Naime, analiza glavnih komponenti i klaster analiza su pokazale jako odvajanje
(sub)mediteranskih i kontinentalnih populacija, bez obzira na takson, grupiSuci na taj nacin
u istu kladu jedinke razli¢itih taksona. Iako su ove dve analize dale prednost geografskoj
asocijaciji, pre nego taksonomskoj, jedinke istog taksona su se ipak unutar svakog od ta
dva geografska regiona grupisale zajedno. Stavise, diskriminantna analiza je ipak uspela da
odvoiji i grupise taksone na osnovu sastava epikutikularnih voskova. Najslabije se odvajaju
(tek na trecoj diskriminantnoj osi) J. communis var. saxatilis od J. communis vax. communis. S druge
strane, [. macrocarpa se izuzetno jako odvaja od svih ostalih taksona na osnovu sastava alkana,

dodatno potvrdujuci odvajanje ovog taksona kao posebne vrste.

Jedinke [. communis se grupiSu medusobno pre svega na osnovu visokog relativhog
udela C ;i C,, alkana, dok kod ]. deltoides 1 |. macrocarpa (koje su dominantno mediteranske
populacije) dominiraju C,; i C, , a kod pojedinih populacija i C,,. Prosecna duzina lanca (IN)
je bila jako bliska kod . communis var. communis i var. saxatilis, dok je za otprilike jedan niza kod

J. deltoides 1 |. macrocarpa.
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Prose¢na duzina lanca (IN) i disperzija oko nje (d) pokazuje u svim populacijam slicnu
tendenciju — $to su uslovi aridniji, to je prosecna duzina lanca veca, 1 $to su uslovi “suroviji”
(veée promene u temperaturi tokom godine, temperature ispod tacke mrzenjenja, letnja
suda 1 fizioloska zimska susa...), to je disperzija oko prosec¢ne duzine lanca manja, odnosno

dominacija jednog alkana je izrazenija.

Nakon svega, postavlja se pitanje koliki uticaj imaju ekoloski, a koliki geneticki faktori?
I, da i je odvajanje izmedu zapadnih i centralnih/isto¢nih populacija posledica genetickih
razlika uzrokovanih adaptacijama tih populacija na razlicite uslove zivotne sredine, ili su uocene
razlike posledica “plasticnosti” voskova odnosno akomodacije na uslove Zzivotne sredine?
Osnovni profili koji su uoceni kod sva tri proucavana taksona, da dominira tritriakontan, te
da uz njega visoki udeo imaju hentriakontan i nonakozan ili pentatriakontan, poklapa se sa
dostupnim podacima za ostale vrste roda Juniperns. Uocene razlike u zastupljenosti druge dve
komponente se do izvesnog stepena moze objasniti razlikama koje postoje u bioklimatskim

faktorima.

Prikazane analize govore o velikom uticaju bioklimatskih faktora, pre svega aridnosti,
na diferencijaciju ovih populacija. I zaista, najvece razlike su uocene kod J. deltoides, s obzirom
na to da se istocne 1 zapadne populacije nalaze u potpuno drugacijim klimatskim uslovima, i
medusobno su daleko vise udaljene u odnosu na ispitivane populacije druga dva taksona. To
$to su statisticke analize pokazale nesto slabiju korelaciju (tj. neznatno manju od 0,7) moze
biti posledica “nepreciznosti” koris¢enih bioklimatskih parametara, s jedne strane, (posto su
podaci za WorldClim data set dobijeni interpolacijom na osnovu podataka dostupnih mernih
mesta), ali u drugih faktora koji su mogli da “unesu Sum” u samu sliku. Na primer, jedan broj
populacija, pre svega Senj 1 Devrske, rastu tik uz Jadransku magistralu, i izloZzenost velikim
kolicinama zagadenja, narocito teskim metalima iz izduvnih gasova saobracaja, mogli su da
uticu na to da se zaustavi biosinteza alkana 1 da dode do “gomilanja” nesto kracih alkana,
$to bi moglo objasniti da u ovim populacijama, inace uocena jaka dominacija tritriakontana

gotovo da izostaje.

Medutim, ono s$to daje dodatnu sigurnost u jaku geneticku podlogu je 1 podudaranje
sa rezultatima dostupnim iz litetature (Dodd & Poveda, 2003; Poveda et al., 2002) s jedne

strane, ali 1 analiza glavnih komponenti uradena za jedini lokalitet gde se sva tri taksona mogu
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nadi (J. deltoides 1 |. communis vax. communis simpatricki, i J. communis var. saxatilis na jako maloj
udaljenosti) — Kopaonik (Slika 5.4), s druge strane. Iako su rasli pod identi¢nim klimatskim
uslovima, ova tri taksona se jako lako razlikuju ve¢ na analizi glavnih komponenti, $to ukazuje

na izuzetno bitnu ulogu genetickih faktora u definisanju osnovnog profila alkana kod ova tri

taksona.
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Slika 5.4. Scatter plot analize glavnih komponentni bazirana na udelu 17 alkana izolovanih iz
epikutikularnih voskova dvogodisnjih iglica @ - . communis var. communis, ™ - |. communis var.
saxatilis 1 ® - |. deltoides sa lokaliteta Kopaonik
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5.2 Terpeni

5.2.1 Juniperus communis var. communis

U etarskom ulju izolovanom iz listova |. communis var. saxatilis detektovano je 117
jedinjenja. U etarskom ulju, kao 1 kod drugih ispitanih vrsta sekcije Juniperus, dominiraju
monoterpeni (75,2%) $to je karakteristika sekcije (Otto & Wilde, 2001). Dva monoterepena,
a-pinen i sabinen, su dominantna jedinjenja u sastavu etarskog ulja. Zajedno, ova dva

jedinjenja su, u proseku, ¢inila oko 55,0 % ukupnog sastava etarskog ulja.

Sastav etarskog ulja je pokazao geografsku diferencijaciju ispitivanih populacija. U
populaciji iz Deliblatske pescare etarsko ulje se odlikovalo gotovo istim odnosom a-pinena
i sabinena; kod populacije sa Kopaonika u etarskom ulju dominira sabinen, koga ima duplo
vi$e u odnosu na a-pinen. Kod populacija sa Suve i Stare planine a-pinen dominira u etarskom

ulju, dok sabinena ima 30 odnosno 50% manje u pravcu zapad-istok.

Analiza glavnih komponenti je pokazala preklapanje svih populacija. Cak i samo dve
komponente opisuju gotovo sveukupnu varijabilnost uzorka: a-pinen na prvoj osi (99,7 %) i
limonen (85,6 %) na drugoj. Sabinen, zbog izuzetno velike i statisticki znacajne korelacije sa
a-pinenom (r=-0,9), nije koris¢en u multivariacionim statistickim analizama. Klaster analiza

je pokazala formiranje dve klade u odnosu na koli¢inu a-pinena odnosno sabinena.

Slika 5.5. Distribucija  dominantnih
komponenti etarskog ulja iglica |. commmunis
var. communis u  Evropi dostupnih iz
literature (¢f. Tabela 5.1). Velicina “pitice”
| govori o relativnoj zastupljenosti hemotipa
tamo gde je bio dostupan podatak.
B - o-pinen; [ ] - limonen ; [l - sabinen;
M - druge komponente (mircen, y-terpinen,
B-felandren i dr.)
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Poredenje dobijenih rezultata sa dostupnim rezultatima iz literature (Tabela 5.1,
Slika 5.5) je pokazalo da etarsko ulje |. commmunis var. communis Sirom areala pokazuje veliku
varijabilnost. Broj identifikovanih komponenti je varirao od nekoliko desetina do dve stotine.
Medutim, opsti profil je bio slican — jedna do dve komponente koje su bile zastupljene preko
15%, 1 do 20 komponenti prisutnih izmedu 1 i 15%. Dominante komponente su varirale u
zavisnosti od regiona. Pa tako, u regionu severne Italije, Sardinije i juzne Francuske u etarskom
ulju dominiraju sabinen i a-pinen, dok je tre¢a komponenta varirala (Angioni et al., 2003;
Caramiello et al., 1995; Ochocka et al., 1997). S druge strane, kod populacija sa severa Evrope
snazno dominira a-pinen, dok se sabinen kao dominantna komponenta javlja u pojedinim
populacijama ili kod manjeg broja jedinki (Adams, 1998; Butkien¢ et al., 2009; Filipowicz et
al., 2009; Ochocka et al., 1997). U regionu centralne Evrope 1 Balkanskog poluostrva etarska
ulja pokazuju “intermedijarni” karakter u odnosu na druga dva regiona (dominiraju obe
komponente) — zapadnim populacijama dominira sabinen, dok a-pinen ¢ini nesto manji udeo
(Marké et al., 2011; Masteli¢ et al., 2000), a istocnim dominira a-pinen (podaci iz ovog rada i
(Chatzopoulou & Katsiotis, 1993)). Dobijeni podaci se uklapaju u opstu klinu, gde u pravcu
zapad-istok dolazi do smanjenja udela sabinena u dominantnim komponentama, odnosno
povecanja udela a-pinena u etarskom ulju. Izuzetno je zanimljivo, posebno u kontekstu
gena odgovornih za biosintezu, da se limonen nalazi medu dominantnim komponentama
iskljucivo na transektu Gréka-Svedska, dok se kod populacija istoéno i zapadno od ove linije

javlja u znatno manjim koli¢inama (veoma ¢esto ispod 1,0%).

U nekoliko radova, autori su uspeli da uoce dva do tri hemotipa - a-pinenski, sabinenski
i 8-kar-3-enski (Butkiené et al., 2009; Marko et al., 2011). Medutim, zbog oskudnih podataka
detaljnija analiza 1 ustanovljavanje tri pretpostavljena hemotipa nije izvesna. Detaljnija
analiza podataka dostupnih iz literature je potvrdila prisustvo “skrivenih” manje zastupljenih
hemotipova. U populacijama sa Balkana, mogla su da se detektuju tri osnovna profila -
a-pinenski (x-pinen 53,9%), intermedijarni (x-pinen 28,5%; sabinen 25,%) 1 sabinenski
(sabinen 38,1; a-pinen 14,8). Nije detektovana nijedna jedinka koja bi odgovarala 8-kar-3-
enskom hemotipu. Stoga, neophodne su dalje analize sa ve¢im brojem jedinki i $irim arealom

za dalje tumacenje rezultata, i eventualno razlikovanje hemotipova.

Marké 1 saradnici (2008) su uocili potencijalnu vezu izmedu sastava etarskog ulja i
preference herbivora, medutim dizajn eksperimenta im je onemogucéio da dodu do konkretnijih

rezultata. Na osnovu dostupnih podataka, 8-kar-3-enski hemotip je najmanje primamljiv
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karakteristike oba hemotipa, barem kada je preferenca herbivora u pitanju. Ustanovljena je
veza izmedu kolicine etarskog ulja i intenziteta ispase, gde su jedinke koje su imale veci prinos

etarskog ulja herbivori vise izbegavali.

Svakako da je neophodna detaljnija studija odnosa pojedina¢nih komponenti i smese
nekoliko komponenti da bi se utvrdio odnos izmedu herbivora i kleke, kao i detaljnija

bioklimatska studija, koja bi, takode, mogla da objasni distribuciju hemotipova sirom areala.

Iako su u tabeli navedeni rezultati sastava etarskog ulja populacija iz Kanade, Finske i
Irana, upitno je koliko su date jedinke dobro determinisane. Naime, prema svim dostupnim
podacima o distribuciji ovog varijeteta, on ne naseljava Kanadu, dok se u Evropi javlja do
59-te paralele (uz izuzetak jedne populacije na zapadu Norveske). U Iranu se ovaj varijetet

javlja na severozapadu zemlje (Farjon & Filer, 2013).
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Tabela 5.1. Pregled literaturnih podataka o dominantim komponentama etarskog ulja iglica

. communis vax. communis

Lokalitet
Kanada®

Grcka (sever)

Italija”

Poljska®

Poland?

Poland?

Francuska

Svedska

Hrvatska

Sardinija

Iran

Tran?

Glavne komponente?
a-Pinene (79.1)
B-Pinene (4.0)
Myrcene (4.0)
o-Pinene (41.3)
Sabinene (17.4)
Limonene (4.2)
Sabinene (41.4)
o-Pinene (13.4)
Terpinen-4-ol (8.7)
a-Pinene (72.2)
Limonene (6.7)
B-Phellandrene (4.9)
a-Pinene (86.2)
Myrcene (3.4)
B-Pinene (2.7)
a-Pinene (38.3)
Sabinene (31.5)
Limonene (8.1)
Sabinene (32.7)
a-Pinene (27.8)
y-Terpinene (10.7)
a-Pinene (56.8)
Limonene (6.9)
B-Phellandrene (6.9)
a-Pinene (16.9)
Sabinene (12.1)
Terpinen-4-ol (7.7)
Sabinene (61.1)
Terpinen-4-ol (10.7)
a-Pinene (6.4)
Sabinene (40.7)
o-Pinene (12.5)
Terpinen-4-ol (12.3)
5-Car-3-ene (39.4)
B-Phellandrene (25.1)
o-Pinene (24.5)

Referenca

Rudloff & Sood, 1969

Chatzopoulou & Katsiotis, 1993

Caramiello et al., 1995

Ochocka et al., 1997

Ochocka et al., 1997

Ochocka et al., 1997

Ochocka et al., 1997

Adams, 1998

Masteli¢ et al., 2000

Angioni et al., 2003

Shahmir et al., 2003

Pourmortazavi et al., 2004
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Lokalitet
Poljska®

Finska

Litvanija’

Litvanija’

Srbija

(Kopaonik)

Madarska®

Madarska?

Madarska™

Glavne komponente?
a-Pinene (63.7)
Sabinene (7.5)
Limonene (6.1)
Germacrene D-ol (20.3)
Germacrene D (20.3)
a-Pinene (14.3)
a-Pinene (53.9)
B-Phellandrene (7.4)
Sabinene (5.0)
Sabinene (37.5)
a-Pinene (19.4)
Terpinen-4-ol (8.1)
a-Pinene (40.5)
Sabinene (18.0)
Myrcene (13.5)
8-Car-3-ene (55.0)
o-Pinene (9.6)
Myrcene (5.6)
Sabinene (42.8)
a-Pinene (16.4)
y-Terpinene (5.2)
o-Pinene (67.1)
y-Terpinene (17.3)
Myrcene (3.1)

Referenca
Filipowicz et al., 2009

Martz et al., 2009

Butkiené et al., 2009

Butkiené et al., 2009

Milojevi¢ et al., 2010

Marké et al., 2011

Marko et al., 2011

Marko et al., 2011

" . communis var. communis ne raste u Severnoj Americi, tako da se podatak najverovatnije
odnosi na J. communis var. saxatilis ali u radu je takson definisan samo kao J. communis; ® relativni
udeo glavnih komponenti je dat u zagradama (%);  procenti su dati kao srednja vrednost
za pet lokaliteta sa severa Italije; © podaci su dati po lokalitetima - lokalitet Piechowice;
9 Wegorzewo, Mlawa, NP Kampinos - mlada suma; © NP Kampinos - strogi rezervat Niepust,
Swidno ; ” Botanicka basta u Teheranu; ® podaci dobijeni pomocu headspace; ? odreden kao
pinenski hemotip (n=45); ? odreden kao sabinenski hemotip (n=4); ¥ 8-kar-3-ene hemotip
(n=4); Y sabinenski hemotip (n=13); ™ pinenski hemotip (n=1).

228



Doktorska disertacija Diskusija

5.2.2 Juniperus communis var. saxatilis

U etarskom ulju izolovanom iz listova J. communis var. saxatilis detektovano je 141
jedinjenje. U etarskom ulju, kao i kod drugih ispitanih vrsta sekcije Juniperus, dominiraju
monoterpeni (67,3%), Sto je karakteristika sekcije (Otto & Wilde, 2001). Dominantno

jedinjenje je a-pinen, koji u proseku ¢ini 50,4 % sastava etarskog ulja.

Sastav etarskog ulja je pokazao geografsku diferencijaciju. U submediteranskim
populacijama, seskviterpenski ugljovodonik, germakren D, je po svom udelu ¢inio drugo
najzastupljenije jedinjenje (7,0 %), dok je u kontinentalnim populacijama to bio sabinen
(17,2 %). Analiza glavnih komponentni je pokazala odvajanje submediteranskih od
kontinentalnih populacija, dok je klaster analiza pokazala da populacije koje su geografski
blize pokazuju i sli¢niji sastav etarskog ulja, te se grupisu u odvojene subklade. Diskriminantna

analiza je uspela da potvrdi odvajanje Cetiri grupe.

Poredenje dobijenih rezultata sa dostupnim rezultatima iz literature (Tabela 5.2)
je pokazalo slicnost sastava etarskog ulja sa drugim populacijama . communis var. saxatilis

(Iran (Emami et al., 2007), évajcarske (Adams, 2000), Korzike (Ottavioli et al., 2009),

()
Mongolija

2. %35 S| °
9 Koreja

” - o T
® - i < Gt Iran

I

0 500

kilometers

Slika 5.6. Distribucija dominantnih komponenti etarskog ulja iglica [ commmunis var.
saxatilis u Evropi (1 Aziji) dostupnih iz literature (¢f Tabela 5.2). Velicina “pitice”
govori o relativhoj zastupljenosti hemotipa tamo gde je bio dostupan podatak.
B - a-pinen; []- limonen ; [[ll - sabinen; [ |- germakren D; [l - druge komponente (mircen,
B-pinen, 1 dr.)
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Grcke (Voutlioti-Arapi et al., 2011) i Italije (Caramiello et al., 1995)), ali manju slicnost sa
populacijama iz Portugala (Cabral et al., 2012), Korzike (Ottavioli et al., 2009) i Sardinije
(Marongiu et al., 2005). Etarska ulja populacija iz Svajcarske, Irana i Korizike se odlikuju
visokim udelom sabinena, $to ih po sastavu ¢ini nesto blizim kontinentalnim populacijama.
Populacije iz Koreje (Jo & Kim, 2005) 1 Mongolije (Adams, 1998, 2000), pak, pokazuju sastav
etarskog ulja mnogo sli¢niji submediteranskim populacijama (Slika 5.6). U etarskom ulju

populacija iz Portugala, sa Korzike 1 Sardinije dominira limonen.

Ottavioli i saradnici (2009) su identifikovali dva hemotipa kod populacija Juniperus
communis var. saxatilis sa Korzike. Pronasli su da 92% individua ima etarsko ulje u kojem
dominira limonen, dok je kod 8% to bio sabinen. S druge strane, podaci iz ovog rada su
pokazali da je a-pinen gotovo uvek bio dominantna komponenta. Devetnaest individua iz
kontinentalnih populacija (10 iz populacije Kopaonik, 4 iz populacija Suva i Stara plaina i
jedna iz populacije iz Mavrova) je imala dominantan sabinen, ali je odnos sabinen/o-pinen
bio daleko manji nego kod populacija sa Korzike. S druge strane, limonen ni u jednom
uzorku nije bio dominantna komponenta (0,5 — 11 %). Zanimljivo je i da se kod 30 individua
iz kontinentalnih populacija, kao druga dominantna komponenta etarskog ulja, ne javlja

sabinen ve¢ germakren D.

Pregled literaturnih podataka je pokazao da kod populacija J. communis var. saxatilis iz
Evrope postoji jos veca varijabilnost nego $to je uoc¢ena kod |. communis var. communis. Naime,
dominantne komponente su se ostro razlikovale izmedu regiona. Pa tako, (1) na Pirinejskom
poluostrvu, dominiraju (redom) sabinen, terpinen-4-ol i a-pinen (Cabral et al., 2012); (2) na
Korzici i Sardiniji dominiraju ili limonen ili sabinen i limonen (Gonny et al., 2006; Ottavioli
et al., 2009); (3) na severu Italije su dominirali a-pinen i sabinen (Caramiello et al., 1995) dok
u Svajcarskoj dominiraju sabinen i a-pinen (Adams, 2000); (4) na zapadnom delu Balkana
dominira a-pinen (i germakren D), dok na istocnom delu Balkana dominiraju a-pinen i
sabinen (Voutrlioti-Arapi et al., 2011). Na dalekom istoku, u Koreji i Mongoliji u etarskom
ulju dominira a-pinen (Adams, 1998; Jo & Kim, 2005), dok u Iranu dominira sabinen uz
a-pinen i limonen (Emami et al., 2007). Ovako velika varijabilnost u sastavu etarskog ulja
se donekle preklapa i sa izuzetno disjunktnim arealom ovog taksona. Naime, ispod 50-te
paralele ovaj varijetet se javlja isklju¢ivo na velikim nadmorskim visinama (>1.000 m.n.v.),
tako da je njegov areal izuzetno fragmentisan (Slika 2.1.6). Za ovaj takson, periodi glacijacija
su mogli da znace spajanje areala u manje-vise kontinuiran, da bi u interglacijacijama dolazilo

do ponovnog odvajanja.
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Tabela 5.2. Pregled literaturnih podataka o dominantim komponentama etarskog ulja iglica

J. communis var. saxatilis

Lokalitet
Portugal

Svajcarska

Sardinija

Korzika

Korzika

Korzika

Italija

Grcka

Iran

Glavne komponente?
Sabinene (26.2)
TerPinene-4-ol (13.0)
a-Pinene (12.9)
Myrcene (8.9)
Sabinene (32.8)
a-Pinene (14.1)
Terpinen-4-ol (7.3)
Limonene (6.7)
Limonene (44.4)
o-Terpinil acetat (5.2)
germakren D (4.4)
germakren B (3.7)
Limonene (30.9)
a-Pinene (24.4)
B-felandren (12.6)
o-Terpinil acetat (6.0)
Limonene (34.5)
3-felandren (17.0)
o-Terpinil acetat (9.7)
«-Pinene (7.7)
Sabinene (19.1)
Limonene (13.8)
B3-felandren (10.4)
«-Pinene (7.3)
a-Pinene (30.5)
Sabinene (12.4)
Terpinen-4-ol (8.3)
B3-Eudesmol (4.1)
a-Pinene (35.1)
6-Car-3-en (12.1)
Sabinene (11.5)
Myrtenil acetate (5.0)
Sabinene (21.1)
a-Pinene (13.7)"
Limonene (8.2)
a-Terpineol (5.6)"

Referenca
Cabral et al., 2012

Adams, 2000c

Marongiu et al., 2005

Gonny et al., 2006

Ottavioli et al., 2009

Ottavioli et al., 2009

Caramiello et al., 1995

Voutlioti-Arapi et al., 2011

Emami et al., 2007
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Lokalitet

Mongolija

Korea

“ relativni udeo glavnih komponenti je dat u zagradama (%);

prosecna vrednost

Glavne komponente?
o-Pinene (58.2)
Germacrene D-4-ol (6.8)
B3-Pinene (4.7)

Myrcene (4.5)

a-Pinene (26.1)
Limonene (2.1)

B3-Pinene (1.3)

Myrcene (1.3)

Referenca
Adams, 1998, 2000c

Jo & Kim, 2005

Y relativni udeo je dat kao
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5.2.3 Juniperus deltoides

U etarskom ulju J. deltoides je detektovano 208 jedinjenja. Monoterpeni su dominantna
grupa u sastavu etarskog ulja (61,6%), §to je karakteristika vrsta sekcije Juniperus (Otto & Wilde,
2001). Dva monoterepena, a-pinen i limonen, su dominantna jedinjenja. Zajedno, ova dva

jedinjenja su u proseku ¢inila oko 46,7 % ukupnog etarskog ulja.

Inicijalne analize radene na cetiri populacije (tri kontinentalne 1 jedne mediteranske)
su pokazale jako odvajanje izmedu kontinentalnih i mediteranskih populacija (Rajcevi¢ et al.,
2013). Dalje istrazivanje koje je ukljuc¢ilo dodatne populacije sa Jadranske obale je potvrdilo
ovo odvajanje, ali je dalo i bolji uvid u razloge ovog odvajanja. Posmatrano odvojeno samo
populacije sa Jadrana, statisticke analize nisu uspele da pronadu statisticki znacajnu korelaciju

sastava etarskog ulja i lokaliteta (Rajcevi¢ et al., 2015).

Analiza glavnih komponenti uradena sa svih 212 jedinki iz 13 populacija je pokazala
odvajanje jedinki na dve grupe u zavisnosti od dominantne komponenete — jedinke u
¢ijem etarskom ulju dominira limonen, odnosno o-pinen. Dalje statisticke analize su
pokazale odvajanje tri grupe jedinki, na osnovu sastava etarskog ulja — pored prethodne dve
identifikovane u analizi glavnih kompnenti, izdvaja se i treca grupa — jedinke ¢ije etarsko ulje

ima podjednake koli¢ine a-pinena i limonena.

Poredenje ucestalosti tri predlozena hemotipa izmedu svih trinaest populacija
pokazalo je dominaciju limonenskog i intermedijarnog (x-pinen/limonenskog) hemotipa
kod submediteranskih populacija, i pinenskog tipa kod kontinentalnih populacija (Slika 5.7).
Populacije iz Kruseva i Makarske su imale samo dva hemotipa, §to je najverovatnije posledica
malog uzorka iz ovih populacija (po 6 jedinki iz svake). S druge strane, populacija iz Zanjica je
imala etarsko ulje prilicno razlic¢itog karaktera u odnosu na sve ostale populacije, i dominaciju
a-pinenskog hemotipa. Ovo moze biti posledica potpuno razli¢itog stanista u odnosu na
sve ostale ispitivane populacije — ostrvska populacija, locirana na svega nekoliko metara od

otvorenog mora, izlozena jakim zapadnim vetrovima.
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Slika 5.7. Distribucija detektovanih hemotipova po lokalitetima na Balkanu. I - Rovinj, II
- Senj, III - Krusevo, IV - Benkovac, V - Devrske, VI - Konjevrate, VII - Trogir, VIII - Ma-
karska, IX - Zanjice, X - Valdanos, XI - P¢inja, XII - Kopaonik, XIII - Maglic.

Poredenje sa literaturnim podacima (Tabela 5.3) pokazuje jaku slicnost sa sastavom
etarskog ulja drugih populacija J. deltoides iz Mediterana. Na osnovu sastava etarskog ulja,
populacije iz Italije i severne Grcke (Adams et al., 2005) su slicne Jadranskim populacijama,
dok su populacije iz juzne Grcke (Adams et al., 2005) 1 Turske (Adams & Mataraci, 2011)

slicne kontinentalnim populacijama (Rajcevi¢ et al., 2013).

Ispitivanjem odnosa izmedu komponenti etarskog ulja i bioklimatskih parametara
nisu pronadene statisticki znacajne korelacije. Nije pronadena ni korelacija izmedu relativnih
koli¢ina a-pinena i limonena u ispitivanim uzorcima, sto je i ocekivano s obzirom na to
da je biosinteza limonena kontrolisana jednim genom, dok je kontrola biosinteze a-pinena
poligenetska (Adams & Stoehr, 2013; Banthorpe & Le Patourel, 1972; Bernard-Dagan, 1988;
Squillace et al., 1980). Sastav etarskog ulja populacija na celom arealu ove vrste, od Italije do
Turske je varirala neznatno, sto ukazuje na znacaj terpena kao hemotaksonomskih markera

kod ovog taksona.

Prisustvo razlic¢itih hemotipova moze biti posledica nekativnosti enzima odgovornih
za biosintezu komponenti (npr. a-pinenski tip se moze objasniti ili inaktivacijom ili
nefunkcionalnim genom za limonen sintazu, i obratno). Postojanje treceg intermedijarnog
(e-pinen/limonenskog) hemotipa se moze objasniti podjednakom aktivnoséu limonen i

pinen sintaza, ili pak postojanjem treceg enzima limonen/a-pinen sintaze. Naime, kod Abies
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grandis (Bohlmann et al., 1999; Katoh et al., 2004) pored (—)-limonen i (—)-pinen sintaze,
postoji i treéi enzim nastao najverovatnije mutacijom gena za limonen sintazu: (-)-limonen/
(—-)-a-pinen sintaza. Proizvod ovog enzima je sme§a monoterpena, i to: 35% limonena,
24% (—)-a-pinena, 20% (—)-B-felandrena i 10% sabinena. U ispitivanim uzorcima J. deltoides
sa Balkanskog poluostrva, u intermedijarnom hemotipu, ne samo $to je odnos ove dve
komponente gotovo jednak, vec¢ je doslo i do pada ukupne zastupljenosti obe komponente u
sastavu etarskog ulja. Tako, kod a-pinenskog i limonenskog hemotipa, ove dve komponente
¢ine ukupno 54,5 % odnosno 50,3 % sastava etarskog ulja, dok je kod intermedijarnog zbirni

tipa udeo ove dve komponente nesto manji do 34 % (Tabela 4.12).

Zanimljivo je uporediti dobijen sastav etarskog ulja |. deltoides ispitivanih populacija
i literaturnih podataka sa podacima dostupnim za J. oxycedrus 5./ (Tabela 5.3). Literaturni
podaci pokazuju da je etarsko ulje J. oxycedrus var. oxycedrus populacija iz Maroka (Adams et
al., 2005), Portugala (Adams et al., 2005; Cavaleiro et al., 2000) i épanije (Adams et al., 1999,
2005) pokazalo veoma slican sastav etarskog ulja. Naime, u ovim populacijama a-pinen je
bio dominantna komponenta (40 — 47 %), dok je koli¢ina limonena bila uvek izuzetno niska
0,3 = 1,1 %). S druge strane, populacije oznacene kao J. oxycedrus ali koje rastu u Grckoj
(Adams et al., 1999) su pokazale slicnost sa ispitivanim populacijama kao 1 literaturnim
podacima dostupnim za populacije |. delfoides iz Grcke. Pored toga, populacija oznacena kao
. oxcyeedrus iz Hrvatske (Milos & Radonié, 2000) ne pokazuje slicnost ni sa J. oxycedrus sa zapada
Mediterana, ali ni slicnost sa ostalim ]. de/foides populacijama iz Hrvatske. U etarskom ulju
koje su Milos 1 Radoni¢ dobili dominiraju a-pinen i manoil oksid, dok je limonen detektovan

samo u tragovima.
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Tabela 5.3. Pregled literaturnij podataka o dominantim komponentama etarskog ulja iglica

Juniperus oxcycedrus s.l.

Takson?

Juniperus

Lokalitet
Maroko
oxycedrus 1.

Maroko

Tunis

Francuska

Alzir

Hrvatska

Glavne komponente”

13-epimanoyl oxide (13.2)
(£)-6-pentadecen-2-one
(12.4)

«-Pinene (8.5)

o-Pinene (31.3)

Sabinene (5.2)

Limonene (5.0)

a-Pinene (40.9)9
a-Terpinene (3.8)°
13-¢pi-Manoyl oxide (5.7)°
«-Pinene (53.2)
6-Car-3-ene (5.1)
Limonene (3.5)
trans-Pinocarveol (7)
¢zs-Verbenol (6.3)

Manoyl oxide (6.0)
a-Pinene (41.37)

Manoyl oxide (12.29)
Farnesol (8.6)

Referenca
Achak et al.; 2009

Ismail et al., 2011

Medini et al., 2010

Adams et Matarci, 2011

Dob et al., 2006

Milos et Radoni¢, 2000

Juniperus Maroko

oxycedrus 1.
SSp. oxcycedris

Portugal

Portugal

Spanija

Spanija

Italija

a-Pinene (45.3)
8-Car-3-ene (13.9)
C10-dienol acetate (5.8)
a-Pinene (47.3)
Manoyl oxide (7.3)
3-Phellandrene (6.3)
a-Pinene (65.5)
8-Car-3-ene (5.7)
3-Phellandrene (3.2)
a-Pinene (40.9)
a-Phellandrene (9.2)
3-Phellandrene (9.0)
a-Pinene (41.3)
a-Phellandrene (8.2)
p-Cymene (6.2)
Germacrene D (15.9)
Manoyl oxide (10.2)
1-¢pi-Cubenol (5.4)

Adams et al., 2005

Adams et al., 2005

Cavaleiro et al., 2006

Adams et al., 2005

Adams et al., 1999

Marongiu et al., 2003
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Takson?
Juniperus
oxcycedrus L.
SSp. oxcycedris

Lokalitet
Grcka

Glavne komponente”

a-Pinene (36.4)9
Limonene (16.2)7
Mytcene (4.0)°

Referenca
Adams et al., 1999

Grcka o-Pinene (58.0) Vourlioti-Arapi et al., 2012
a-Cedrol (7.3)
Manoyl oxide (5.5)
Liban a-Pinene (27.4) Loizzo et al., 2008
B3-Myrcene (18.9)
a-Phellandrene (7.1)
Juniperus Spanija a-Pinene (20.7)9 Adams et al., 1999
oxycedris Manoyle oxide (10.9)°
SSp. badia Germacrene D (8.5)°
HGay)  goania a-Pinene (47.0) Salido et al., 2002
Debaux .
Manoyl oxide (4.8)
Germacrene D (2.6)
Juniperns Azori Limonene (79.0)9 da Silva et al., 2000
brevifolia a-Pinene (16.6)°
E&Srelltl;ie 3-Myrcene (4.6)9
Juniperus Madeira a-Pinene (30.1)9 Cavaleiro et al., 2002
cedrus Webb. Limonene (23.3)9
& Berth. 8-Car-3-ene (9.0)°
Juniperus Portugal Limonene (22.3) Cavaleiro et al., 2003
navicularis a-Pinene (18.0)
Gand. o-Phellandrene (8.9)
Juniperns Italija Limonene (27.3) Adams et al,. 2005
deltoides R.P. o-Pinene (19.3)
Adams 5-Car-3-ene (13.0)
Grcka Limonene (20.0) Adams et al., 2005
o-Pinene (19.3)
Manoyl oxide (9.9)
Grcka o-Pinene (27.4) Adams et al., 2005

Limonene (26.9)
3-Phellandrene (5.0)
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nastavak Tabele 5.3.

Takson? Lokalitet ~ Glavne komponente” Referenca

Juniperus Turska a-Pinene (32.7) Adams et Matarci, 2001
deltoides R.P. B3-Phellandrene (11.5)

Adams Limonene (6)

a) Takson kako je definisano u radu iz kojeg su preuzeti podaci; b) relativni udeo glavnih
komponenti je dat u zagradama (%0); c) date su kao prosecne vrednosti; J. axycedrus var. badia
H.Gay (Syn. Juniperus oxycedrus ssp. badia (H.Gay) Debaux); Juniperus brevifolia (Seub.) Antoine
(Syn. J. oxycedrus L. var. brevifolia), Juniperus cedrus Webb. & Berth. (Syn. J. oxycedrus 1. var.
grandifolia Link in Buchy; |. webbii Cavx.), Juniperns navicularis Gand. (Syn. ]. oxcycedrus ssp. transtagana
Franco)
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5.2.4 Juniperus macrocarpa

U etarskom ulju J. macrocarpa je detektovano 103 jedinjenja. I kod ovog taksona,
monoterpeni predstavljaju dominantnu grupu u sastavu etarskog ulja (68,8 %), Sto je
karakteristika vrsta sekcije Juniperns (Otto & Wilde, 2001). Dominantno jedinjenje u sastavu
etarskog ulja je a-pinen, koji u proseku ¢ini oko 55,5 % etarskog ulja. Druga dominantna

komponenta je germakren D.

0 500

kilometers

Slika  5.6.  Distribucija ~ dominantnih ~ komponenti  etarskog  ulja  iglica
J. macrocarpa  u  Mediteranu  dostupnih iz literature  (¢f  Tabela  5.4).
B - «-pinen; [l - sabinen; [ ] - germakren D; [l - manojl oksid; [l - druge komponente
(mircen, B-felandren, i dr.)

Poredenjem dobijenih podataka sa literaturnim podacima (Tabela 5.4, Slika 5.6) uocava
se da, iako je fragmentisan areal, u svim dostupnim populacijama, izuzev jedne sa Pirinejskog
poluostrva, dominira a-pinen. Medutim, sastav etarskog ulja je pokazao znatne razlike izmedu
ovih populacija, ve¢ kada su dominantne komponente u pitanju. U populacijama iz Hrvatske,
Trogir (podaci iz ovog rada) i Hvar (Lesjak et al., 2014), dobijen je slican profil (dominiraju
a-pinen i germakren D). Kod populacije sa Pirenija, dominiraju sabinen i a-pinen (Adams et
al., 1999), u populacijama iz Tunisa su to bili a-pinen 1 sabinen odnosno sandarakopimara-
8(14)-15-dien (Medini et al., 2009, 2013), a-pinen odnosno a-pinen i a-terpineol kod dve
populacije iz Italije (Valentini et al., 2003), i manoil oksid 1 a-pinen u populacijama iz Turske
(Sezik et al., 2005). U dvema populacijama iz Grcke dominiraju a-pinen i a-cedrol (Stassi et

al., 1995; Vourlioti-Arapi et al., 2011).
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Tabela 5.4. Pregled literaturni podataka o dominantim komponentama etarskog ulja iglica

J. macrocarpa

Lokalitet Glavne komponente? Referenca

Spanija Sabinene (206.5) Adams et al., 1999
a-Pinene (22.06)
Terpinen-4-ol (7.4)

Tunis «-Pinene (23.8) Medini et al., 2009
Sandaracopimara-8(14)-15-diene (17.6)
B3-Phellandrene (6.1)

Tunis a-Pinene (25.3) Medini et al., 2013
Sabinene (10.7)
p-Cymene (8.6)

Italija” a-Pinene (77.4) Valentini et al., 2003
B3-Pinene (2.1)
a-Terpineol (2.1)

Italija a-Pinene (22.8) Valentini et al., 2003
a-Terpineol (18.7)
1,8-Cineole (9.1)

Hrvatska o-Pinene (49.4) Lesjak et al., 2014
(Hvar) Germacrene D (18.1)
3-Phellandrene (3.8)
Grcka o-Pinene (58.0) Voutlioti-Arapi et al., 2011

a-Cedrol (7.3)
13-¢pi-manoyl oxide (5.6)

Greka a-Pinene (26.9) Stassi el al., 1995
a-Cedrol (13.9)
Cymen-8-ol (8.5)

Turska Manoyl oxide (12.9) Sezik et al., 2005
a-Pinene (8.6)
a-Cedrol (5.1)

9 relativni udeo glavnih komponent je dat u zagradama (%); ” relativni udeo je dat kao
prosecna vrednost
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5.2.5 Opsta diskusija

Etarska ulja imaju veoma raznovrsnu i znacajnu biolosku ulogu. Povecavaju otpornost
biljke na susu, ucestvuju u odbrani od insekata ali 1 njihovom privlacenju, imaju alelopatsko
i autoalelopatsko dejstvo, deluju kao imuni sistem biljke, 1 td. (Ackerman et al., 1997,
Athanassiou et al.,, 2013; Audus & Cheetham, 1940; Banerjee & Sharkey, 2014; Beker et
al., 1989; Cavaleiro et al., 2000; Croteau et al., 1987; El-Sawi et al., 2008; Elango et al.,
2012; Giatropoulos et al., 2012; Gijzen Mark et al., 1993; Holthuijzen & Sharik, 1985; Katz
et al., 1987; Lewinsohn et al., 1993; Mahmoudvand et al., 2011; Margaris & Vokou, 1982;
McPherson & Muller, 1967; Milojevic et al., 2010; Rattan & Sharma, 2011; Robles et al., 1999;
Rodriguez-Concepcion, 2002; Roy & Raguso, 1997; Seca & Silva, 2006; Sharkey & Singsaas,
1995; Tabanca et al., 2007; Tarayre et al., 1995; Thanos et al., 1995; Thompson, 2005; Unlu
et al., 2008; Vokou et al., 2003; Williams et al., 1983; Whittaker & Feeny, 1971)... Ovako
znacajna uloga govori o jakoj selekciji ka onim profilima koji ¢e biti najbolje prilagodeni

lokalnim uslovima Zzivotne sredine, ali i o jakoj genetickoj kontroli njthove biosinteze.

Etarska ulja su pokazala izuzetno veliku varijabilnost kod svih ispitivanih taksona.
Podaci dostupni iz literature ukazuju na veliku raznolikost u sastavu terpena kod ispitivanih
taksona na celom arealu. Izmedu populacija je varirala i slozenost etarskog ulja (odnosno
broj detekovanih komponenti), kao i odnos nekoliko glavnih komponenti. Veliki deo te
varijabilnosti (pogotovu kada je broj detektovanih jedinjenja u pitanju) svakako se moze
pripisati koris¢enju razlic¢itih metoda za ekstrakciju etarskog ulja (u duzini trajanja destilacije
kao 1 upotrebi razlicitth aparatura za hidrodestilaciju), kao i samim instrumentima za
razdvajanje 1 analizu sastava etarskog ulja, te dostupnim bazama. Ova Sarolikost koris¢enih
metoda je svakako doprinela velikoj varijabilnosti u detektovanom sastavu etarskog ulja, ali

nije mogla da izmeni njihovu prirodu — odnosno dominantne komponente.

U etarskom wulju odabranih vrsta sekcije Juniperns sa Balkanskog poluostrva
identifikovano je preko 200 jedinjenja. Najvise jedinjenja je identifikovano u etarskom ulju
iglica |. deltoides (208), a najmanje kod J. macrocarpa (103). Monoterpeni su dominantna grupa
u ulju (61,6 — 75,2 %), $to je karakteristika vrsta sekcije Juniperus (Otto & Wilde, 2001).
Od monoterpena najzastupljeniji su monoterpenski ugljovodonici (55,9 — 71,5 %), dok su

oksigenisani monoterepeni pronadeni samo u malom ukupnom procentu. Seskviterpeni
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(18,2 — 31,88 %) su, takode, dominantno predstavljeni seskviterpenskim ugljovodonicima
(11,8 — 26,1 %). Etarsko ulje |. communis var. communis se karakterise najvecim udelom
monoterpena, i to, pre svega, monoterpenskih ugljovodonika, dok se etarsko ulje J. communis
var. saxatilis karakteriSe izuzetno visokim udelom seskviterpena u odnosu na sva ostala ulja.

S druge strane, etarska ulja |. deltoides su pokazala najveci udeo diterpena od svih ispitivanih
grupa.

Tri monoterepena, a-pinen, limonen i sabinen, su dominantna jedinjenja u etarskom
ulju. Zajedno, ova tri jedinjenja u proseku cine oko 51,5 % ukupnog sastava etarskog ulja.
U zavisnosti od vrste 1 lokaliteta, dominante komponente su se smenjivale. Pa tako, kod
etarskog ulja iglica |. commmunis var. communis dominantna komponenta je bila ili a-pinen, ili
sabinen, ili su pak obe komponente bile podjednako zastupljene. Kod J. communis var. saxatilis
je to uvek bio a-pinen, dok su se na drugom mestu smenjivali germakren D i sabinen, u
zavisnosti od lokaliteta. Kod |. deltoides su to bili a-pinen ili limonen, dok je u ispitivanoj
populaciji |. macrocarpa dominirao a-pinen. Ova tri terpena su proizvod barem tri razlicita
enzima. Razlika u njihovim koli¢inama moze biti posledica razli¢itog nivoa ekspresije, ali 1
nefunkcionalnosti nekog enzima. Monoterpen sintaze, zbog svojih specificnosti, proizvode
nekoliko monoterpena. Pa tako, (—)-limonen sintaza pored limonena (72%) sintetise i a-pinen
(4%) i sabinen (1%), (—)-limonen/(-)-a-pinen sintaza pored limonena i a-pinena (35 i 25%),
sintetise 1 10% sabinena, dok (—)-sabinen sintaza sintetise svega 45% sabinena, ali sintetise i

limonen 1 a-pinen (<11 5%) (Bohlmann et al., 1999; Katoh et al., 2004; Roach et al., 2014).

Bez obzira na veliku varijabilnost, poredenje sastava etarskog ulja izmedu svih
ispitivanih taksona sa Balkanskog poluostrva je potvrdila da je sastav etarskog ulja pod jakom
genetickom kontrolom. Ve¢ na analizi glavnih komponenti je doslo do jakog odvajanja tri
vrste — J. macrocarpa, |. deltoidesi |. communis. Stavise, dolazi i do odvajanja izmedu dva ispitivana
varijeteta vrste . communis. Ovo odvajanje je dalje potvrdeno klaster i diskriminantnom
analizom. Prema Hanoveru (1988) monoterpeni izolovani iz cetinara su raznovrsni i
stabilni. On dalje kaze da ¢e geneticki drift i protok gena imati najveci uticaj na varijabilnosti
terpena, gde bi mutacija u regulatornim genima uzrokovala razlike u koli¢inama pojedinih
komponenti. Nekoliko autora (Cavaleiro et al., 2001; Ottavioli et al., 2009) je ispitivalo
stabilnost komponentni etarskog ulja u zavisnosti od sezone. Oni su pronasli da je sastav
etarskog ulja nekoliko vrsta roda Juniperus bio isti bez obzira na sezonu, $to dalje potvrduje

znacaj terpena u sistematici ovog roda.
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Zanimljivo je i to da sastav etraskog ulja pokazuje korelaciju sa distribucijom taksona.
Pa tako, etarsko ulje |. deltoides, vrste koja ima najmaniji areal (istocni deo Mediterana, od
Italije do Turske i dalje na istok do severnog Irana), pokazuje najmanju varijabilnost u sastavu
etarskog ulja — kod ovog taksona se javljaju tri hemotipa (x-pinenski, a-pinen/limonenski i
limonenski). Takode, postoji jasna geografska distinkcija izmedu kontinentalnih i priobalnih
populacija, u smislu dominacije hemotipova. Ova podela se preklapa sa podelom izmedu
kontinentalnih i priobalnih populacija na osnovu kutikularnih alkana. S druge strane,
. commmunis ~vax. communis, takson koji ima manje-vise kontinuiranu distribuciju kroz najveéi deo
Evrope ideo Azije, pokazuje znatno vecu varijabilnost — iz literature su dostupna tri hemotipa
(a-pinenski, sabinenski, &-kar-3-enski), gde podaci iz ovog rada upucuju na eventualno
postojanje 1 Cetvrtog, koji bi bio intermedijaran izmedu o-pinenskog i sabinenskog. I kod
ovog taksona postoji jasna geografska podela izmedu severnih i juznih, odnosno isto¢nih i
zapadnih populacija u Evropi. Stavise, kod severno-evropskih populacija dominira o-pinen
kao glavna komponenta, dok je broj dominantnih komponenti znatno veci kod centralno- i

juznoevropskih populacija.

Za razliku od |. deltoides 1 |. commmunis vax. communis, druga dva ispitivana taksona imaju
znatno fragmentisaniji areal. J. communis var. saxatilis u juznom delu Evrope naseljava stanista
na ve¢im nadmorskim visinama (>1000 m.n.v), pa mu je areal ogranicen na visoke planine.
Kod ovog taksona razlike u profilu etarskog ulja (odnosno dominantnim komponentama)
su izuzetno velike; moglo bi se izdvojiti nekoliko prilicno jasno odvojenih hemotipova
(limonenski, a-pinenski 1 sabinenski), sa prelaznim hemotipovima izmedu svakog para. Uz
to, jedino kod ovog taksona, u okviru sekcije Juniperus, postoje jedinke u ¢ijem ulju dominira
seskviterpen (germakren D). NaBalkanskom poluostrvu postojijasna granicaizmedu zapadnih
(submediteranskih) i kontinentalnih populacija. S druge strane, |. macrocarpa ima iskljucivo
Mediteranski areal, naseljava samo priobalna podrucja, nedaleko od obale, ali (iz, za sada,
nepoznatih razloga) areal je izuzetno fragmenitsan i predstavljen izolovanim populacijama.
Iako je dominantna komponenta u svim do sada ispitanim populacijama J. zacrocarpa Sirom
njenog arela bila a-pinen (izuzev jedne populacije sa Pirinejskog poluostrva), druge dve
komponente su bile potpuno drugacije u svakoj populaciji. Od svih ispitivanih taksona, ovaj
je imao najjednostavnije ulje (po broju komponenti). Poredenjem sastava etarskog ulja J.
macrocarpa (dobijeni podaci kao i literaturni navodi) sa etarskim uljem J. de/toides 1 ]. oxycedrus
s.str. potvrduje se izdvajanje ovog taksona kao zasebne vrste. Pored drugacijeg profila
etarskog ulja, 1 zastupljenosti pojedinih grupa terpena, u etarskom ulju J. zacrocarpa su detektovane

komponente kojih nema u etarskom ulju J. deloides (kao npr. abienol i (2E,6Z) farnezol).
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5.3. Hloroplastni regioni kod ispitivanih predstavnika roda Juniperus

Od Sest hloroplastnih regiona testiranih kod ispitivanih predstavnika roda Juniperus,
uspesna PCR amplifikacija 1 utvrdivanje primarnog redosleda nukleotida amplifikovanih
sekvenci je bila moguéa u slucaju Cetiti regiona (#nCED-rnDCYO | prul VAN frpFGAN,
trnGUYO-1rnS D 1 pshA-trnHCYY). Ovi regioni, amplifikovani kotiséenjem tzv. univerzalnih
prajmera (Tabela 3.2), su i ranije koris¢eni kod ovih ali i drugih predstavnika ovog roda i
familije Cupressaceae, i pokazali su se kao vise ili manje informativni u razli¢itim studijama
(Adams & Hojjati, 2012; Adams & Schwarzbach, 2011, 2013c; Adams & Wingate,
2008; Adams et al., 2007, 2008b, 2008d, 2009, 2010d; Mao et al., 2010; Rumeu et al.,
2011; Terry et al., 2000; Zhang et al., 2005). Medutim, u daljim istrazivanjima u kojima
¢e biti koriséena varijabilnost navedenih hloroplastnih regiona kod predstavnika roda
Juniperus, preporucuje se koriS¢enje modifikovanih prajmera za amplifikaciju tri regiona
(LMY prpB AN rpGOYO- SIS psbA-trnHCY). Naime, s obzirom da su od 2014.
godine u javnoj banci gena GenBank dostupni kompletni hloroplastni genomi 4 vrste roda
Juniperus (J. bermudiana, |. monosperma, J. scopolorumsi |. virginiana (Guo et al., 2014)), bilo je moguce
proveriti komplementarnost nukleotida matrice i prajmera u mestima vezivanja prajmera
koiji su koris¢eni za amplifikaciju navedenih regiona. Uoceno je da u mestima vezivanja pet
prajmera, koji su korisceni za amplifikaciju navedenih regiona, postoje do dve mutacije u
genomu Juniperus, $to dovodi do smanjenja specificnosti vezivanja prajmera za matricu, i
moze uticati na uspesnost amplifikacije. Stoga je pet prajmera za amplifikaciju tri regiona
(trnLM BN trpGOYO-prpS D) § pshA-trnH YY) modifikovano putem zamene do dva
nukleotida (Tabela 5.5), ¢ime su prajmeri prilagodeni za amplifikaciju navedenih regiona kod

predstavnika roda Juniperus.

Sa druge strane, dostupni genomski resursi su od velikog znacaja za dalja istrazivanja
na molekularnom nivou u okviru roda Juniperus, zato s$to, izmedu ostalog, omogucéavaju
pronalazenje potencijalno informativnih, ali do danas nekoriS§¢enih regiona, kao i
dizajniranje prajmera za njihovu amplifikaciju. Pored toga, oni omogucavaju i dizajniranje
internih prajmera za sekvenciranje duzih regiona amplifikovanih koris¢enjem publikovanih
prajmera. Pa tako, usled velike duzine #7#2CC“Y-rnD VY kod predstavnika roda Juniperus (oko

1600 bp), amplifikovanog koris¢enjem prajmera trnC i trnD (Demesure et al., 1995), bilo je
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frameshift mutacija, 1 postoji kao pseudogen (¢rps16). U takvom pseudogenu je najverovatnije

doslo i do gubitka mesta vezivanja navedenog prajmera.

Neuspesnost amplifikacije drugog regiona, rp/32-trnl."¢, je drugacije prirode. Naime,
u hloroplastnom genomu J. virginiana postoje mesta vezivanja oba prajmera (#rnL""% i rp/32)
za amplifikaciju ovog regiona, i u okviru njih su uocene dve mutacije (7#L.""9) i tri mutacije
(rpf32). Iako umanjena specificnost vezivanja prajmera u mestima vezivanja moze uticati na
uspesnost amplifikacije ovog regiona, nedostatak produkata amplifikacije ovog regiona je

UAS) { p/32 u hloroplastnom genomu Juniperus

zapravo posledica izmenjenog polozaja gena #7nL
u odnosu na druge taksone. Naime, #7179 gen se nalazi na poziciji 30339..30418, a rp/32
gena na poziciji 65479..65745 u hloroplastnom genomu J. virginiana, tako da su oni udaljeni
vise od 30 kb baza. To znaci da je re-aranzman gena u hloroplastnom genomu predstavnika

roda Juniperus osnovni uzrok neuspesne amplifikacije ovog regiona kod predstavnika ovog

roda.

Pored navedenog, poznavanje primarnog redosleda nukleotida kompletnog
hloroplastnog genoma Juniperns je omogucilo utvrdivanje jos nekih specificnosti ovog
genoma, kao sto su velicina genoma od oko 127 kb, prisustvo 82 gena koji kodiraju proteine,
4 ribozomalne RNK, 33 tRNK, 18 introna, potom odsustvo 12 gen, kao i kod ostalih

golosemenica.

Potrebno je spomenuti da je tokom utvrdivanja primarnog redosleda nukleotida
ispitivanih hloroplastnih regiona uoceno prisustvo tzv. viseznacnih (ambiguous) pozicija,
najvise u regionu #nCEN-rnDCUO (Tabela 4.14), na kojima nije bilo moguce jednoznac¢no
utvrditi da li je na toj poziciji prisutan jedan, dva ili vise nukleotida. Navedeni fenomen se
obicno javlja usled nesto losijeg kvaliteta sekvenciranja te moze predstavljati njegov artefakt,
ali, sa druge strane, moze ukazivatiina prisustvo heterogene populacije hloroplastnih genoma
u ispitivanim individuama roda Juniperns. Dodatne provere su neophodne za razreSenje

navedenog problema.

S obzirom da su ispitivani hloroplastni regioni sadrzavali i kodirajuce i nekodirajuce
regione (intergenske spejsere: #nCON-peN, peiN-psbM, psbM-trnD YO, pshA-trnl AV,
trnl M prpHEO irnGUYO-psaM, psaM-trnSCY)) trnl AN F AN i gene: pefN,  psbM,
trnl V)] psaM, kao i delove gena #nDCYO trnHCYD | frnSCCO | grnF AV [ vazno je spomenuti
da je shodno ocekivanjima (Jansen & Ruhlman, 2012), najveéi broj mutacija pronaden u

nekodirajué¢im regionima hloroplastnog genoma - 56 pozicija sa supstitucijama baza u okviru
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matrice Cija je poravnata duzina 2.862 bp (ne rac¢unajuci dodatne mutacije u okviru insercija
razlicite duzine koje se javljaju samo kod pojedinih taksona), naspram svega sedam pozicija sa
supstitucijama baza pronadenih u kodirajué¢im regionima (duzina poravnate matrice 526 bp).
Silent supstitucije su detektovane u psbM 1 psbA, medutim, cesée su bile substitucije koje
za posledicu imaju zamenu aminokiselina u proteinima kodiranim odgovarajuéim genima
koji sadrze mutacije (petN, pstM). Kod nekoliko gena koji kodiraju tRNK su detektovane
supstitucija baza (#rnH, truG, truS, trunl., trnl), dok je kod #rnl gena doslo do delecije 23 bp sa 3’
kraja kod svih individua sekcije Juniperus. U okviru psaM gena, kod svih ispitivanih individua
doslo je do insercije 6 nukleotida $to bi za posledicu imalo inserciju aminikoselina izoleucina

i alanina u proteinu kodiranim ovim genom.

Od ukupno 63 pozicije na kojima su detektovane substitucije baza u matrici duzine
3400 bp koja je sastavljena od sva Cetiri ispitivana hloroplastna regiona (ne ra¢unajuci dodatne
mutacije u okviru insercija razlicite duzine koje se javljaju samo kod pojedinih taksona), 25
mutacija odvaja autgrupu od ingrupe te se one mogu smatrati sinapomorfnim za sekciju
Juniperus. Medutim, potrebno je spomenuti da je za nedvosmisleno karakterisanje navedenih
mutacija kao sinapomorfnih za sekciju Juniperus potrebno ukljuciti u analize 1 dodatne
taksone kao autgrupe. Kod 75 individua predstavnika ove sekcije, detektovano je 38 pozicija
sa supstitucijama baza (parsimony informative sites 1 singleton mutacije, ne racunajuci dodatne
mutacije u okviru insercija razlicite duzine koje se javljaju samo kod pojedinih taksona). Sa
druge strane, u matrici je uocen i veliki broj duzinskih mutacija, 32 indela i 10 mikrosatelita sa
mononukleotidnim motivom (A) ili (T) . Medutim, s obzirom da navedeni indeli obuhvataju
proste ali i slozene indele, koji sadrze dodatane indele i substitucije baza, broj duzinskih i

tackastih mutacija u nekodirajué¢im regionima je realno vec¢i od navedenog;

Zanimljivo je spomenuti i prisustvo jednog hipervarijabilnog regiona u okviru
trnCED-rnDCYO regiona (intergenski spejser psbM-#rnD SV pozicija 1256..1514 u matrici)
koji pocinje i zavrsava se poli-T regionom kod svih ispitivanih individua, a kod J. macrocarpa,
J. deltoides 1 . sabina sadrzi insercije duzine 204 1 212 bp (kod J. macrocarpa), 231 bp (kod
J. deltoides) 1 161 bp (kod J. sabina) u navedenom poli-T regionu. Kod J. communis, medutim,
postoji samo poli-T region bez dodatnih insercija, dok kod |. virginiana 1 ostale 3 vrste roda
Juniperus iji kompletni hloroplastni genomi su dostupniu GenBank (J. bermudiana, |. monosperma
i J. scopolorum (Guo et al., 2014)), takode postoji insercija duga 79-193 bp. S obzirom da je
pokazano da dugi monotoni regioni, sacinjeni iz velikog broja ponovaka jednog nukleotida,

mogu da formiraju petlje prlikom replikacije, moze do¢i do delecije ili insercije cele petlje
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(David, 2005), sto ukazuje na to da prisustvo/odsustvo navedene insercije u okviru datog
hipervarijabilnog regiona kod ispitivanih taksona najverovatnije moze biti objasnjeno na
ovaj nacin, odnosno, delecijom kod predaka J. communis ili insercijom kod zajednickog pretka

ostalih taksona koji sadrze inserciju.

Od 4 ispitivana hloroplastna regiona, kao najinformativniji se pokazao
trnCED-grpDCYO i to pefN-psbM  spejser poravnate duzine 674 bp (22 pozicije sa
supstitucijama baza, 10 indela, 2 mikrosatelita sa mononukleotidnim motivima, ne racunajudi
dodatne mutacije u okviru insercija razlicite duzine koje se javljaju u ovom regionu samo kod
pojedinih taksona). Stoga nije iznenadujuce da je ovaj region do danas intenzivno koris¢en
kod predstavnika roda Juniperus (Adams, 2011a). Kao najmanje informativan se pokazao
trnl M-t F Y region poravnate duzine 292 bp, sa svega 3 pozicije sa supstitucijama baza,
4 indela i jednim regionom sa razlicitim brojem ponovaka motiva od 20 bp. Ovaj region, sa
druge strane, sadrzi i jedinu mutaciju koja je najverovatnije sinapomortna za J. communis var.
intermedia. Potrebno je spomenuti da je u ovom, ali i u ostalim regionima, detektovan veliki
broj tackastih mutacija koje su sinapomorfne za odredene taksone, te se mogu koristiti kao
tzv. “DNK barkodovi” za njihovu distinkciju (CBOL Plant Working Group, 2009). Iako
je do danas predlozeno nekoliko markera za “barkoding” kod biljaka, sve veci broj studija
pokazuje da je pored standardnih barkoding fragmenata, kao $to su 7aA i rbcl., potrebno
koristiti dodatne regione da bi se obezbedila dovoljna koli¢ina informacija za razdvajanje
blisko srodnih vrsta u taksonomskom kontekstu (Gonzalez-Gutiérrez et al., 2013; Korotkova
et al., 2011; Ran et al.,, 2010; Seberg & Petersen, 2009). Vazno je napomenuti da su se kod
predstavnika sekcije Juniperus kao sinapomorfni karakteri pokazali i indeli, kao i specifi¢ni
brojevi ponovaka mononukleotidnih motiva na odredenim mikrosatelitnim lokusima koji
se, prema vazecem shvatanju, ne koriste u svthe DNK barkodinga (CBOL Plant Working
Group, 2009)

U matrici duzine 3400 bp, detektovao je 15 karaktera koji su sinapomortni za J. ommunis,
od toga $estnukleotidnih karakterau regionu #772C“Y-rnDCY0 jedan uregionu psbA-trnHCYS),
tri u regionu 7G-S CY, tri insercije/delecije u regionu #nCE“Y-rnDCVO i po jedna
insercija/delecija u regionima psbA-trnHCY9 1 trnGOYO-£rnS Y. Na jednom mikrosatelithom
lokusu u regionu #72CC“Y-pefN kod ove vrste je broj ponovaka motiva (T) bio 12 do 13, dok

je broj ponovaka kod drugih ispitivanih taksona drugaciji.

U matrici je detektovano 10 karaktera koji su sinapomorfni za J. delfoides, 1 to 8
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nukleotidnih karaktera u regionu ##2CE“Y-rnDCVO | jedan u regionu psbA-trnH Y9 kao i

jedan indel u regionu #7#CEN-trpD YO,

Detektovana su 1 cetiri karaktera koja su sinapomorfna za J. macrocarpa, od toga, dva
nukleotidna karaktera i dve insercije u regionu ##CC“Y-#7zDEV9. Na mikrosatelitnom lokusu

regiona zrnl Y

-trnH Y9 sa motivom (A), broj ponovaka je bio karakteristi¢an za populaciju
sa Krita (9), dok je kod ostalih populacija J. zacrocarpa i drugih taksona bio (10-14). Pored ovih,
detektovani su i sinapomorfni karakteri za pojedine populacije |. macrocarpa. Detektovano je
5 karaktera koji su sinapomorfni za individue J. macrocarpa sa Krita, i to dva nukleotidna
karaktera i tti insetcije u regionu ##CE“Y-rnD 9. Detektovana su i dva karaktera koja su

sinpomorfna za individue populacije . macrocarpa iz okoline Trogira, i to jedan nukleotidni

karakter i jedna insercija u regionu #72CE“Y-£rpD VY (Tabela 4.16).

Uoceno je i prisustvo karaktera koji su prisutni kod vise taksona sekcije Juniperus.
Detektovane su dva nukleotidna karaktera u regionu #72C“Y-77DC"9koji su sinapormofni
za J. oxycedrus 5. Medutim, uoceno je i prisustvo karaktera deljenih izmedu jednog taksona
sekcije Juniperus i dela drugog taksona ove sekcije, npr. J. deltoides 1 |. macrocarpa sa Krita (dva
nukleotidna karaktera, tri insercije/delecije i jedan mikrosatelit motiva (A) koji kod ovih
individua sadrzi 7 ponovaka, dok kod ostalih individua i taskona ima 0), ali i izmedu jednog
taksona sekcije Juniperus i sekcije Sabina - |. macrocarpa 1 |. sabina (jedan nukleotidni karakter
u irnCEN-rnDCVO regionu). Prisustvo ovakvih karaktera se obi¢no objasnjava retencijom

ancestralnih polimorfizama ili interspecijskom hibridizacijom pra¢enom introgresijom.
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5.3.1. Filogenetski odnosi ispitivanih predstavnika roda Juniperus

Za konstrukciju filogenetskih stabala na osnovu ispitivanih hloroplastnih regiona bilo
je potrebno najpre utvrditi optimalne modele evolucije sekvenci. Uoceno je da je za regione
koiji se odlikuju manjim brojem mutacija ukljucujuci i kodirajuce regione matrice sastavljene
od sva 4 regiona, pokazano na osnovu BIC vrednosti da su optimalni modeli evolucije
sekvenci oni koji su primenljivi u slucajevima kada postoji ve¢i udeo GC nukleotida i veci
broj tranzicija od transverzija (T92, optimalan model evolucije #2GVY9-trnSC Y regiona),
zatim, modeli koji razlikuju 2 tipa tranzicija a pretpostavljaju da se transverzije odvijaju sa
podjednakom ucestaloséu (TN93, optimalni model evolucije psbA-#rnHCY regiona), kao i
modeli koji pretpostavljaju nejednake ucestalosti tranzicija i transverzija sa ili bez I korekcije
koja uzima u obzir udeo invatijabilnih mesta (HKY, optimalni model evolucije #7L"-
trnF MY regiona; HKY+]1, optimalni model evolucije matrice kodirajuéih regiona sva Cetiti
ispitivana hloroplastna regiona). Zanimljivo je napomenuti da, iako su za navedene regione
na osnovu BIC vrednosti kao optimalni modeli evolucije sekvenci utvrdeni navedeni modeli,
kod svih navedenih regiona, niske BIC vrednosti su uocene upravo za pet-parametarski HKY

model sa ili bez G i/ili I korekcija.

Drugaciji trend je uocen kod regiona koji se odlikuju veé¢im brojem mutacija, kao $to je
trnCED-rnDCYO region, matrica sastavljena od 4 ispitivana regiona i matrica nekodirajuéih
regiona sva 4 ispitivana regiona, kod kojih se kao optimalni model evolucije sekvenci, sa
najnizim BIC vrednostima, pokazao tri-parametarski T92 model saili bez G i/ili I korekcija, ali
je u svim slu¢ajevima GTR model evolucije sa ili bez G i/ili I korekcija takode imao niske BIC
vrednosti. GTR model evolucije se smatra najopstijim, neutralnim i vremenski reverzibilnim

modelom, i jedan je najcesce koris¢enih modela u filogenetskim rekonstrukcijama.

Shodno ocekivanjima vezanim za broj filogenetski informativnih mutacija u
pojedinacnim hloroplastnim regionima, ML stabla konstruisana koris¢enjem optimalnih
modela evolucije za svaki pojedinacni region su uglavnom neinformativna u slucaju regiona sa
malim brojem informativnih mutacija (psbA-trnH Y, trnGUVO-trnS D 1 prpl A - prpF AN,
Slike 4.3.2, 4.3.3, 4.3.4), dok su ML stabla konstruisana na osnovu regiona sa ve¢im brojem

mutacija (ZrnCC“Y-rpDCYO) Slika 4.3.1), matrice nekodirajué¢ih regiona sva 4 ispitivana
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regiona (Slika 4.3.0) kao i matrice kodirajuc¢ih i nekodiraju¢ih regiona sva 4 ispitivana regiona

(Slika 4.3.5) informativna, 1 pokazuju topolosku kongruentnost.

ML stablo konstruisano koris¢enjem GTR+G modela evolucije matrice sastavljene od
4 ispitivana regiona, ¢ija je poravnata duzina kod 75 individua predstavnika sekcije Juniperns i
tri individue autgrupe J. sabina iznosi 3.400 bp, pokazuje da je sekcija Juniperus monofiletskog
porekla (BS 100%) (Slika 4.3.5). Uocene su 2 statisticki dobro podrzane klade, Klada I
(BS 100%) koja obuhvata sve individue . communis, 1 Klada II (BS 78%) koja obuhvata
sve individue J. deltoides 1 |. macrocarpa. Zanimljivo je napomenuti da je uocena divergencija
predstavnika sekcije Juniperns u skladu sa neformalnom podelom na kleke sa plavim bobicama
(u koje spada |. communis) 1 kleke sa crvenim ili mrkim bobicama (u koje spadaju |. deltoides i

. macrocarpa) (Adams, 2011a).

Odnosi u okviru klade I su ostali nerazjasneni, iako se moze se uociti trend grupisanja
individua J. communis var. communis kao 1 jedinki J. commmunis var. saxatilis 1 J. communis var.
intermedia. Naime, jedinke |. communis var. intermedia se sa nekoliko jedinki J. communis var.
communis (Suval, Suva2 i Mavrovo3) grupisu zajedno i zauzimaju terminalni polozaj u kladi I
(BS 53%), jedinke J. commmunis var. saxatilis uglavnom zauzumaju sredisnji polozaj u ovoj kladi,
dok jedinke J. commmnis var. communis uglavnom zauzimaju bazalni polozaj u okviru klade I.
Stoga se moze zakljuciti da, iako je filogenetska analiza zasnovana na 4 hloroplastna regiona
poravnate duzine 3.400 nukleotida, ispitivani regioni ne sadrze dovoljan filogenetski signal,
odnosno, nemaju dovoljnu rezoluciju da bi se razresili odnosi u okviru kompleksa J. communis,
odnosno na infraspecijskom nivou. Medutim, imajuci u vidu navedene trendove grupisanja
koji se uglavnom poklapaju sa podelom na infraspecijskom nivou, dodatne analize, koje bi

ukljucile dodatne hloroplastne regione, mogle bi da razrese odnose u okviru J. communis s.1.

U okviru klade II, uocene su 2 dobro podrzane subklade, Ilz (BS 100%), koju ¢ine
predstavnici J. deltoides, 1 IIb (BS 46%), koji ¢ine predstavnici J. macrocarpa. Sestrinski odnos
ove dve vrste je uocen do danas. Sta vise, postoji neslaganje o statusu ovog taksona. Neki
autori smatraju da je J. macrocarpa zapravo podvrsta J. oxycedrus subsp. macrocarpa (Farjon, 2001;
Farjon & Filer, 2013), medutim, ove dve vrste se jasno razlikuju na morfoloskim (Klimko et

al., 2007), fitohemijskim i molekularnim karakterima (Adams, 2011a).

Zanimljivoje napomenutidauokvirusubklade IIznije uocenadalja podela. Imajuciuvidu
da su ispitivane populacije J. delfoides distribuirane manje-vise u celom arealu rasprostranjenja

ove vrste na Balkanu, kao i da nije uocena divergencija individua iz medusobno prostorno
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udaljenih populacija, kao $to su populacije iz Rovinja, Pcinje i Krita (udaljene medusobno
730 do 1450 km), moze se zakljuciti da se J. de/toides sa Balkana odlikuje malom varijabilnoséu
na nivou hloroplastnog genoma. To sa jedne strane znaci da bi dodatne analize, koje bi
ukljucile dodatne hloroplastne regione, bile ograni¢enog uspeha, a sa druge strane, ukazuje
na delovanje odredenih procesa tokom evolucione istorije ovog taksona koji su doveli do
sadasnjeg malog nivoa varijabilnosti na nivou hloroplastnog genoma kod |. deltoides. Ovo
je u skladu sa istrazivanjima Boratynski 1 saradnici (2014), koji su ispitivali varijabilnost J.
oxycedrus s./. sa podrucja Mediterana, Bliskog istoka i Atlantskih ostrva na nivou nuklernih
mikrosatelita, 1 pokazali da pored toga sto postoji jasno odvajanje J. oxycedrus s.str. 1 |. deltoides,
ova druga se moze podeliti na dve grupe, Balkansku 1 Blisko-isto¢nu, pri ¢emu je najveci
geneticki diverzitet uocen upravo u Balkanskim populacijama. Autori su zatim pokazali
da postoji mnogo manja varijabilnost kod J. deltoides, nego kod sestrinske [. oxycedrus, $to
su objasnili prolaskom ovih populacija kroz nekoliko uskih grla nakon odvajanja ova dva
taksona pre 8-10 miliona godina (Mao et al., 2010). Sa druge strane, kao moguci pokretac¢
diferencijacije Balkanskih i Blisko-istocnih populacija |. de/foides autori navode rekolonizacije

ili, pak, fragmentacije areala, posebno tokom poslednjeg glacijalnog maksimuma (LGM).

Nasuprot tome, u okviru subklade IIh, uocena je statisticki podrzana diferencijacija
J. macrocarpa na dve subklade, jednu koju c¢ine individue iz populacije sa Krita (BS 79%) i
drugu koju ¢ine individue iz okoline Trogira (BS 68%). To ukazuje na duboku divergenciju i
diferencijaciju populacija vrste |. macrocarpa. Medutim, to nije iznenadujuce, s obzirom da su
u okviru celog areala rasprostranjenja, populacije ove vrste fragmentarno distribuirane, $to
ukazuje na moguénost visoke geneticke diferencijacije populacija usled delovanja genetickog

drifta, uskih grla i efekata osnivaca tokom vremena.

Boratynski 1 saradnici (2014) su pokazali da se jugozapadne populacije J. mwacrocarpa
odlikuju najvecim diverzitetom alela na nivou nuklearnih mikrosatelita, te stoga autori smatraju
da potencijani glacijalni refugijum ove vrste moze biti u zapadnom Mediteranu, odakle je
usledila postglacijalna kolonizacija Mediterana. Sa druge strane, potrebno je napomenuti da
se ispitivane individue |. macrocarpa nalaze u simpatriji sa individuama J. deltoides, pri ¢emu
su individue ovih vrsta medusobno izmesane (na lokalitetu u blizini Trogira) ili se njihove
populacije u prostoru nadovezuju jedna na drugu (lokalitet na Kritu). Iako je jasna distinkcija
ovih vrsta i njihov sestrinski odnos uocen tokom filogenetskih rekonstrukcija kao i na nivou
fitohemijskih markera, potrebno je naglasiti da individue J. zacrocarpa sa Krita dele pet mutacija

na nivou hloroplastnog genoma sa J. deltoides. Uoceni fenomen najverovatnije predstavlja
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retenciju ancestralnih polimorfizama ili interspecijsku hibridizaciju pracenu introgresijom
koja se odvijala samo u delu areala |. macrocarpa. Medutim, za razreSenje ovog problema

potrebno je ukljuciti u analize i markere nuklearnog genoma, ali i dodatne populacije sa

ostatka areala.
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5.4 OPSTA DISKUSIJA

Razvojem strukturnih instrumentalnih metoda u hemiji polovinom prethodnog veka,
zapocinje era proucavanja sekundarnih metabolita biljaka sa taksonomskog aspekta. Sezdesetih
godina se krenulo sa prvim analizama povrsinskih voskova kao hemotaksonomskih markera,
a gotovo u isto vreme 1 analizama sastava etarskog ulja. lako su ova istrazivanja imala svoja

ogranicenja, posebno u tehnickim aspektima, ona su uspostavila bazu biohemijske sistematike.

Na osnovu fitohemijskih markera (alkana i etarskog ulja) bilo je moguce uociti dva
hemotipa u profilima povrsinskih alkana (kontinentalnii primorski), kao i nekoliko hemotipova
u sastavu etarskog ulja. Podaci dobijeni na osnovu ovih markera kod ispitivanih populacija
taksona sekcije Juniperus sa Balkanskog poluostrva dala su osnovu za dalja istrazivanja ovog
roda na osnovu izabranih fitohemijskih markera. Bez obzira na dobijene razlike u “rezoluciji”
alkana i etarskih ulja, opsti trendovi su mogli biti uo¢eni. Naime, na osnovu oba fitohemijska
markera dolazi do odvajanja primorskih i1 kontinentalnih populacija. Te razlike su, svakako,
daleko vece kada se posmatraju samo alkani, najvise zbog njihove izuzetno male rezolucije,
medutim one su uocljive i kod sastava etarskog ulja. Alkani su pokazali jako odvajanje
primorskih od kontinentalnih populacija, koje je najjace bilo kod J. de/toides. KKada su u pitanju
etarska ulja, odvajanje, iako i dalje jasno, je bilo donekle blaze. Naime, odvajanje koje postoji
u pravcu primorje-kontinent, je bazirano na ucestalosti detektovanih hemotipova, odnosno

dominantnih komponenti etarskog ulja.

Svakako, u jednoj ovakvoj studiji tesko je u potpunosti odvojiti uticaj ekoloskih
faktora, pogotovu kada je sastav epikutikularnih voskova u pitanju gde je pokazana statisticki
znacajna korelacija. Iako je u ovom trenutku nemoguce dati odgovor na ovo pitanje, jasno
se mogu uociti neki trendovi. Razlikovanje vrsta na osnovu sastava alkana, pogotovu kada
su u pitanju jedinke koje zive blizu, jeste moguce, medutim razlike izmedu populacija iste
vrste daleko prevazilaze razlike izmedu taksona. Posmatrajuci profile povrsinskih alkana kod
ispitivanih populacija sa Balkana, kao i dostupne malobrojne podatke iz literature, uocljiv je
jedan trend — $to su uslovi sredine suroviji (pre svega hladne zime, sa niskim temperaturama)

to je distribucija oko IN manja, odnosno, to je ve¢a dominacija jednog alkana. Ovo je uocljivo
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1 kod populacija proucavanih taksona sa Balkana, ali 1 kod |. communis var. saxatilis sa Alpa i
Pirineja (Poveda et al., 2002), kao i nekoliko vrsta ovog roda iz isto¢nog Sibira (Tarasov et
al., 2012). Razliciti podaci o upotrebi alkana kao hemotaksonomskih markera poticu i od
toga §to u zavisnosti od taksona oni imaju razli¢it znacaj za prezivljavanje biljke. Pa tako,
kod kleke, koja je zimzeleni Cetinar susnih stanista, alkani najverovatnije imaju izuzetno
bitnu ulogu u prezivljavanju u takvim uslovima. Dosadasnja istrazivanja pokazuju da susa i
temperatura igraju znatnu ulogu u selekciji odredenog profila povrsinskih alkana listova kod
biljaka, pa tako, kod tropskih vrsta, kao i kod zeljastih 1 listopadnih vrsta, najbitniju ulogu
imace sredinski uslovi tokom vegetacione periode. S druge strane, kleka je zimzelena vrsta,
za koju se pokazalo u ovim istrazivanjima, da daleko vise uticu nepovoljni zimski uslovi
(temperature ispod tacke mrznjenja i zimska fizioloska susa) nego letnji, s obzirom na to
da su kod kontinentalnih populacija, ali i onih na veéim nadmorskim visinama, profilom
epikutiklarnih voskova dominirali duzi alkani, te da je kod njih dominacija jednog alkana

(tritriakontana) bila daleko izrazenija.

Za razliku od alkana, nijedna komponenta etarskog ulja nije pokazala linearnu zavisnost
ni sa jednim od bioklimatskih faktora. Odsustvo korelacije sa bioloskim faktorima ne znaci
1 odsustvo selekcije ka odredenim profilima. Naime, pokazano je u dosadasnji radovima da
herbivori mogu da imaju znacajnu ulogu u selekciji odredenith hemotipova (Adams et al.,
2013a; Marké et al., 2011). No, u svakom slucaju, zanimljivo je da se podaci dobijeni na
osnovu sastava etarskog ulja poklapaju sa podacima dobijenim na osnovu povrsinskih alkana.
Postoji jasno razdvajanje kontinentalnih i priobalnih populacija. Ovo odvajanje je bazirano na
dominaciji odredenih hemotipova. Pa tako, u primorskim populacijama J. de/toides dominiraju
hemotipovi bogati limonenom (limonenski i intermedijerni hemotip) dok kod kontinentalnih
populacija dominira a-pinenski hemotip. Slicno je pokazano i kod preostalih proucavanih
taksona. Koliko je kvalitativni 1 kvantitativni sastav etarskog ulja pod jakom genetickom
kontrolom, pokazuju i dobijeni rezultati za ispitivane populacije taksona sekcije Juniperus sa
Balkanskog poluostrva gde je dobijeno njihovo jasno odvajanje bez obzira na geografsko
poreklo populacije. Svakako su razlike izmedu dva varijeteta J. communis bile manje nego

izmedu J. communis, |. deltoides i ]. macrocarpa, no bilo je moguce 1 ova dva taksona razlikovati.

Podudaranje rezultata fitohemijskih markera, dodatno potvrduje diferencijaciju
kontinentalnih 1 primorskih populacija, i tri vrste sekcije Juniperus sa Balkanskog poluostrva.
Svakako, sem za vrstu J. deltoides, Balkan predstavlja tek mali deo ukupnog areala, i nemoguce

je na osnovu ovih podataka izvudi zakljucke za cele vrste, no moguce je uoditi neke pravilnosti
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prilikom poredenja sa literaturnim podacima. Cinjenica da je sastav etarskog ulja |. macrocarpa
iz okoline Trogira (ulje dobijeno SDE po Likens-Nikersonu) najslicniji sastavu etarskog
ulja populacije sa susednog Hvara, koje je dobijeno destilacijom po Klevendzeru (Le$jak
et al., 2014), govori u prilog jakoj genetickog kontroli sastava, jer je za pretpostaviti da su
ovako bliske populacije, geneticki i najsrodnije. Ovo, kao i uklapanje dobijenih podataka
istrazivanih populacija sa literaturnim podacima, potvrduje upotrebljivost, pre svega terpena,
kao hemotaksonomskih markera kod roda Juniperus, pogotovu na infraspecijskom nivou.
Prilikom koriséenja alkana, pak, treba biti oprezniji, jer bioklimatski faktori mogu imati jak

uticaj na detektovan sastav povrsinskih alkana.

Od cetiri hloroplastna regiona koji su ispitivani kod predstavnika sekcije Juniperus,
najinforamtivniji je bio ##CEY-rnDCO region poravnate duzine 1.684, jer je sadrzao 63
mutacija (supstitucija baza i duzinskih mutacija), od kojih je 17 karaktera sinapomorfno
za sekciju Juniperus, po devet za |. communis 1 J. deltoides, Cetiri za |. macrocarpa 1 jedan za
neformalnu grupu kleka sa crvenim/mrkim $isaricama. Kao najmanje informativan se
pokazao #rnl.MV-frpF MY poravnate duzine 344 bp, jer je sadrzao 9 mutacija (supstitucija

baza i duzinskih mutacija) od kojih samo jedna mutacija odvaja J. communis od |. oxcycedrus s.1.

Diferencijacija populacija i taksona na nivou hloroplastnog genoma se u i izvesnom
stepenu preklapa sa rezultatima fitohemijskih istrazivanja. Naime, podela na tri jasno odvojena
taksona — J. communis, |. deltoides 1 |. macrocarpa uvocena ispitivanjem povrsinskih alkana iglica
1 etarskog ulja izolovanog iz iglica ispitivanih populacija, jasno je uocljiva i u filogenetskoj

analizi na nivou ispitivanih regiona hloroplastnog genoma.

Kod J. communis, na nivou fitohemijskih markera i na nivou hloroplastnog genoma nije
bilo moguce utvrditi jasno odvajanje varijeteta communis 1 saxatilis. Poredenjem distribucije
dominantnih komponenti etarskog ulja kod predstavnika ovih varijeteta, uocavaju se slicne
tendencije kao kod |. deltoides 1 |. macrocarpa. Kod J. communis var. communis, koji ima manje-vise
kontinuiranu distribuciju Sirom Evrope a ispitivane populacije predstavljaju rubne populacije,
razlike u sastavu etarskog ulja su u formi fine kline, gde udeo a-pinena lagano raste od
zapada ka istoku, dok udeo sabinena polako opada istom klinom. J. communis var. saxatilis ima
disjunktni areal u juznoj i centralnoj Evropi, te su i razlike u dominantnim komponentama
etarskog ulja drasti¢nije izmedu populacija u odnosu na var. communis. Fillogenetska analiza, sa
druge strane, nije pokazala jasnu distinkciju ovih taksona, ali je uocena tendencija odvajanja

var. communis od var. saxatilis i var. intermedia, posto u okviru klade I var. intermedia sa nekoliko
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individua var. communis zauzima terminalni, polozaj, var. saxatilis srediSnji, a var. communis
pretezno bazalni polozaj u navedenoj kladi, sto ukazuje na to da bi rezolucija mogla biti
poboljsana ukljucivanjem u analize dodatnih hloroplastnih regiona.. Zanimljivo je da je

uocen jedan nukleotidni karakter, G na poziciji 3.259 u okviru regiona #nL.U-trpFCAY koji

je najverovatnije sinapomorfan za var. intermedia.

Fitohemijski markeri su pokazali da je interpopulaciona varijabilnost sastava povrsinskih
alkana i etarskog ulja iglica kod ispitivanih inidividua iz populacija |. deltoides, distribuiranih
u okviru najveceg dela areala ove vrste, najmanja u poredenju sa drugim ispitivanim
taksonima. Medutim, ipak je bilo moguce detektovati odredenu prostornu diferencijaciju
populacija. Naime, na nivou povrsinskih alkana, bila je uocljiva diferencijacija na istocne i
zapadne, odnosno kontinentalne i priobalne populacije, $to je u izvesnoj meri u vezi i sa
ekoloskim faktorima. Isti trend je uocen na nivou terpena, gde je distribucija hemotipova
u populacijama odgovorna za diferencijaciju istocnih i zapadnih populacija. Medutim, na
nivou hloroplastnog genoma, J. deltoides se odlikuje veoma malom varijabilnoscu, te nije bilo
moguce uociti ni diferencijaciju individua iz prostorno veoma udaljenih populacija, kao $to
su Rovinj, Pcinja i Krit (udaljene medusobno 730 do 1.450 km). Ovakav rezultat ukazuje
na to da je, sa jedne strane, J. deltoides tokom evolutivne istorije najverovatnije prolazio kroz
uska grla, sto je dovelo do smanjenja nivoa varijabilnosti na nivou hloroplastnog genoma,
$to je uoceno i u ranijim studijama na nivou nuklearnog genoma (Boratynski et al., 2014).
Sa druge strane, dodatne analize sa dodatnim hloroplastnim regionima najverovatnije ne
bi mogle da doprinesu sticanju boljeg uvida u geneticku diferencijaciju populacija u okviru

areala distribucije ovog taksona.

Nasuprot njima, sastav etarskog ulja J. macrocarpa u populacijama distribuiranim $irom
areala, je pokazao izuzetnu prostornu diferencijaciju. I dok je kod sestrinske J. de/toides uocena
izvesna klinalna distribucija hemotipova, kod J. macrocarpa postoje ostre razlike u sastavu
etarskog ulja u okviru areala distribucije. Na nivou hloroplastnog genoma je, takode, uocena
statisticki podrzana diferencijacija individua iz dve populacije — jedne sa Balkana (Trogir) i
druge udaljene ostrvske populacije (Krit). Zanimljivo je da su na nivou hloroplastnog genoma
uocene mutacije deljene izmedu |. deltoides 1 |. macrocarpa sa Krita, sto moze predstavljati
retenciju ancestralnih polimorfizama ili interspecijsku hibridizaciju prac¢enu introgresijom
koja se odvijala samo u delu areala . macrocarpa. Ukljucivanje dodatnih populacija kao i
molekularnih markera nuklearnog genoma bi doprinelo sticanju boljeg uvida u evolucionu

istoriju ovog taksona..
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1.

U kutikularnim voskovima ispitivanih taksona sa Balkanskog poluostrva detektovani

su alkani u nizu od C,, do C,,, osim kod populacija J. communis var. communis sa Neretve

35
i iz Mavrova, gde su detektovani i kraci alkani (C,-C,)). Najzastupljeniji alkan u svim
populacijama kod svih ispitanih taksona je bio tritriakontan. Pored tritriakontana, u

vecim kolicinama su se nalazili C., C, , C...

U uzorcima dominiraju alkani duzeg niza, $to i odgovara generalno kseromorfnoj
prirodi ovih taksona. Ujedno, jedinke koje su pokazale i najmanju kseromorfnost (Siroke,

relativho mekane iglice, J. zacrocarpa, Trogir) imale su i najvedi udeo alkana srednjeg niza.

Univarijantne analize su pokazale odvajanje sva Cetiri taksona (]. communis vax. communis,
J. communis var. saxatilis, |. deltoides, |. macrocarpa) na osnovu vecine alkana. Multivarijantna
statisticka obrada rezultata ispitivanih alkana na celokupnom uzorku je pokazala manje-
vie iste tendencije kao i rezultati statisticke obrade po pojedinim vrstama. Analiza
glavnih komponenti i klaster analiza pokazuju jako odvajanje (sub)mediteranskih i
kontinentalnih populacija, bez obzira na taksonomsku pripadnost. Iako ove dve analize
daju prednost geografskoj asocijaciji, pre nego taksonomskoj, jedinke istog taksona su
unutar svakog od ta dva geografska regiona grupisu zajedno. Diskriminantna analiza
odvaja i grupise taksone na osnovu sastava epikutikularnih voskova, gde je odvajanje

J. commmnis var. communis i var. saxatilis najslabije.

Prose¢na duzina lanca (IN) i disperzija oko nje (4) pokazuje u svim populacijama slicnu
tendenciju — $to su uslovi aridniji, to je prosecna duzina lanca veca, i $to su uslovi
“suroviji” (ve¢e amplitude u vrednostima temperature tokom godine, temperature ispod
tacke mrzenjenja, letnja susa i fizioloska zimska susa...) to je disperzija oko prosecne

duzine lanca manja, odnosno dominacija jednog alkana je izrazenija

Kod J. communis ~var. communis pored tritriakontana (66,6%), dominirali su i
pentatriakontan (11,8%) i hentriakontan (8,3%), dok se kod J. commmunis var. saxatilis moze
uociti jako odvajanje u pravcu zapad-istok, gde su pored dominanatnog tritriakontana
(59,1 %), u zavisnosti od lokaliteta u ve¢im koli¢inama bila zastupljena druga dva alkana.
Kod kontinentalnih populacija, u ve¢im kolicinama se nalaze hentriakontan (8,6%) 1
pentatriakontan (8,2%), dok se kod submediteranskih nalaze hentriakontan (19,8%)
1 nonakozan (10,9%). Kod ]. deltoides odvajanje izmedu kontinentalnih i priobalnih
populacije je jos jace. Kod kontinentalnih populacija pored dominantnog tritriakontana

(61,1 %), u ve¢im koli¢cinama nalaze 1 hentriakotnan (14,0 %) i pentatriakontan (9,3 %),
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dok je dominacija tritriakontana u obalskim populacijama znatno manje izrazena
(41,3%), a u veéim kolicinama se nalaze 1 hentriakontan (23,2%) 1 nonakozan (17,6%).
Kod J. macrocarpa, pored dominantnog tritriakontana (41,9%), dominiraju takode

hentriakontan (20,9%) i nonakozan (12,6%).

6. Prosecna duzina ugljovodoni¢nog lanca (IN) je imala najmanju vrednost kod . deltoides
(28,5 - Senj) 1 J. macrocarpa (30,5 - Trogir), a najvisu kod J. communis var. communis. (32,8
— Deliblatska pescara). Najmanja disperzija oko N (d) je pronadena kod populacije J.
communis var. saxatilis (Kopaonik, d=1,4), a najveca kod primorske populacije J. deltoides
(Senj, 4=10,4). Generalna tendencija je da od zapada ka istoku dolazi do povecanja
prosecne duzine ugljovodonicnog lanca (IN) 1 smanjenja disperzije oko nje (d). Najveca
varijacija u prosec¢noj duzini lanca (IN) od ¢ak cetiri C atoma je pronadena kod J. deltoides,

dok je ona bila svega dva C atoma kod |. communis.

7. Regresiona analiza uradena kod populacija J. communis var. saxatilis je pokazala da
dvanaest od devetnaest bioklimatskih parametara imaju statisticki znacajnu korelaciju
sa relativnim udelom alkana kao 1 N 1 & vrednostima. Vecina bioklimatskih parametara
vezanih za temperaturu ne pokazaju statisticki znacajnu korelaciju sa alkanima. Jedino
je temperaturna sezonalnost (BIO4) pokazala visoku pozitivou korelaciju sa duzim
alkanima, a negativhu sa kra¢im. Odnosno, duzi alkani su bili povezani sa onim
populacijama u kojima su razlike izmedu najvisih 1 najnizih temperatura u toku godine
bile najvece. S druge strane, vecina bioklimatskih parametara vezanih za precipitaciju je
pokazala statisticki znacajnu i visoku korelaciju. Svi ovi parametri pokazuju tendenciju
da se sa smanjenjem kolic¢ina padavina povecava udeo duzih alkana (C, ). Sastav alkana
nije bio u korelaciji sa nadmorskom visinom, dok je pronadena relativho umerena
korelacija sa nagibom terena. Pirsonov koeficijent korelacije za kontinentalne (R=0,42
$=3,26x 10”) i submediteranske populacije (R=0,51 p=2,34 x 10"") je pokazao statisticki

znacajnu ali umerenu korelaciju sa nagibom terena.

8. Nvrednost je pokazala statisticki znacajnu korelaciju sa nagibom terena. N'i 4 vrednosti
pokazuju slican trend kao 1 pojedinac¢ni alkani — pronadena je visoka pozitivna korelacija
sa godisnjim temperaturnim rasponom (BIO7) i srednjom temperaturom najsusnijeg
perioda (BIOY), kao i negativne korelacije sa bioklimatskim parametrima precipitacije
(npr. BIO12, BIO15, BIO17) $to sve sugeriSe da aridnost igra vaznu ulogu. Uocen je
jedan zanimljiv trend — §to su uslovi stanista bili suroviji (velike razlike izmedu najnizih i
najvisih temperatura u toku godine, zimska fizioloska susa kao 1 letnja susa), to je manja

disperzija oko NN.
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9.

10.

I1.

12.

13.

Mantelov 1 Parcijalni Mantelov test su na celom setu podataka pokazali statisticki znacajnu
korelaciju sa celim setom bioklimatskih parametara, ali je ta veza bila nesto slabija,

ukazujudi na isto tako jaku ulogu genetickih faktora u diferencijaciji populacija.

Kako je Kopaonik jedini lokalitet gde zajedno zive tri taksona (. communis var. communis,
. commmunis var. saxatilis i ]. deltoides), multivarijacionom analizom je pokazan jak uticaj
genetickih faktora na sastav alkana epikutikularnih voskova, s obzirom na to da je
moguce razlikovati ova tri taksona na osnovu sastava epikutikularnih voskova iako Zive

na istom lokalitetu, te su izlozena istom setu ekoloskih faktora.

U etarskom ulju izabranih vrsta sekcije Juniperus sa Balkanskog poluostrva identifikovano
je preko 200 jedinjenja. Najvise jedinjenja je identifikovano u etarskom ulju iglica
J. deltoides (208), a najmanje kod . macrocarpa (103). Monoterpeni su dominantna grupa
u etarskom ulju (61,6 — 75,2 %). Od monoterpena najzastupljeniji su monoterpenski
ugljovodonici (55,9 — 71,5 %), dok su oksigenisani monoterepeni pronadeni samo u
malom ukupnom procentu. Seskviterpeni (18,2 — 31,88 %) su, takode, dominantno

predstavljeni seskviterpenskim ugljovodonicima (11,8 — 26,1 %).

Poredenje sastava etarskog ulja izmedu svih ispitivanih taksona sa Balkanskog poluostrva
je potvrdilo da je sastav pod jakom genetickom kontrolom. Ve¢ u analizi glavnih
komponenti doslo je do jakog odvajanja tri vrste — |. macrocarpa, |. deltoides 1 |. communis.
Stavise, dolazi i do odvajanja izmedu dva ispitivana varijeteta veste J. communis. Ovo

odvajanje je dalje potvrdeno klaster 1 diskriminantnom analizom.

Sastav etraskog ulja pokazuje korelaciju sa distribucijom taksona. J. deltoides, koji ima
najmanji areal, pokazuje najmanju varijabilnost u sastavu etarskog ulja. Kod ovog
taksona se javljaju tri hemotipa (x-pinenski, a-pinen/limonenski i limonenski). S druge
strane, |. communis var. communis, takson koji ima manje-vise kontinuiranu distribuciju
kroz najveéi deo Evrope 1 dela Azije, pokazuje znatno vecu varijabilnost. I kod ovog
taksona postoji jasna geografska podela izmedu severnih i juznih, odnosno isto¢nih
i zapadnih populacija u Evropi. Stavise, kod severnoevropskih populacija dominira
a-pinen kao glavna komponenta, dok je broj dominantnih komponenti znatno veci kod
centralno- i juznoevropskih populacija. Kod J. communis var. saxatilis razlike u profilu
etarskog ulja (odnosno dominantnim komponentama) su izuzetno velike. Uz to, jedino
kod ovog taksona u okviru sekcije Juniperus postoje jedinke u ¢ijem ulju dominira

seskviterpen (germakren D). Na Balkanskom poluostrvu postoji jasna granica izmedu
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14.

15.

16.

17.

zapadnih (submediteranskih) i isto¢nih (kontinentalnih) populacija. Za razliku od ostalih
ispitivanih taksona, ulje J. macrocarpa ima samo jednu izuzetno dominantnu komponentu,

dok se velika veéina nalazi u malom procentu.

Etarsko ulje J. communis var. communis se karakteriSe najve¢im udelom monoterpena, i to,
pre svega, monoterpenskih ugljovodonika, dok se etarsko ulje |. commmunis var. saxatilis
karakteriSe izuzetno visokim udelom seskviterpena u odnosu na sva ostala ulja. S druge

strane, etarska ulja J. delfoides su pokazala najveéi udeo diterpena od svih ispitivanih grupa.

U etarskom ulju izolovanom iz iglica J. communis var. communis detektovano je 117
jedinjenja. Etarskim uljem dominiraju monoterpeni (75,2%). Dva monoterpena, a-pinen
1 sabinen, su dominantna jedinjenja, gde zajedno u proseku ¢ine 55,0 % ukupnog
etarskog ulja. Sastav etarskog ulja je pokazao geografsku diferencijaciju. Kod J. communis
var. communis je pokazao tendenciju smanjenja udela sabinena u pravcu zapad-istok, i

povecanja udela a-pinena.

U etarskom ulju izolovanom iz iglica J. commmunisvar. saxatilis detektovano je 141 jedinjenje,
gde dominiraju monoterpeni (67,3%). Dominantno jedinjenje je a-pinen koji u proseku
¢ini 50,4 % etarskog ulja. Sastav etarskog ulja je pokazao geografsku diferencijaciju.
U submediteranskim populacijama germakren D je drugo najzastupljenije jedinjenje
(7,0%), dok je u kontinentalnim populacijama to sabinen (17,2%). Analiza glavnih
komponentni je pokazala odvajanje submediteranskih od kontinentalnih populacija, dok
je klaster analiza pokazala da populacije koje su geografski blize pokazuju i sli¢niji sastav
etarskog ulja, te se grupiSu u odvojene subklade. Diskriminantna analiza je potvrdila

odvajanje Cetiri grupe.

U etarskom ulju izolovanom iz iglica |. deltoides je detektovano 208 jedinjenja. U ulju
dominiraju monoterpeni (61,6%). Dva monoterepena, a-pinen ilimonen, su dominantna
jedinjenja, gde zajedno u proseku ¢ine oko 46,7 % ukupnog etarskog ulja. Analiza glavnih
komponenti svih trinaest populacija je pokazala odvajanje jedinki na dve grupe u zavisnosti
od dominantne komponente, a dalje statisticke analize su pokazale postojanje tri grupe,
potencijalna hemotipa: a-pinenski, a-pinen/limonenski (intermedijarni) i limonenski
hemotip. U mediteranskim populacijama dominiraju limonenski i inermedijarni, dok
u kontinentalnim dominira a-pinenski tip. Jedina populacija koja odskace od svih je
iz Zanjica kod koje dominira a-pinenski tip. Ove jedinke Zive na potpuno drugacijem

stanistu, na pesku, na svega nekoliko metara od otvorenog mora.
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U etarskom ulju | macrocarpa je detektovano 103 jedinjenja, od kojth dominiraju
monoterpeni (68,8 %). Dominantno jedinjenje je a-pinen, koji u proseku cini oko
55,5 % ulja, dok je germakren D drugo jedinjenje po procentualnom sadrzaju (6,0%) u

ukupnom ulju.

U poredenju sa literaturnim podacima, etarsko ulje [ deltoides pokazuje veliku
homogensot na celom arealu, i znacajne kvalitativne razlike u sastavu od |. axycedrus s.str.
S druge strane, sastav etaraskog ulja J. commmunis var. communis a pogotovu sa J. communis
var. saxatilis je znatno varirao $irom areala. Dobijeni podaci za Balkanske populacije
. communis var. communis se u potpunosti uklapaju sa profilima etarskog ulja izolovanog
iz iglica ovog taksona Sirom Evrope. Etarsko ulje |. communis var. saxatilis pokazuje
opstu slicnost sa uljem grckih kleka, medutim profili etarskog ulja dobijenog sirom
Evrope ukazuju na velike razlike izmedu ovih disjunktnih populacija. Etarsko ulje J.
macrocarpa uvek ima izrazito dominantan a-pinen, dok druge dominantne komponente
veoma variraju od lokaliteta do lokaliteta. Profil etarskog ulja populacije sa Hvara je bio

najsli¢niji onom u populaciji iz Trogira.

Od cetiri hloroplastna regiona koji su ispitivani 1 za koje je bilo moguce odrediti
primarni redosled nukleotida pomocu jednog do cetiri prajmera, najinformativniji je
bio #rnCCEN-1rnDCYO region poravnate duzine 1.684 kod 69 individua, jer je sadrzao
63 mutacije (supstitucije baza i duzinske mutacije). Kao najmanje informativan se
pokazao frnl.M-1rpF Y poravnate duzine 344 bp, jer je sadrzao svega devet mutacija
(supstitucija baza i duzinskih mutacija) od kojih samo jedna mutacija odvaja J. communis
od J. oxcycedrus 5.1 , auocen jedan nukleotidni karakter, koji je najverovatnije sinapomorfan

za vat. intermedia.

Kod 75 individua predstavnika sekcije Jumiperns u matrici sastavljenoj od cetiri
ispitivana hloroplastna regiona poravnate duzine 3400 bp, detektovano je 38 pozicija
sa supstitucijama baza (parsimony informative sites 1 singleton mutacije), kao 1 veliki broj
duzinskih mutacija, 32 indela i 10 mikrosatelita sa mononukleotidnim motivom (A)_ili
(T),, ne racunajuci dodatne mutacije u okviru insercija razli¢ite duzine koje se javljaju

samo kod pojedinih taksona.

Shodno ocekivanjima, najveéi broj mutacija pronaden u nekodirajuéim regionima
hloroplastnog genoma 56 pozicija sa supstitucijama baza u okviru 2.862 bp (ne

racunajuéi dodatne mutacije u okviru insercija razlicite duzine koje se javljaju samo kod
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pojedinih taksona), naspram svega sedam pozicija sa supstitucijama baza pronadenih
u kodirajuéim regionima cija je duzina 526 bp. Najinformativnijim se pokazao pe/N-
psbM spejser poravnate duzine 674 bp (22 pozicije sa supstitucijama baza, 10 indela, 2
mikrosatelita sa mononukleotidnim motivima, ne racunajuci dodatne mutacije u okviru

insercija razlicite duzine koje se javljaju u ovom regionu samo kod pojedinih taksona).

Optimalni model evolucije regiona sa najveéim brojem mutacija (#72CC“Y-£rnD“V9) kao
1 matrice sastavljene od cetiri ispitivana regiona i matrice nekodirajuéih regiona sva Cetiri
ispitivana regiona je GTR+G, dok su se za regione sa manjim brojem mutacija kao

optimalni modeli evolucije pokazali manje opsti modeli, ukljucijuci i HKY model.

ML stablo konstruisano na osnovu matrice Cetiri ispitivana regiona poravnate duzine
3.400 bp kod 78 individua i GTR+G modela evolucije, pokazuje da je sekcija Juniperus
monofiletskog porekla. Uocene su 2 statisticki dobro podrzane klade, Klada I (BS 100%0)
koja obuhvata sve individue J. communis, i Klada 11 (BS 78%) koja obuhvata sve individue
J. deltoides 1 ]. macrocarpa. Odnosi u okviru klade I su ostali nerazjasneni, iako se moze
se uociti trend grupisanja individua J. communis var. communis kao i jedinki |. communis
var. saxatilis i J. communis var. intermedia. U okviru klade II, uocene su 2 dobro podrzane
subklade, IIa (BS 100%), koju cine predstavnici J. delfoides, i 1Ib (BS 46%), koji ¢ine
predstavnici |. macrocarpa. Odnosi unutar subklade Ila nisu razjasnjeni. Nasuprot tome,
u okviru subklade IIb, uocena je statistici podrzana diferencijacija |. macrocarpa na dve
subklade, jednu koju c¢ine individue iz populacije sa Krita (BS 79%) i drugu koju ¢ine
individue iz okoline Trogira (BS 68%). To ukazuje na duboku divergenciju i diferencijaciju

populacija vrste J. macrocarpa.

Diferencijacija populacija 1 taksona na osnovu cetiri generisana regiona hloroplastnog
genoma se u i izvesnom stepenu preklapa sa rezultatima fitohemijskih istrazivanja.
Naime, podela na tri jasno odvojena taksona — J. communis, |. deltoides1 J. macrocarpa uocena
ispitivanjem povrsinskih alkana iglica i etarskog ulja izolovanog iz iglica ispitivanih
populacija, je jasno uocljiva i u filogenetskoj analizi na nivou ispitivanih regiona

hloroplastnog genoma

Filogenetska analiza nije pokazala jasnu distinkciju populacija i infraspecijskih taksona
koja je uocena na fitohemijskim markerima, ali je uocena tendencija odvajanja
var. commmunis od var. saxatilis 1 var. intermedia, posto u okviru klade I, var. intermedia sa
nekoliko individua var. communis zauzima terminalni polozaj, var. saxatilis sredisnji, a

var. communis pretezno bazalni polozaj u navedenoj kladi.
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Odnosiunutar subklade sa individuama J. de/foides nisu razjasnjeni zbog male varijabilnosti
ispitivanih hloroplastnih regiona kod individua uzorkovanih iz skoro celog areala ove
vrste, §to se podudara sa podacima dobijenim koris¢enjem nuklearnih mikrosatelita, i
ukazuje na istotijske procese, kao $to su uska gtla, fragmentacije areala i/ili rekolonizacije
iz refugijuma, koji su tokom vremena doveli do smanjenja varijabilnosti u populacijama

. deltoides.

Filogenetska analiza je pokazala statisticki podrzanu diferencijaciju J. macrocarpa na dve
subklade, jednu koju ¢ine individue iz populacije sa Krita i drugu koju c¢ine individue
iz okoline Trogira. To ukazuje na duboku divergenciju i diferencijaciju populacija vrste
J. macrocarpa, $to se podudara sa rezultatima fitohemijskih karaktera. Ovo je u skladu
sa ocekivanjima, s obzirom da su u okviru celog areala rasprostranjenja, populacije
ove vrste fragmentarno distribuirane, $to ukazuje na mogucnost visoke geneticke
diferencijacije populacija usled delovanja genetickog drifta, uskih gtla i efekata osnivaca

tokom vremena.

Dodatne analize koje bi ukljucile druge hloroplastne regione bi, najverovatnije, doprinele
razja$njavanju infraspecijskih odnosa J. communis s.1., ali ne odnose unutar vrste J. deltoides.
Ukljucenje nuklearnih regiona i dodatnih populacija bi najverovatnije omogucilo bolji
uvidu u taksonomske, geneticke i evolutivne procese u populacijam kleka iz sekcije
Juniperus, te doprinelo razumevanju fenomena deljenih polimorfizama odredenih

taksona, koji mogu nastati usled retencije ancestralnih polimorfizama ili hibridizacijom

1 introgresijom.

U matrici cetiri ispitana hloroplastna regiona poravnate duzine 3.400 bp kod 75 individua,
detektovao je petnaest karaktera koji su sinapomortni za J. communis, deset za J. deltoides,
Cetiti za J. macrocarpa, kao 1 28 karaktera koji odvajaju ingrupu od autgrupe, te se mogu

koristiti u svrhe barkodinga

Dobijeni rezultati istrazivanja fitohemijskih (#-alkana i etarskih ulja) i molekularnih
markera (hloroplastne DNK) ukazuju na izuzetnu kompleksnost proucavane odabrane
grupe kleka. Rezultati analize ogromnog broja uzoraka, koriséenjem najsavremenijih
fitohemijskih i molekularnih metoda, ukazuju na veliki znacaj ovih pristupa u razumevanju
biologije, evolucije i filogeografije i u rasvetljavanju srodnickih odnosa kompleksne

grupe Balkanskih vrsta iz sekcije Juniperus, kao 1 roda Juniperus u celini.
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Prilog B1. FID hromatogram epikutikularnih voskova izolovanih iz iglica J. communis var.
communis (Mavrovo)

Abundance Signal: NEW 469 B 02.D\FID1A.ch
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Prilog B2. FID hromatogram epikutikularnih voskova izolovanih iz iglica J. communis var.
saxatilis (Biokovo)

Response_ Signal: NEW 474 01.D\FID1A.ch
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Prilog B3. FID hromatogram epikutikularnih voskova izolovanih iz iglica . de/toides (Rovinj)
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a) Response_ Signal: NEU 001.D\FID1A.ch
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Prilog C1. FID hromatogram etarskog ulja izolovanog iz iglica |. communis var. commmunis a)
Deliblatska pesc¢ara; b) Kopaonik; ¢) Suva planina
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a) Abundance Signal: NEU 485 06.D\FID1A.ch
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Prilog C2. FID hromatogram etarskog ulja izolovanog iz iglica J. communis var. saxatilis

a) Durmitor; b) Mavrovo; c) Velebit
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C3. FID hromatogram etarskog wulja izolovanog iz iglica [  deltoides

a) Benkovac; b) Kopaonik; c¢) Rovinj
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Mpwunor 1.

U3jaBa o ayTopcTBY

MotnucaHn-a Hemawa @. PajueBuh

6poj nupgekca 5702/2008

UsjaBrbyjem
[a je jokTOpCKa AucepTaumja noj HacnoBoMm

OundepeHumnjaumja Bpcta ns cekumje Juniperus poga Juniperus L.
(Cupressaceae) ca bankaHckor nonyoctpBa, kopuwhewemMm HPUTOXEMUjCKUX U
MoneKynapHUX Kapaktepa

* pesynTaT CONCTBEHOr UCTpaXMBayKor paaa,

* [a npeanoxeHa aucepTauuja y LenuHn HX y Aenosuma Huje buna npeanoxeHa
3a pobujakbe OMMNoO koje gunnome npema CTyaujcKuMm nporpamvMma gpyrux
BMCOKOLLIKOJICKMX YCTaHOBA,

* [acy pe3ynTati KOPEKTHO HAaBEeAEHU U

* [a HuWcam Kpwuo/na aytopcka npaBa U KOPUCTMO WHTENEKTyamnHy CBOjUHY
ApYyrux nuua.

MoTnuc pokTopaHpa

e

N

Y Beorpaay, 07.05.2015




Mpwunor 2.

MN3jaBa 0 MICTOBETHOCTU LUTaMMaHe U eNIeKTPOHCKe
Bep3uje [OKTOPCKOr paga

Nme u npesnme aytopa Hemarwa ®. PajueBuh
Bpoj nHpekca 5702/208
Ctyavjcku nporpam EkcnepumeHTanHa v npumerweHa 60TaHuka

Hacnoe paga OudepeHuunjaumnja Bpcta us cekuuje Juniperus poaa Juniperus L.
(Cupressaceae) ca bankaHckor nonyoctpBa, kopuwhewem PUTOXEeMUjCKUX U
MoOJeKyapHUX Kapakrtepa

MenTtopn Op Netap O. MapuH, Op MNeha JaHahkoBuh

MoTtnucaHn/a Hemawa ®. PajueBuh

M3jaBrbyjem ga je wtamnaHa Bep3nja MOr JOKTOPCKOr paja UCTOBETHA eneKTPOHCKO]
Bep3vju Kojy cam npepao/na 3a objaBmbuBawe Ha noptany [OurutanHor
penosutopujyma YHuBep3uteTta y beorpaay.

[osBorbaBam ga ce objaBe Moju nNn4HM nojaum Be3aHu 3a Aobujake akagemckor
3Baka JOKTOpa Hayka, Kao LTO Cy MMe 1 npe3ume, rogMHa u Mecto pohena u gatym
oabGpaHe paga.

OBM nuyHn nojaum Mory ce o06jaBUTM Ha MpEeXHWUM CcTpaHuuama JurutanHe
6ubnunoTteke, y enekTpoHCKOM kaTanory ny nybnukaumjama YHmsepauteTa y beorpaay.

MoTnuc pokTopaHaa

Y Beorpaay, 07.05.2015.




Mpwunor 3.

U3jaBa o kopuwhemwy

Osnawhyjem YHuepautetcky 6ubnuoteky ,CBetosap Mapkosuh® ga y [OdurutanHu
penosutopmnjym YHuBepauTeta y beorpagy yHece MoOjy OOKTOpPCKY AucepTauujy nopg
HacnoBoM:

OundepeHumnjaumja Bpcta ns cekumje Juniperus poga Juniperus L.
(Cupressaceae) ca bankaHckor nonyoctpBa, kopuwhewneMm HPUTOXEMUjCKUX U
MoneKynapHUX KapakTtepa

Koja je Moje ayTopcKo aeno.

AvcepTtauujy ca cBuM npunosnma npegao/na cam y enekTpoHCKomM dopmarty norogHoM
3a TpajHO apxuBupame.

Mojy gokTopcky aucepTaunjy noxparweHy y durntanHn penos3vtopujym YHUBep3uTeTa
y Beorpagy mory ga kopucte CBW Koju nowTyjy oapenbe cagpxaHe y ogabpaHom tuny
nuueHue KpeatueHe 3ajegHuue (Creative Commons) 3a kojy cam ce ogny4duno/na.

1. AyTtopcTtBo
2. AyTOpCTBO - HEKoMepLmjarnHo
@Ay‘ropcmo — HeKomepuujanHo — 6e3 npepaae
4. AyTOpCTBO — HEKOMEpPLUMjanHo — AennUTrh Nog UCTUM yCnoBuMa
5. AytopcTBo — 6e3 npepaae
6. AyTOpCTBO — AENUTU Nog UCTUM ycnosBuma

(Monumo ga 3aoKkpyxuTe camo jedHy O LecT MoHyheHux nuueHuu, kpaTak onmc
nuueHumM gart je Ha nonehuHu nucra).

MoTnuc aokTopaHpa

Yo

N

Y Beorpaay, 07.05.2015.
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Beogradu 2008. godine sa prosecnom ocenom 9,36 i ocenom 10 na diplomskom ispitu.
Doktorske studije na modulu Eksperimentalna i primenjena botanika Bioloskog fakulteta

Univerziteta u Beogradu upisao je u skolskoj 2008/2009.

Od januara 2009 je stipendista Ministarstva nauke i tehnoloskog razvoja RS, do januara
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