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1. Uvod i ciljevi



Sistematika i filogenija biljaka zasniva se na ftradicionalistiékom pristupu koji na makroskopskom i
mikroskopskom nivou proucava i uporeduje morfoloSke karaktere. Jedan od glavnih cilieva sistematike biljaka je
uspostavljanje filogenetskog sistema klasifikacije koji ¢e oslikavati priorodne odnose izmedu svih poznatih biljnih
vrsta. Medutim, ovaj postavljeni zadatak nije nimalo lak, naro€ito ako se uzme u obzir veliki broj razliitih sistema
klasifikacije od kojih su mnogi nastali samo u poslednjih pedeset godina (Hutchinson, 1959, 1973; Takhtajan, 1959,
1969, 1980; Cronquist, 1968, 1981; Dahligren, 1980; Thorne, 1983, 1992). Suoceni sa nedostatkom fosilnih dokaza,
morfolo3ki karakteri upotpunjeni sa raspoloZivim znanjem ostalih naucnih disciplina: anatomije biljaka, palinologije,
embriologije, hemije i bichemije, koriS¢eni su da bi se sagledala i razumela prirodna veza i odnosi izmedu decentnih i
recentnih taksona. Veliki ,korak napred* u razumevanju filogenetskih odnosa koji postoje u okviru biljnih familija dala
je Hegnauer-ova ,Chemotaxonomie der Pflanzen®. U opseznom radu (1962-1973, revidirana 1986) Hegnauer je
pregledom raspoloZive literature o distribuciji sekundarnih i primarnih metabolita (rezervnih polisaharida) u okviru
bilinog carstva, dao svoje videnje filogenetskih odnosa koje je bazirao na hemijskim profilima (Chemotaxonomische
Betrachtungen). Prvi put objavlieni, njegovi stavovi i objasnjenja slovili su za kontroverzu. Na primer, veliki
sistemati¢ar Cronquist (1980) iskazao je sustinsko neslaganje sa Hegnauer-ovim midlienjem da se Asteraceae i
Apiaceae mogu dovesti u blisku (,srodni¢ku®) vezu na osnovu Cinjenice da imaju zajednicke hemijske karaktere
(prisustvo poliacetilena i seskviterpenskih laktona, i nepostojanje iridoida): ,Ne mogu se sloZiti sa predlogom...o
povezivanju Asteraceae i Apiaceae samo na osnovu stepena sli¢nosti sekundarnih metabolita koji se u njima javljaju,
imajuéi u vidu mnos$tvo drugih karaktera koji ih Cine razli¢itim.“ Medutim, Hegnauer-ov stav je kasnije potvrden
dokazima, i priznat od strane drugih sistematiCara koji su svoje sisteme bazirali jednim delom oslanjajuéi se na
hemijske karaktere (Dahlgren, 1975; Dahlgren et al., 1981, Thorne, 1981).

U novije vreme se pojavljuje sve viSe radova koji se bave taksonomski orjentisanim pregledom sekundarnih
metabolita. Primena podataka do kojih se do$lo hemijskim analizama biljaka u poku$ajima da se razre$e problemi
koji postoje u botanici dozivljava ekspanziju, a hemotaksonomija (sin. hemosistematika, mikromolekularna
sistematika) predstavlja uvrezenu i prinvaéenu nauénu disciplinu. Posebno se poveCava interes istrazivanja
sekundarnih metabolita sa ciliem da se, eventualno, rasvetle filogenetski odnosi unutar odredene grupe. Praéenje
filogenije neke srodni¢ke grupe biljnih organizama na osnovu profila odredene klase sekundarnih metabolita je
poseban izazov za sistematiCara, a ovakvi podaci se dalje uporeduju sa ,vezec¢im* klasifikacijama srodnicke grupe
konstruisane na osnovu uporedo-morfoloSkih podataka. Kako srodne grupe &esto produkuju sliéne sekundarne
metabolite, njihovo prisustvo ili odsustvo moze biti uzeto u obzir da bi se sagledalo zajedni¢ko poreklo (uoCavaju
zajednicki predci) ili srodnost taksona. lako je potencijalna primena i znacaj sekundarnih metabolita u taksonomiji bio
uocen jo$ pre 200 godina (Abbott, 1896) sa njihovom praktiénom primenom pocelo je tokom Sezdesetih godina XX
veka. Hemotaksonomija je imala znacajan uticaj na sistematiku, a razvijeni novi (ili skorasniji) sistemi klasifikacije su
uzimali u obzir i zastuplienost sekundarnih metabolita kao jedan od relevantnih faktora pri donoSenju konaéne odluke
0 pripadnosti taksona taksonomskim kategorijama. Tako je npr. Dahrgren konstruisao okvir koji je predstavljao
sistematsku analizu distribucione Seme sekundarnih metabolita i filogenetskog sistema klasifikacie u
Angiospermama. Rezultati ovakvih analiza istovremeno su predstavljali pravo otkrovenje, ali i predstavljali problem
naucnicima hemotaksonomima jer je jasan i nedvosmislen doprinos sekundarnih metabolita nekoj od taksonomskih
kategorija bio retkost. Ispostavilo se da je prisustvo ¢ak i strukturno specifi¢nih aleohemikalija nespecifitno, i da se
simultano javljaju u mnogim familijama biljnog carstva koje nisu srodne. Harborn i Turner (1984) su dali opsezan
komentar o prednostima i nedostacima primene hemijskih karaktera u biljnoj sistematici. Impresivna je lista u kojoj
navode prednosti primene, gde su preciznost interpretacije (uz minimalan, takore¢i nepostojeci upliv li€nih
predrasuda), nezavisnost od tradicionalnih morfoloSkih karaktera, dobijenje jasne razlike ¢ak i na samom pocetku
ontogeneze (gde klasi¢na taksonomija zbog nerazvijenosti morfometrijskih karaktera ne moze da dé precizan sud),
definisanost i nedvosmislenost sa stanovista genetske i biogenetske ekspresije, pri ¢emu se najveci doprinos ogleda



u prouCavanju hibrida i introgresije’. Medutim, takode su istakli da je fenotip, pre nego genotip bila kjluéna tacka
tokom selektivnih izmena, i u tom smislu u sistematici biljaka daju prednost hemijskim karakterima nad morfoloskim
(po navedenim autorima manje pouzdanim i manje primenljivim).

Uporedno sa razvojem hemotaksonomije ili mikromolekularne sistematike koja za taksonomske karaktere koristi
,mala“ organska jedinjenja (uglavnom proizvode sekundarnog metabolizma biljaka), razvijala se i makromolekularna
sistematika ili molekularna sistematika, koja koristi osobine ,velikih® biomolekula npr. proteina i DNK. Tokom
poslednje decenije znaCajan napredak molekularnih tehnika analize, npr. amplifikacija DNK fragmenata i otkrice
plastidnog gena rbcl, koda velike subjedinice ribulozo-1,5-bifosfatne karboksilaze/oksigenaze (RuBisCO), omogucéilo
je proucavanje visih nivoa taksonomske hierarhije (Palmer et al., 1988). U svakom od izloZenih sluéajeva, ,dobre*
(stabilne) karaktere pojedinaéne discipline (mikro- i makromolekularne sistematike) treba uzeti u obzir ne bi li se
dobila 8to kompletnija i jasnija slika koja ¢e biti od koristi za prouCavanje filogenije biljaka. Na nizim nivoima
taksonomske hijerarhije npr. na nivou roda, gde za tumacenje odnosa nije moguce ukljuéiti ,idealni“ molekularni
karakter (rbcL sekvencu), sekundarni metaboliti mogu biti jednako znacajni (npr. flavonoidi: Upson, 1997; de Kok,
1997). Na nivou roda broj hemijskih karaktera koji se mogu ukljuciti u cilju poredenja i tumacenja filogenetskih
odnosa je znatno veci. U uvodu ,Chemotaxonomie der Pflanzen Hegenauer (1962) iskazuje nadu da ¢e hemija moci
da da doprinos krajnjem cilju sistematike biljaka, tj. da da doprinos stvaranju prirodnog sistema. Do danas je
hemotaksonomija u najSirem smislu te reci, koriste¢i i mikro i makromolekule doprinela i nastavlja da doprinosi tom
cilju.

PoteSkoéu prilikom kori§¢enja hemijskih karaktera za tumacenje odnosa izmedu visih sistema klasifikacije, poput
familija, redova i sistema viSih od redova svakako predstavlja Cinjenica da je svega nekoliko klasa jedinjenja Siroko
rasprostranjeno u bilikama, tako da se suoéavamo sa manjkom karaktera na osnovu kojih se moze vrsiti poredenie.
lzuzetak Cine flavonoidi koji se javljaju u svim vaskularnim biljkama, ali kod kojih je uoena pojava hemijske
konvergencije?, 1j. isti tip strukture se javlja i u grupama koje nisu srodne, tako da se prisustvo/odsustvo odredenih
tipova flavonoida ne moze uzeti kao karakter na osnovu koga se moze konstruisati filogenetsko stablo visih taksona.
Medutim, u nekim sluajevima se pomenuta klasa jedinjenja pokazala kao koristan hemotaksonomski marker za
klasifikaciju na nivou familije(a), i iznad nivoa familije(a) (na primer, 6- ili 8-hidroksilacija flavona (Harborne i Williams,
1971; Tomas-Barberan et al., 1988) ili gubitak kiseonika u polozajima 5- ili 7- (Young, 1981)). Flavonoidi se inace
koriste kao stabilni hemotaksonomski markeri hijerarhijski nizih taksona: u okviru familije, roda i vrste. Primeri sli¢nih
jedinjenja su betalaini, glukozinolati, elaginska kiselina i elagitanini, poliacetileni, antrahinoni, seskviterpenski laktoni,
uotio i istakao hemotaksonomsku vaznost iridoida. Zahvaljujuéi njegovom radu i insistiranju na rezultatima u
istrazivanjima ovog tipa, iridoidi predstavljaju najtemeljnije prouc¢enu klasu sekundarnih metabolita u biljnom carstvu
(njihovo prisustvo je ograni¢eno na Asteridae s.. i na vecinu simpetalnih familija).

Da bi se sagledala povezanost u produkciji hemijskih jedinjenja (sekundarnih metabolita) u okviru hijerarhijski
nizih taksona npr. familije, nije dovoljno nasumiéno odabrati jednu ili dve vrste koje pripadaju jednoj familiji jer se ne
bi dobila slika koja predstavlja prave odnose. Na primer, da bi predstavili familiju Lamiaceae, pogresno bi bilo
odabrati samo predstavnike subfamilie Nepetoideae. Predstavnici ove stabilne grupe dramatiéno su izmenili
hemizam. Iridoidi su zamenjeni etarskim uljima, koja sadrZe uglavnom mono i seskviterpenoide, dok su verbaskozidi
(prisutni kod predaka i kod ostalih subfamilija Lamiaceae) zamenjeni drugadijim konjugatima kafeiCne kiseline,
rozmarinskom kiselinom. Cinjenica da navedeni hemijski karakteri nisu prikladni za postavijanje odnosa izmedu

" Hibridizacija u kojoj su dominantni karakteri jedne od roditeljskih vrsta.

2 Hemijska konvergencija predstavlja sposobnost biljaka da sintetiSu istu vrstu jedinjenja bez obzira na stepen srodnosti koji postoji izmedu
posmatranih vrsta. Jedini nacin da se utvrdi da li prisustvo izvesn(e)ih komponent(e)i oslikava stepen srodnosti ili je slucaj hemijske
konvergencije izmedu posmatranih taksona je korelacija uoCenih hemijskih osobina sa osobinama dobijenim na osnovu podataka iz drugih
naucnih disciplina (embrioloskim, morfoloSkim karakterima i dr.)



familija, ne zna€i nuzno da su i bez taksonomske vrednosti. Naprotiv, oni mogu biti od taksonomskog znacaja za nize
nivoe taksonomske hijerarhije. Na primer, jedinjenja subfamilije Nepetoideae su idealna za razlikovanje na nivou
subfamilija (odvaja Nepetoideae od ostalih subfamilija familije Lamiaceae).

Od presudne vaznosti za hemi¢ara koji pristupa taksonomskom problemu koriste¢i mikromolekularne podatke-
jedinjenja sekundarnog metabolizma (osim prave identifikacije) je formiranje validne baze podataka (imput:
sekundarni metabolit) i u odabiru prikladne statisticke metode za obradu unetih podataka. Dosada$nje
hemotaksonomske studije su se uglavnom bazirale na raunanju hemijskih indeksa koji odraZavaju stepen oksidacije
identifikovaniih/izolovanih jedinjenja kao i strukturnih varijacija u okviru posmatranih hemijskih vrsta. Broj izolovanih
molekula, ili evidentiranje prisustva odredene strukture ili klase jedinjenja (broj¢ani podatak) takode se koristio da bi
se sagledao stepen sli¢nosti izmedu ,grupe” posmatranih biljaka. Jedan od prvih radova koji je primenio statisticki
naci obrade na ,setu” visih biljaka ispitivao je sadrZaj i prisustvo flavonoida unutar familije Saxifragaceae (Jay et al.,
1970). Literaturnom pretragom do$lo se do podataka da su multivarijantne statistiCke metode analize kod biljaka
primenjivane da bi se povezali morfolo3ki karakteri rodova u okviru familije, ali i na nivou hijerarhijski nizih
taksonomskih kategorija (rodova i vrsta), dok je primena ovih metoda na isparljive sekundarne metabolite
(mikromolekularne podatke) ograniena. U opseznoj studiji koja se bavi pregledom statistickih metoda koje se mogu
naéi u softverskim paketima koji se primenjuju u hemotaksonomiji Vogt (1987) daje detaljno objaSnjenje statisti¢kih
metoda za obradu podataka proisteklih iz hemijske analize(a) i tvrdi da mikromolekuli (sekundarni metaboliti) mogu
biti od pomo¢i pri uspostavljanju ,veze izmedu hemijske ekspresije (biohemije) unutar jedinke i nasleda (genetike),
ekoloskih, geografskih i faktora sredine®.

Terpenoidi predstavljaju najobimniju klasu prirodnih proizvoda i jedinjenja od izuzetne vaznosti u ostvarivanju
biokomunikacionih, regulatornih i ekoloskih funkcija bilo na nivou jedinke ili na nivou Citave zajednice (Harrewijn et
al., 2001). Hemotaksonomija daje jo$ jedan razlog za proucavanje ove klase biljinih jedinjenja, a fitohemijski pregled
omogucava da se preko prirodnih proizvoda sagleda evolutivna i filogenetska veza taksona u carstvu Vegetalia
(bilika). Uprkos velikom ekonomskom znaéaju terpenoida i njihovim mnogobrojnim vaznim funkcijama, malo se zna o
metabolizmu terpena i 0 mehanizmima regulacije u bilkama (Mc Garvey i Croteau, 1995). ViSe je razloga koji
doprinose navedenim Cinjenicama. Najveéi problem predstavija ogroman broj terpenoidnih struktura. Samo jedna
bilina vrsta moze da metaboliSe razliCite tipove terpenoidnih molekula (od Cs do Cuo) u zavisnosti od genetske
osnove, vegetativne faze i stanista koje naseljava, kao odgovor na najrazliCitije uslove sredine tokom postojanja.
PoSto svi molekuli terpenoidne grade imaju isto biosintetsko poreklo (nastaju iz dva biosintetska prekursora; IPP i
DMAPP), kvalitativno modelovanje metabolizma (biosinteze) ne deluje previSe zahtevno. Medutim, ovakvi pokuSaji
nisu ni izbliza tako jednostavni: u mnogim reakcijama ucestvuju sekundarni biosintetski prekursori, mnoge strukture
nastaju uz premestanja osnovnih skeletnih tipova, a sa stanoviSta molekularne genetike podaci koji bi pomogli
razumevanju kontrole metabolizma na nivou celije, enzima koji ucestvuju u reakcijama, transkript sekvenci ili
segmenata DNA, jo§ uvek nisu dostupni. Kao nuznost se namece pokusSaj blize karakterizacije uslovljenosti
mehanizama regulacije ne bi li se ustanovila pravilnost u produkciji ovih ¢esto jako komplikovanih struktura.

U skorije vreme sve je veéi broj radova (Lonni et al. 2003) u kojima se vri analiza dobijenih i dostupnih
podataka na bazi Principal Component Analysis (PCA) i Agglomerative Hierarchical Clustering (AHC), a na osnovu
rezultata dobijenih primenom statistike razmatraju se evolutivni aspekti i srodnost bilinih vrsta. Dosadasnja
istraZivanja ovakvog tipa baziraju se na ispitivanju biljnih vrsta u okviru istog roda, viSe rodova u okviru iste familije, a
kao metabolicki fingerprint koris¢ene su najrazliCitije komponente biljaka: alkani (Maffei et al., 1997; Skorupa et al.,
1998), masne kiseline (Mongrand et al., 2005), komponente etarskih ulja (Radulovi¢ et al., 2007b; Jurgens and
Dotterl, 2004). Primenom statistickih metoda jasno se odvajaju grane (klade) na kojima leze isti, a u zavisnosti od
blizine grana i tumacenjem korelacionih odnosa mogli bi se povezati srodni metabolicki putevi. Primena metode na
odabranom uzorku bi mogla da d& ili da opovrgne pretpostavku o stepenu povezanosti metaboli¢kin procesa
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biosinteze terpenoida, ali i drugih klasa isparljivih jedinjenja (sadrzanih u etarskim uljima) izmedu biljaka u okviru
jednog roda, rodova u okviru familije, razliCitih familija u okviru biljnog carstva poredenjem npr. kvantitativnog i
kvalitativnog odnosa terpenoida u zavisnosti od: broja izoprenskih jedinica koje ih izgraduju, tipa strukture, stepena
oksigenacije i sl. Dobijeni rezultati bi ujedno pokazali smisao koriéenja statistiCkin analiza u svrhu kvalitativnog
predvidanja toka biosinteze terpenoida, a mogli bi da posluZze i kao smernica za dalja istraZivanja (narocito za
istraZivanja koja bi se bazirala na genetskom nivou).

Mogli bismo da dobijemo razliéita tumacenja u zavisnosti od nacina postavke problema (tj. u zavisnosti od

odabira varijabli):

1.

Da li biosinteza molekula terpenoidne strukture ima isti/srodan metaboli¢ki put na nivou odabranih familija
bilinog carstva, ili je to slu€aj za biljne vrste u okviru jedne familije.

Da li postoji pravilnost u produkciji skeletnih tipova, odnosno da i prisustvo (biosinteza) jednog metabolita
uslovljava biosintezu drugog metabolita terpenoidne strukture.

Da li je odnos monoterpenaidnih ifili seskviterpenoidnih komponenata u sumi konstantan i nepromenljiv ili
medusobno uslovijen.

Da li pojedini strukturni tipovi kvantitativno koreliraju.

Da li se pojedine komponente mogu postaviti (ili su sa pravom izabrane) za hemotaksonomske markere koji
opredeljuju pripadnost familijirodu ili drugadijoj taksonomskoj kategoriji.

UoCavanje veze izmedu komponenata koje nisu biosintetske, ve¢ su uslovljene interakcijom enzimskog
sistema ili nastaju kao artefakti inherentni analitickoj metodi i/ili metodi izolovanja.

U ciliu povezivanja biosintetskin puteva jedinjenja terpenoidne strukture radi pokuSaja generalizacije i

definisanja univerzalnih metabolickih prekursora kod biliaka na nivou razliéitih familija, kao prvog poku$aja
kvalitativnog modelovanja metabolizama, definisani su sledeci ciljevi ovog rada:

1.

Izolovanje i analiza sastava etarskih ulja biljaka. Odabrani taksoni Cine predstavnike najbogatijin familija
bilinog carstva u flori Srbije i Evrope:

Asteraceae

Doronicum austriacum Jacq. subsp. giganteum (Griseb.) Stoj. et. Stef.,

Achillea tanacetifolia All. non Mill. subsp. lanata (Spreng.) Velen.

Apiaceae

Berula erecta (Hudson) Coville subsp. erecta,

Lamiaceae

Stachys recta subsp. baldaccii (K. Maly) Hayek var. chrysophaea Panci¢

Cyperaceae

Cyperus glomeratus L.

Formiranje baze podataka (bazirane na literaturno dostupnim informacijama) koja ¢e sadrzati elemente
neophodne za statistiCku obradu.

Klasifikacija podataka u okviru baze (izvrSena je na osnovu komponenata koje su identifikovane u etarskom
ulju biliaka odabranih za predstavnice najbrojnijin familija jednako, bez obzira na stepen srodnosti) prema:
zastupljenosti glavnih komponenata, ucestalosti javljanja skeletnog tipa, stepena oksigenacije, broja
inkorporiranih izoprenskih jedinica. PronalaZenje optimalnog broja i identiteta opservacija u odnosu na
vrednosti varijabli.

Validacija prethodno okarakterisanin hemotaksonomskih markera. UoCavanje potencijanih biogenetskih
karakteristika.



Predvidena ispitivanja sprovedena su kori§¢enjem sledecih metoda:

Izolovanje etarskih ulja iz bilinog materijala: hidro-destilacija po metodi Clevenger-a.

Razdvajanje i analiza: gasna hromatografija (GC), kombinacija metoda gasna hromatografija - masena
spektrometrija (GC-MS).

StatistiCka obrada podataka: komparativna analiza komponenata etarskih ulja biljaka analizama za
statistiCku obradu podataka: Discriminant analysis (DA), Principal Component Analysis (PCA) i Agglomerative
Hierarchical Clustering (AHC).



2. Opsti deo



2.1. Filogenija i sistematika Magnoliophyta

Magnoliophyta ili razdeo cvetnica €ini najraznovrsnija grupa vidih biljaka (navodi se i do 300000 vrsta).
Podeljene su tradicionalno na dve klase: Magnoliopsida (dikotile) i Liliopsida (monokotile). Na osnovu Takhtajan-
ovog sistema klasifikacije® klasa Magnoliopsida podeliena je na 11 podklasa, 55 superredova, 175 redova i 458
familija. Klasa Liliopsida podeljen je na 6 podklasa, 16 superedova, 57 redova, 131 familiju.

1. Cyperaceae A. J. de Jussieu (razdeo Magnoliophyta, klasa Liliopsida, podklasa Commelinidae, nadred
Juncanae, red Cyperales, familija Cyperaceae) je familija biljaka cvetnica- monokotila koja broji 109 rodova u okviru
kojih je navedeno 5500 vrsta. Takhtajan (2009) predlaZe sistem klasifikacije od tri podfamilije:

1a. MAPANIOIDEAE. Scirpodendron, Diplasia, Hypolytrum, Mapania, Exocarya, Lepironia, Chrysitrix, etc.

1b. CYPEROIDEAE. Dulichium, Scirpus, Ficinia, Ascokpis, Eleocharis, Fimbristylis, Cyperus, Cladium,

Lepidosperma, Tricostularia, Machaerina, Mesomelaegna, Gymnoschoenus, Cyathochaeta, Tetraria,

Caustis, Evandra, Gahnia, Reedia, Arthrostylis, Schoenus, Oreobolus, Carpha, Rhynchospora, Scleria,

Lagenocarpus, Coleochloa, Trilepis, efc.

1c. CARICOIDEAE. Schoenoxiphium, Uncinia, Kobresia, Carex, Cymophyllus.

2. Apiaceae Lindley (Umbelliferae A. J. de Jussieu; razdeo Magnoliophyta, klasa Magnoliopsida, podklasa
Cornidae, nadred Aralianae, red Aralialales, familija Apiaceae) familija ima oko 455 rodova u okviru kojih se navodi
oko 3750 vrsta. Bilike ovog roda se koriste kao hrana, lek, otrov, neke su izrazito aromatine. U srednjem sloju
perikarpa- mezokarpu, nalaze se specijalizovane sekretorne strukture- kanali u kojima se vrSi akumulacija i
produkcija etarskog ulja (vittae). Vecina biljaka ove familije ima unutradnje rezervoare sa etarskim uljima, kumarinima
i furanokumarinima. Podela familije Apiaceae na dve podfamilije i tribuse preuzeta je iz Takhtajan-ovog sistema
klasifikacije (2009).

2a. SANICULOIDEAE. SANICULEAE: Sanicula, Hacquetia, Astrantia, Actinolema, Alepidea, Eryngium;
LAGOECIEAE: Lagoecia, Petagnaea.

2b. APIOIDEAE. ECHINOPHOREAE: Echinophora, Anisosciadium, Dicyclophora, Pycnocycla, Thecocarpus,
Ergocarpon; SCANDICEAE: Physocaulis, Chaerophyllum, Grammosciadium, Anthriscus, Scandix, Krasnovia, efc.;
CAUCALIDEAE: Astrodaucus, Caucalis, Daucus, Exoacantha, Lisaea, Orlaya, Torilis, Turgenia, Geocarium, efc.;
CORIANDREAE: Schrenkia, Coriandrum,, Bifora, Kosopoljanskxa, Fuernrohria, etc.; SMYRNIEAE: Scaligeria, Smyrnium,
Oreomyrrhis, Smyrniopsis, Physospermum, Conium, Tauschia, Arracacia, Pleurospermum, Lecokia, Trachydium,
Eleutherospermum, Cahris, Prangos; HOHENACKERTEAE: Hohenackeria; PYRAMIDOPTEREAE: Pyramidoptera,
Cnidium; APIEAE: Bupleurum, Trinia, Szovitsia, Aphanopleura, Froriepia, Apium, Petroselinum, Cicuta,
Trachyspermum, ?Kadenia, Cryptotaenia, Ammi, Falcaria, Carum, Bunium, Chamaesdadium, Conopodium,
Pimpinella, Aegopodium, Sium, Crithmum, Seseli, Oenanthe, Aethusa, Athamanta, Foeniculum, Ligusticum,
Libanotis, Berula, Cuminum, etc.; ANGELICEAE: Angelica, Agasyllis, Chymsydia, efc.; PEUCEDANEAE: Myrrhidendron,
Diplotaenia, Johrenia, Cymbocarpum, Ferula, Ferulago, Dorema, Opopanax, Peucedanum, Anethum, efc.,
TORDYLIEAE: Pastinaca, Heracleum, Tordylium, Malabaila, Stenotaenia, Zosima, etc.; LASERPITIEAE: Laserpitium,
Polylophium, Thapsia, Elacoselinum, Laser, etc.

3. Asteraceae Martinov (Compositeae Giseke; razdeo Magnoliophyta, klasa Magnoliopsida, podklasa
Asteridae, nadred Asteranae, red Asterales, familija Asteraceae) je najve¢a familija vaskularnih biljaka koja broji
preko 1620 rodova, i viSe od 23600 vrsta. Kod predstavnika ove familije prisutne su spoljadnje sekretorne strukture-

3 Savremen sistem koji se oslanja prvenstveno na filogenetske odnose, ali koristi i znanja ostalih naucnih disciplina: morfologije, anatomije,
embriologije, fitohemije. Kao i ostali filogenetski sistemi klasifikacije pretpostavljene veze izmedu razlicitih podklasa i nadredova su indikovane
na dijagramimu- filogramu. Veli¢ina svakog predstavljenog “mehura” odgovara relativnoj veli€ini svake grupe, a nacin na koji se iz “mehurova’
odvajaju grane filogenetsku vezu, dok visina prikaza mehura predstavija stupanj odredene taksonomske kategorije u evoluciji- stepen
apomorfnosti



Zlezdane dlake. Klasifikaciju familije prvi je predloZio Cassini (1819a,b) grupiSuéi rodove u devetnaest tribusa.
Bentham (1873) je revidirao Cassini-jevu klasifikaciju smanjivsi broj tribusa na trinaest. Njegov koncept je joS uvek u
upotrebi. Podelu familije na dve podfamilije Cichorioideae i Asteroideae (viSe od 70% vrsta falilije Asteraceae je
svrstano u ovu podfamiliju) izvr8io je Clarquist (1976), oslanjaju¢i se na morfoloske parametre. Podela familije
preuzeta je iz najnovije taksonomske studije (Takhtajan, 2009):

3a. CICHORIOIDEAE (Lactucoideae). BARNADESIEAE: Dasyphyilum, Barnadesia, Chuquiraga, etc.;
MUTISIEAE: Wunderlichia, Ainsilaea,Gochnatia, Dicoma, Stenopadus, Stifftia, Gerbera, Mutisia, Jungia, Nassauvia,
Trixis, etc.; ECHINOPEAE: Echinops, Acantholepis; CARLINEAE: Afractylodes, Amphoricarpos, Cardopatiutm,
Thevenotia, Xeranthemum, Chardinia, Staehelina, Carlina, Atractylis, etc.; CARDUEAE-CARDUINAE: Arctium, Cousinia,
Onopordum, Saussurea, Jurinea, Carduus, Cirsium, Silybum, Cynara, Ptilostemon, Lamyropsis, Alfredia, Olgaea,
Galactites, Picnomon, etc.; CARDUEAE -CENTAUREINEAE: Serrafula, Rhaponticum, Leuzea, Tricholepis, Acroptilon,
Callicephalus, Centaurea, Centaurodendron, Chartolepis, Stizohphus, Zoegea, Cnicus, Carthamus, Carduncellus,
Amberboa, Oligochaeta, Volutaria, Crupina, etc.; VERNONIEAE: Vernonia, Piptocarpha, Stokesia, Lychnophora,
Elephantopus, etc.; LIABEAE: Munnozia, Chrysactinium, Liabum, Oligactis, etc.; ARTOCTOTEAE: Arctotis, Berkheya,
Gorteria, Gazania, Cullumia, Hirpicium, etc.; EREMOTHAMNEAE: Eremothamnus, Hoplophyllum; GUNDELIEAE:
Gundelia; CICHORIEAE (LAcTuceAg): Scolymus, Cichorium, Tolpis, Arnoseris, Andryala, Hieracium, Catananche,
Krigia, Malacothrix, Stephanomeria, Hyoseris, Hypochaeris, Leontodon, Picris, Urospermum, Hedypnois,
Rhagadiolus, Scorzonera, Epilasia, Tragopogon, Koelpinia, Dubyaea, Soroseris, Prenanthes, Lactuca,
Steptorhamphus, Scariola, Cephalorrhynchus, Mycelis, Cicerbita, Lapsana, Crepis, Ixeris, Youngia, Taraxacumy,
Chondrillay, Heteracia, Launaea, Reichardia, Sonchus, etc.

3b. ASTEROIDEAE. INULEAE: Inula, Pulicaria, Blumea, Nanothamnus, Jasonia, Pegolettia, Anisopappus,
Nauplius, Telekia, Buphthalmum, Carpesium, Amblyocarpum, etc.; PLUCHEAE: Pluchea, Laggera, Nicolasia,
Pterocaulon, Epaltes, Blumeopsis, Adelostigma, Karelinia, Streptoglossa, Stenachaenium, Cylindrocline, etc.;
GNAPHALIEAE: Phagnalon, Athrixia, Filago, Micropus, Evax, Bombycilaena, Cymbolaena, Lucilia, Metalasia, Relhania,
Loricaria, Cassinia, Helichrysum, Ifloga, Lasiopogon, Gnaphalium, Antennaria, Leontopodium, Angianthus, etc.;
ASTEREAE: Grangea, Chrysopsis, Engleria, Grindelia, Gutierrezia, Solidago, Haplopappus Chrysothamnus Pteronia,
Dichrocephala, Bellis, Myriactis, Calotis, Callistephus, Aster, Erigeron, Lachnophyllum, Psychrogeton,
Melanodendron, Commidendrum, Diplostephium, Oleariay Feliciay Microglossa, Conyza, Nolletia, Chrysocoma,
Baccharist etc.; ANTHEMOIDEAE: Santolina, Anthemis, Achillea, Chamaemelum, Matricaria, Chamomilla, Cladanthus,
Anacyclus, Chrysanthemum, Tanacetum, Microcephala, Tridactylina, Cancrinia, Lepidolopha, Leucanthemum,
Pentzia, Cotula, Soliva, Artemisia, Lasiospermum, Eriocephalus, Argyranthemum, Otanthus, etc.; URSINIEAE: Ursinia;
SENECIONEAE: Ligularia, Farfugium, Doronicum, Tussilago, Petasites, Adenostyles, Cacalia, Dendrocacalia,
Paragynoxys, Tetradymia, Robinsonia, Brachyglottis, Werneria, Gynoxys, Cineraria, Gynura, Crassocephalum,
Senecio, Emilia, Othonna, Lopholaena, Kleinia, Euryops, Erechtites, etc.; CALENDULEAE: Dimorphotheca,
Osteospermum, Oligocarpus, Tripteris, Calendula, Gibbaria, Chrysanthemoides, Garuleum, efc.; HELENIEAE:
Blepharispermum, Arnica, Bahia, Flaveria, Hymenopappus, Gaillardia, Helenium, Hymenoxys, efc.; TAGETEAE:
Dyssodia, Tagetes, Pectis, Porophyllum, etc.; COREOPSIDEAE: Bidens, Chrysanthellum, Coreopsis, Cosmos, Dahlia,
Fitchia, etc.; HELIANTHEAE: Echinacea, Rudbeckia, Zinnia, Verbesina, Wedelia, Helianthus, Simsia, Galinsoga,
Tridax, Melampodium, Sigesbeckia, Silphium, Ambrosia, Iva, Parthenium, Xanthium etc.; EUPATORIEAE:
Adenostemma, Eupatorium, Trichogonia, Campuloclinium, Ayapana, Critonia, Koanophyllon, Chromolaena,
Bartlettina, Neomirandea, Symphyopappus, Ageratum, Stevia, Brickellia, Helogyne, Liatris, Fleischmannia, Micania,
Ageratina, etc.

4. Lamiaceae Martinov (Labiatae A. J. de Jussieu; razdeo Magnoliophyta, klasa Magnoliopsida, podklasa
Lamiidae, nadred Lamianae, red Lamiales, familija Lamiaceae) je jedna od najvecih familija dikotila. Broji viSe od 240
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rodova koji obuhvataju preko 6900 vrsta. Mnoge biljine vrste familije Lamiaceae su aromatiCne i sadrze
specijalizovane sekretorne strukture (zlezde odgovorne za produkciju etarskog ulja), koje su lokalizovane uglavnom
na povrdini bilike,. Na osnovu morfologije polenovih zrnaca Erdtman (1945) je predloZio podelu familije na dve
podfamilije: Nepetoideae (polenova zrnca dvocelijska sa 3-4 pore) i Lamioideae (polenova zrnca trocelijska sa 6
pora, rede 8, 10, ili 12 pora). Cantino (1990) je, zaklju¢ivsi da je podfmilija Nepetoideae monofiletska, u nastavku
istrazivanja koje se baziralo na utvrdivanju filetskog statusa Lamioideae (prou¢avani su fitohemijski i mikromorfoloki
karakteri: stome, glandularni i ne-glandularni trihomi) predlozio “prirodniji” sistem klasifikacije familije Lamiaceae
podelivsi je na osam podfamilija (Cantino 1992a, b; Cantino et al., 1992): Symphorematoideae Briq., Viticoideae
Briqu., Ajugoideae Kostel., Prostantheroideae Luerss., Scutellarioideae (Dumort.) Caruel, Lamioideae Harley,
Nepetoideae (Dumort.) Luerss., i Chloanthoideae. Takhtajan (2009) daje najnoviji priznat sistem klasifikacije biljaka
cvetnica. Familiju Lamiaceae deli na sedam podfamilija, praveci razliku i na osnovu hemijskih karaktera.

A. Vrste obi¢no siroma3ne etarskim uljem. Rozmarinska kiselina nije prisutna. Iridoidni glu(i)kozidi prisutni.

Sastav masnih kiselina iz ulja semena biljke umereno nezasicen.

4a. CARYOPTERIDOIDEAE: Caryopteris, Trichostema, Clerodendrum (sa Kalaharia), Cyclonema,

Faradaya, Glossocarya, Hosea, Huxleya, Rubiteucris, Karomia, Oxera, Peronema, Petraeovitex,

Schnabelia, Tetraclea.

4h. AJUGOIDEAE. (i TEUCRIOIDEAE). AJUGEAE: Garrettia, Ajuga, Acrymia, Cymaria, Holocheila;
MONOCHILEAE: Aegiphila, Amasonia, Monochilus, Amethystea. TEUCRIEAE: Teucrium, Teucridium, Spartothamnella,
Oncinocalyx.

4c. CHLOANTHOIDEAE. CHLOANTHEAE: Newcastelia, Physopsis, Lachnostachys, Dicrastylis, Mallophora,
Chloanthes, Pityrodia, Hemiphora, Cyanostegia; PROSTANTHEREAE: Hemiandra, Hemigenia, Microcorys, Westringia,
Prostanthera (sa Eichlerago), Cryphia, Wrixonia; NESOGENEAE: Nesogenes.

4d. WENCHENGIOIDEAE: Wenchengia.

4e. SCUTELLARIOIDEAE: Scutellaria (sa Perilomia), Salazaria, Harlanlewisia, Renschia, Tinnea,
Holmskioldia.

4f. LAMIOIDEAE. Prasieae: Gomphostemma, Stenogyne, Phyllostegia, Prasium, etc.; POGOSTEMONEAE:
Pogostemon, Dysophylla, Eusteralis, Colebrookea, Comanthosphace, Leucosceptrum, Rostrinucula, Anisomeles;
MARRUBIEAE: Marrubium, Lagopsis, Sideritis, etc.; LAMIEAE: Physostegia, Melittis, Eremostachys, Phlomis,
Stachyopsis, Galeopsis, Lamium, Leonurus, Panzerina, Lagochilus, Moluccella, Otostegia, Ballota, Metastachydium,
Stachys, Phlomidoschema, Chamaesphacos, Leonotis, Leucas, Alajia, Wiedmannia, Galeobdolon, etc.

B. Vrste bogate po sadrzaju etarskog ulja (terpena). Rozmarinska kiselina prisutna. Iridoidi odsutni. Ulje iz

semena biljaka odlikuje se prisustvom jako nezasi¢enih masnih kiselina.

4g. NEPETOIDEAE. ELSHOLTZIEAE: Elsholtzia, Perilla, Perillula, Collinsonia sa Micheliella, Keiskea,
Mosla;SATUREIEAE: Mentha sa Preslia, Lycopus, Hyssopus, Pycnanthemum, Origanum sa Majorana, Amaracus,
Bystropogon, Minthostachys, Thymus, Zataria, Monardella, Cyclotrichium, Obtegomeria, Thymbra sa Coridothymus,
Cunila, Piloblephis, Ziziphora, Melissa, Heterolamium, Conradina, Micromeria, Gontscharovia, Cuminia, Satureja,
Ceratominthe, Saccocalyx, Kurzamra, Dicerandra, Clinopodium, Calamintha, Acinos, Antonina, Hedeoma,
Poliomintha, Hesperozygis, Rhododon, Stachydeoma, Pogogyne, Eriothymus, Pentapleura, etc.; PRUNELLEAE:
Prunella, Cleonia, etc.; MERIANDREAE: Zhumeria, Meriandra, Dorystoechas, Perovskia, etc.; LEPECHINIEAE: Sphacele,
Lepechinia; HORMINEAE: Horminum; NEPETEAE: Dracocephalum, Lophanthus, Hymenocrater, Agastache,
Brittonastrum, Meehania, Glechoma, Schizonepeta, Cedronella, Nepeta, Drepanocaryum, Lallemantia, Monarda,
Marmoritis, Blephilia, Chaunostoma, Neoeplingia, Rhabdocaulon, Hoehnea; GLECHONEAE: Glechon, Acanthomintha;
SALVIEAE: Salvia; ROSMARINEAE: Rosmarinus, CATOFERIEAE: Catoferia; OCIMEAE: Eriope, Hypenia, Hyptis,
Hyptidendron, Marsypianthes, Peltodon, Rhaphiodon, Asterohyptis, Bovonia, Alvesia, Pycnostachys, Anisochilus,



Leocus, Plectranthus, Rabdosiella, Neohyptis, Solenostemon, Coleus, Englerastrum, Ascocaridion, Neomuellera,
Symphostemon, Perrierastrum, Holostylon, Capitanya, Thorncroftia, Tetradenia, Isodon, Skapanthus, Siphocranion,
Hanceola, Isodictyophorus, Hoslundia, Syncolostemon, Platostoma, Ceratanthus, Octomeron, Basilicum, Benguellia,
Endostemon, Hemizygia, Ocimum, Orthosiphon, Fuerstia, Geniosporum, Haumaniastrum, Dauphinea, Capitanopsis,
Madlabium; LAVANDULEAE: Lavandula.

2.2. Povezanost primarnog i sekudarnog metabolizma. Isparljivi metaboliti detektovani u visim biljkama

U Zivom organizmu (in vivo) hemijska jedinjenja se sintetiSu i razgraduju serijom enzimski katalizovanih
hemijskih reakcija. Ovi procesi su sastavni deo metabolizma Zive ¢elije. U okviru metabolickih procesa svi procesi
koji ukljuuju (bio)sintezu Cine anabolizam, a procesi razgradnje katabolizam. Svi Zivi organizmi poseduju srodne
metabolicke puteve preko kojih sintetiSu i koriste hemijske vrste koje su neophodne za opstanak i pravilno
funkcionisanje Zive Celije. Jedinjenja poput $eéera, aminokiselina, uobi¢ajenih masnih kiselina, nukleotida, ali i
polimera izvedenih iz pomenutih molekula (polisaharida, proteina, lipida, RNK, DNK, i dr.) deo su primarnog
(esencijalinog) metabolizma i predstavljaju primarne metabolite.

Vecina organizama koristi i druge metaboli¢ke puteve, preko kojih (bio)sintetide jedinjenja koja nemaju na
prvi pogled oCiglednu funkciju u éeliji/organizmu. Ovakvi procesi (i jedinjenja koja su proistekla iz njih biosintezom)
Cine sekundarni metabolizm, i svakako su deo genetske osnove Zive Celije, a primeceno je da se njihova ekspresija
vrSi u posebnim stanjima rasta i razvica, ili tokom perioda stresa koji prozivijava jedinka usled nedostatka nutrijenata
ili invazile mikroba. Cinjenica je da je tedko postaviti jasnu granicu izmedu onoga $ta treba da predstavlja primarni, a
Sta sekundarni metabolizam, i to upravo iz razloga Sto pojedina jedinjenja ne moZemo uklopiti u kontekst koji pravi
strukturnu i funkcionalnu zavisnost izmedu biosintetisanih molekula. Neuobi€ajene amino kiseline su sekundarni
metaboliti, dok se steroli (steroidni alkoholi) na osnovu esencijalne funkcionalne uloge koju ostvaruju u éelijskim
membrana mogu smatrati primarnim metabolitima. U skladu sa pomenutom konstatacijom o povezanosti i
nemoguénosti jasne diferencijacije primarnog i sekundarnog metabolizma mozemo navesti i to da primarni
metabolizam obezbeduje veliki broj malih molekula koji u sekundarnim metabolickim putevima predstavljaju molekule
startere.

Tema ove disertacije ograni¢ena je na isparlive prirodne proizvode (sekundarne metabolite) koji su
izolovani iz bilinog materijala metodom hidrodestilacije i koji su kvalitativno i kvantitativno analizirani standardnim
tehnikama (GC i GC-MS). Biljke emituju isparlive komponente- hemijske signale preko kojih interaguju sa
okruzenjem privlaeci insekte opraSivace i zivotinje raznosace semena i plodova obezbedujuci na taj nacin pozitivan
ishod reproduktivnog ciklusa. Mirisne komponente biljaka cvetnica uglavnom su smeSe kompleksnog sastava i mogu
brojati i na stotine jedinjenja. U isparljivim sme$ama biljnog porekla se mogu identifikovati predstavnici velikog broja
klasa organskih jedinjenja: ugljovodonici (alkani, alkeni, alkini), aldehidi, ketoni, alkoholi, aromatiéna jedinjenja,
acikliéna, monocikloéna i policiklicna jedinjenja, jedinjenja koja pored kiseonika sadrze i druge hetero atome (azot,
sumpor), polifunkcionalna jedinjen;ja, itd. Za sintezu isparljivih metabolita detektovanih pri GC i GC-MS analizi biljnih
vrsta odgovorana su dva osnovna molekula startera sekundarnog metabolizma:

1. Sikiminska kiselina, prekursor aromatiénih amino kiselina, cimetne kiseline, polifenola, mnogih

aromaticnih jedinjenjai

2. Acetat (acetil-Co A) prekursor polifenola, izoprenoida, masnih kiseline i jedinjenja izvedenih iz

metabolizma masnih kiselina.
Na Semi 3 su predstavljeni metaboligki putevi kojima se biosintetidu isparljivi sekundarni metaboliti (a u tekstu koji
sledi bice ukratko reCi o klasama jedinjenja i strukturnim tipovima koje proizilaze iz navedenih metaboli¢kih puteva, a
koji su predstavljali unose neophodne da bi se formirala baza podataka za statistiCku analizu).
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2.2.1. Isparljivi sekundarni metaboliti izvedeni iz acetata*: masne kiseline i jedinjenja izvedena iz metabolizma
masnih kiselina (derivati masnih kiselina i oksilipini)

2.2.1.1. Masne kiseline, estri i laktoni

Masne kiseline se uglavnom javljaju u vezanom obliku: kao estri glicerola (predstavljaju energetske rezerve
za Zivi organizam), kao fosfolipidi (esterifikovani alkoholima: holinom, etanolaminom, serinom ili mioinozitolom) i
glikolipidi, ili mogu biti transformisane u intermedijerne metabolite u procesima a- ifili B-oksidacije (oksidativne
degradacije), odnosno oksidacije i redukcije. Mnogi od intermedijarnin metabolita nastalih na ovakav nacin
transformidu se dalje u estre, kiseline kraceg niza (ili izmenjene strukture), alkohole, aldehide, alkane, alkene,
acetilene i dr. Nastali derivati masnih kiselina relativno su isparljivi i javljaju se ¢esto kao konstituenti etarskog ulja i
ekstrakata biljaka (izolovani i/ili detektovani u cvetovima, plodovima, stabljikama, listovima, korenju biljaka).

Fosfolipidi i glikolipidi su vazni konstitutivni elementi Celijskih membrana i nisu naroito hemijski varijabilni
(Shorland, 1963). Sa hemotaksonomskog aspekta su daleko znacajniji triacilgliceroli (Aitzetmuller, 1996, Marin et al.
1989a, 1989b). Strukturne varijacije triacilglicerola poti¢u od razli¢itih kombinacija masnih kiselina koje ulaze u njihov
sastav. Za razliku od masnih kiselina izolovanih iz semena biljaka koje se odlikuju raznovrsno$¢u sastava, masne
kiseline izolovane iz tkiva lista zavise od broja i prisustva hloroplasta (primarnog mesta biosinteze) i iznenadujuée su
konstantnog sastava. Masne kiseline neuobiCajene strukture Ceste su medu jedinjenjima izolovanim iz semena
(plodova), dok se znatno rede javljaju u lisnom tkivu biljaka. GC i GC-MS analizama je u mnogim biljnim ekstraktima i
etarskim uljima potvrdeno prisustvo masnih kiselina (npr. dodekanska (laurinska), tetradekanska (miristinska),
heksadekanska (palmitinska), oktadekanska (stearinska), (Z)-9-oktadecenska (oleinska), (Z,2)-9,12-oktadekadienska
(linolna)) i odgovarajucih estara.

U prirodi su zastupliene zasitene i nezasitene masne kiseline, sa parnim i neparnim brojem C atoma.
Masne kiseline koje se javljaju u prirodi mogu sadrzati od 4 do 30 (i viSe) atoma ugljenika. Iz visih biljaka izolovano je
oko dvadesetak ¢estih masnih kiselina. Uzimajuéi u obzir da uéestvuju u fizioloSki vaznim zivotnim procesima (proces
respiracije), predstavljaju izvor energije skladistene u specijalizovanim depoima (vakuolama) i njihovo Siroko
rasprostranjenje medu biljinim i Zivotinjskim svetom, mnoge masne kiseline se mogu smatrati primarnim metabolitima.
Najrasprostranjenije medu mikrobima, biljkama i Zivotinjskim organizmima su Ci i Cis kiseline. U prilog
rasprostranjenju je utvrdena Cinjenica da najoptimalnije uslove za fizioloSku funkciju dvoslojnih éelijskih membrana
obezbeduju upravo Css i C1g masne kiseline (Ohlrogge et al., 1993). Masne kiseline koje retko ulaze u sastav lipida
viSih biljaka imaju ili neparan broj C atoma (nastaju inkorporiranjem jedinica startera drugacijih od acetata, odnosno
gubitkom jednog C atoma sa masne kiseline parnog broja) ili sadrze racvu (u uzorcima bilinog porekla dominantne su
mono metil, dok se di- i polimetil radvaste masne kiseline zasi¢enog niza rede javljaju). Mono metil ra¢vaste masne
kiseline, u zavisnosti od mesta raCvanja (polozaja metil grupe) mogu biti izo- (rava na predposlednjem C atomu) i
anteizo- (rava na predpredposlednjem C atomu). Biosintetski govoreci, umesto acetil-koenzima A kao molekula
startera u biosintezi zasi¢enih masnih kiselina normalnog niza, biosintetski prajmer za sintezu izo- masnih kiselina (u
celosti imaju paran broj C atoma) je 2-metil-propanoil-koenzim A (poti¢e iz aminokiseline valina), dok je biosintetski
prajmer za sintezu anteizo- masnih kiselina (u celosti imaju neparan broj C atoma) je 3-metil-butiril-koenzim A
(nastao iz leucina).

4 Veliki broj prirodnih proizvoda potice iz acetil-koenzima A (Cz gradivna jedinica), pa se za ovaj molekul moZe reci da predstavija osnovnu
gradivnu jedinicu sekundarnog metabolizma. lako prekursori u metabolizmu terpenoida (mevalonat i dezoksiksilulozofosfat) nastaju uz u¢esce
acetil-koenzima A, u biosintezi sekundamnih metabolita preko pomenutog koenzima mogu se uo€iti dva glavna metabolicka puta. Prvi, koji se
sastoji iz sukcesivne adicije C2 jedinica (acetil-koenzima A), i drugi gde se kondenzacijom Cs jedinica (u Cijem je nastanku acetil-koenzim A
imao vaznu ulogu prekursora) formiraju terpenoidi.
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Sema 4. Sinteza masnih kiselina i alkana u vi§im biljkama. Biosinteza n-masnih kiselina zapocinje u hloroplastima, sintezom molekula malonil-CoA
iz piruvata. Postepenom adicijom C: jedinica (malonil-CoA) na acetil-CoA u hloroplastima se biosintetiSu C16-C1s masne kiseline. U citosolu, elongacija masnih
kiselina ide preko istih C jedinica. Izo- i anteizo-alkani imaju n-alkanima slican biosintetski put, ali drugacije prekursore (molekuli starteri aminokiseline valin i
izoleucin). Ugljovodonici nastaju dekarboksilacijom iz masnih kiselina (direktno). Masne kiseline parnog (neparnog) niza daju alkane neparnog (parnog) niza.
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Biosinteza masnih kiselina (i alkana) je data na Semi 4 i nece biti dalje objasnjavana, a pregled jedinjenja
detektovanih u etarskim uljima ispitivanih biljaka, ali i biljaka odabranih za formiranje baze za statisticku obradu dat je
u Prilogu 1 (A, Bi C).

Hemotaksonomski znacaj: Najuspesnija primena analize profila masnih kiselina u taksonomiji ostvarena je
na nizim nivoima klasifikacije, npr. u rodovima Carya (Juglandaceae), Citrus ( Rutaceae), Cornus i Nyssa
(Cornaceae) (Stone et al., 1969; Nordby i Nagy, 1974; Hohn i Meinscheim, 1976). Lipidi su uspe3no kori§¢eni kao
marker u familiji Cruciferae (Appelquist,1976). Analizom sastava masnih kiselina u familjama Pittosporaceae,
Araliaceae, Apiaceae, Simaroubaceae i Rutaceae ustanovljeno da je petroseliniCna kiselina vaZan konstituent u
vrstama Araliaceae i Apiaceae, a taririéna u Simaroubaceae (Stuhifauth et al., 1985).

2.2.1.2. Alkani

Alkani su biosintetski srodni masnim kiselinama (Sema 4), i u najiednostavnijem slu¢aju nastaju od masnih
kiselina elongacijom lanca i (oksidativnom) dekarboksilacijom (Harborne, 1984). n-Alkani dugackog (Czs-Css) niza su
Siroko rasprostranjeni u bilinom svetu kao komponente epikutikularnih voskova. Glavne komponente epikutikularnih
voskova su Cy7-Ca1. Clanovi sa neparnim brojem C atoma, Css i Co7 alkani dominiraju u biljnom svetu. Osim alkana
normalnog niza (Czn ili Can+1) U etarskim uljima biljaka identifikovani su i ravasti alkani sa jednom ili vise metil grupa,
sa racvom na bilo kom polozaju u nizu. Metil grupa se po pravilu nalazi blize kraju (nomenklaturno pocetku) niza.
Pretpostavljeni prekursor izo- (2-metil) alkana neparnog niza je izo-butiril-Co A (Cs4 jedinica poti¢e od aminokiseline
valin), odakle se postepenom elongacijom za C; jedinicu (acetil-Co A) i dekarboksilacijom biosintetiSe odgovarajuéi
Can+1 alkan. Prekursor anteizo (3-metil) alkana parnog niza je a-metilbutiril-Co A (Cs jedinica poti¢e iz izoleucina)
odakle se postepenom elongacijom za C; jedinicu (acetil-Co A) i dekarboksilacijom biosintetiSe odgovarajuéi Can
alkan. Racvasti alkani mogu nastati i u procesu peroksidacije masnih kiselina (proizvodi raspada hidroperoksida
masnih kiselina; nije isklju¢eno da nastaju i kao proizvodi izolovanja iz biljinog materijala). Prilog 1 (D, E i F) sadrzi
ugliovodoniéne (zasi¢ene i nezasicene) strukture identifikovane u etarskim uljima.

Hemotaksonomski znaCaj: Sastav i sadrzaj alkana je koris¢éen kao pomoéno sredstvo u klasifikaciji vrsta
Citrus familije Rutaceae (Nordby i Nagy, 1977) i Arbutus vrsta familije Ericaceae (Sorensen et al., 1978). Postoji
veliki broj radova koji potvrduju hemotaksonomski znacaj alkana epikutikularnih lisnih voskova na nivou familija,
podfamilija i tribusa (Maffeei 1994, Maffei 1996a, 1996b, Maffei et al., 1997).

2.2.1.3. Alkoholi, aldehidi i ketoni (2C12)

Alifatiéni alkoholi dugackog niza, aldehidi i ketoni dugackog niza (=C1,) mogu se naéi u slobodnom obliku, i
zajedno sa alkanima i estrima viSih masnih kiselina deo su epikutikularnih voskova sa povrsine listova biljaka.
Primarni alkoholi dugackog niza nastaju redukcijom estara acil-Co A nastalog elongacijom niza (delovanjem acil-Co
A reduktaze), a nastali alkohol moze dalje biti esterifikovan (do estara visih masnih kiselina) delovanjem enzima acil-
Co A transacilaze. Dekarbonilacijom (za koju se pretpostavlja da u prvom stupnju uklju€uje redukciju estra acil-Co A
do aldehida) do alkana sa C atomom manje u odnosu na kiselinu prekursor, umetanjem hidroksilne grupe
delovanjem enzima hidroksilaze nastaju aldehidi i ketoni, a delovanjem multifunkcionalne oksidaze sekundarni
alkoholi. Sekundarni alkoholi mogu biti esterifikovani, a hidroksilna grupa oksidovana do ketona dugackog niza.
Prilog 1 (G, H i ) prikazuje u uljima identifikovane strukture.

2.2.1.4. Poliacetileni

Jedinjenja ove grupe predstavijaju sekundarne metabolite koje karakteriSe prisustvo jedne ili vise
acetilenskih grupa. Do sada je poznato (izolovano i identifikovano) preko 1000 jedinjenja poliacetilenskog tipa.
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Poliacetileni imaju relativno ograni¢enu distribuciju. Redovno se mogu naci kod predstavnika familija Araliaceae,
Apiaceae, Asteraceae, Pittosporaceae, Campanulaceae i Oleaceae. Biosintetski, nastaju uglavnom iz prekursora u
biosintezi masnih kiselina: od oleinske, odnosno krepeninske kiseline kao intermedijera. Modifikacijom krepeninske,
steariolske i/ili taririnske kiseline (dekarboksilacijom, dehidrogenacijom, oksidativnom degradacijom, nukleofinom
adicijom (atomi/atomske grupe koje sadrze N, S) na trostruku vezu) nastaju raznovrsne strukture. Treba naglasiti da
biosinteza sekundarnih bilinih metabolita ovog tipa nije vezana za operativnost samo jednog metabolitkog puta
(Minto i Blackclock, 2008). Biosinteza poliacetilena je prikazana na Semi 5 (Prilog 1J sadrzi strukture identifikovane u
razmatranim etarskim uljima).
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Sema 5. Pretpostavljeni biosintetski put acetilenskih masnih kiselina i pojedinih isparijivih metabolita identifikovanih u uljima vigih

biljaka izvedenih iz krepeninske kiseline. A-krepeninska kiselina, B-dehidrokrepeninska kiselina, D-a-linoleinska kiselina, E-vernoleinska kiselina, F-
ricinoleinska kiselina, G-R=CHs matrikarija estar; H-R=H dehidromatrikarija estar, I-falkarinol; J-alkamidi
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Hemotaksonomski znacaj: PrimeCeno je da poliacetileni predstavljaju jedinjenja od hemotaksonomskog
znacaja u okviru prethodno navedenih familija. Ukoliko se visi nivoi klasifikacije uzmu u obzir, smatra se da familije
Araliaceae, Apiaceae i Pittosporaceae Cine homogenu grupu (tzv. Araliales) sintetiSuci poliacetilena tipa falkarinona i
falkarinola (u vezi sa ekspresijom ovog biosintetskog puta je odsustvo petroseliniéne kiseline u  familiji
Pittosporaceae). Poliacetileni se uspedno mogu koristiti za diferencijaciju na nivou tribusa i podtribusa familije
Asteraceae (Christensen i Lam, 1990, 1991a, 1991b, 1992). Sto se nizih nivoa klasifikacije tide, za sada postoji samo
jedan literaturni navod, gde se u okviru kompleksa Artemisia dracunculus na osnovu sadrZaja i tipa poliacetilena
mogu diferencirati tri vrste: A. glauca, A. dracunculiformis i A. pamirica (Greger, 1979).

O bioloskoj funkciji ovih metabolita poznato je jako malo Einjenica. Neke od ovih supstanci deluju kao jaki
antibiotici, medutim visoka toksi¢nost iskljuuje moguénost njihove primene.

2.2.1.5. Alkamidi

Alkamidi su amidi masnih kiselina, obi¢no su nezasic¢eni (olefinski), a jo$ ¢eS¢e u okviru strukture egzistira
troguba veza (acetilenski). Do sada je izolovano i poznato preko 200 alkamida, i svi nastaju povezivanjem alkil amina
(najverovatnije izvedenih iz aminokiselina) i masnih kiselina kratkog do srednjeg niza (Minto i Blackclock, 2008).
DuZina niza acetilenskih masnih kiselina kre¢e se od Cs-C1o. Jedinjenja ovog tipa, u zavisnosti od veliCine sistema
koji nastaje ,kombinovanjem“ navedenih molekula mogu biti isparljiva i neisparljiva. Tako su u etarskom ulju
izolovanom iz korena bilike Achillea distans (Lazarevi¢ et al., 2010b) detektovana &etiri isparljiva jedinjenja ovog tipa
(Prilog 1K). Pretpostavljeni biosintetski put jedinjenja ove podklase prikazan je na Semi 5.

Hemotaksonomski znacaj: Obzirom na malu ucestalost javljanja ova jedinjenja su od hemotaksonomskog
znacaja. Na osnovu prisustva amida (acetilenskih i olefinskih) u blisku vezu se dovode biline vrste koje se nalaze u
okviru dva tribusa koja pripadaju familiji Asteraceae: tribus Anthemideae (Hegenauer, R., 1977; Greger et al., 1992) i
tribus Heliantheae (Hegenauer, R., 1977; Christensen i Lam et al.,1991). Greger (Greger, H., 1984) je ukazao na
sli¢nost alkamida koje sintetiSu Clanovi familija Piperaceae, Aristolochiaceae i Rutaceae. Naime, svi izolovani
alkamidi su olefinski i Gesto sadrze izobutilaminski ostatak. Ove familije, medutim, ne produkuju acetilenske amide,
koji su prisutni (zajedno sa olefinskim alkamidima) u familiji Asteraceae. Familije Piperaceae i Rutaceae su bogati
izvori amida se cinamoil i tiramidoil rezidualnim kiselinskim ostatkom. Osim hemotaksonomskog znacaja alkamidi
predstavljaju i farmakolo$ki aktivna jedinjenja (antiinflamatorno i imunomodulatorno delovanie).

2.2.1.6. Oksilipini

Oksilipini predstavljaju klasu oksigenovanih prirodnih proizvoda nastalu iz (polinezasiéenih) masnih kiselina
lipidnom peroksidacijom, enzimskim ili hemijskim putem. Hidroperoksidi masnih kiselina, hidroksi-, okso-, epoksi-, ili
keto masne kiseline, divinil-etri, aldehidi, bilini hormoni (12-okso fitodienska, jasmonska kiselina i njihovi derivati)
ubrajaju se u oksilipine biliaka cvetnica (Grechkin, 1998). U vecini slu€ajeva prvi korak u biosintezi oksilipina je
formiranje hidroperoksida masnih kiselina enzimskim (Liavonchanka i Feussner, 2006) ili hemijskim putem-
(auto)oksidacijom (Mosblech, 2009) polazeéi od linolne, a-linolenske ili ruganske kiseline. Nastala jedinjenja su
veoma reaktivna, i brzo se metaboliSu delovanjem enzimskih sistema (molekulski kiseonik se inkorporira u poloZaj Co
ili C3) ili delovanjem radikala nastalih u Celijama kao posledica oksidativnog stresa (otpo€injuéi niz oksidativnih
reakcija formiranjem reaktivnih hidroksida, odnosno hidroperoksida masnih kiselina: u sluaju linolne kiseline u
poloZaju C1o i C12, 0dnosno u Css i Css U slu€aju a-linolenske kiseline) u komponente od izuzetne bioloSke aktivnosti.
Naime, oksilipini igraju ulogu u odbrambenom mehanizmu biliaka na stres prouzrokovan bioti¢kim ili abioti¢kim
faktorima. Izgleda da ovi metaboliti osim odbrambene nemaju (ili nije poznato da ostvaruju) drugaciju funkciju.



Hemotaksonomski znacaj oksilipina je izliSno razmatrati, obzorom da nastaju u mehanizmima koje pokre¢u
stresogeni faktori. Na Semi 6 dat je prikaz biosinteze oksilipina.

Nizi aldehidi, alkoholi i njihovi estri (Cs i Co jedinjenja) nastali delovanjem hidroksiperoksid liaze na jednoj od
grana metaboli¢kog puta oksilipina nazivaju se “green leaf* metaboliti. Radi pojednostavljenja, s obzirom na veliki
broj jedinjenja koja potiCi iz metabolickog fluksa oksilipina (masnih kiselina) u okviru koje je dominantna podklasa
‘green leaf* metaboliti, jedinjenja tipa aldehidi, alkoholi, estri, 2-alkan(en/dien)oni koji broje do Cs1 svrstana su u
“green leaf* podklasu (GL), i tako obradivana u okviru ove disertacije (Prilog 1L). Sema 7 daje “green leaf” metabolite
izdvojene grane lipoksigenaznog (LOX) puta.

2.2.2. Isparljivi metaboliti izvedeni iz mevalonatnog i dezoksiksilulozo-fosfatnog biosintetskog puta:
terpenoidi

Terpeni, terpenoidi ili izoprenoidi, predstavljaju jednu od najveéih klasa prirodnih proizvoda. Do sada je iz
razli¢itih biljaka, mikroorganizama i Zivotinja izolovano vise od 30.000 terpenoida (Baser i Demirci, 2007). Veliki broj
do sada poznatih terpenoidnih struktura izolovanih iz biljaka uéestvuje u primarnom metabolizmu (biljni hormoni su
terpenoidne strukture, dok je molekul fitola inkorporiran u strukturu pigmenta koji u¢estvuje u procesu fotosinteze), i u
ekoloSkim interakcijama (predstavijaju prvu liniju hemijske odbrane protiv herbivora i patogena, atraktante za
opraSivace, aleopatske agense, itd.). Klasifikacija molekula terpenoidne strukture izvrSena je u zavisnosti od broja u
molekul ugradenih jedinica 2-metil-1,3-butadiena (izoprena), tako da razlikujemo hemi (Cs), mono (C1o), seskvi (C1s),
di (Cz), sester (Cys), tri (Cao), tetra (Cao) i politerpene ((Cs)n, n>8) (Sema 8). Meroterpeni sadrze terpenske jedinice
kao deo strukture u molekulu: hlorofil, plastohinoni, pojedini indloski alkaloidi, prenilovani proteini. U molekulu 2-metil-
1,3-butadiena, izopropil grupa predstavlja glavu, dok etil ostatak predstavlja rep. Mono, seskvi, di i sesterterpeni
odlikuju se naginom povezivanja glava-rep, dok tetraterpeni u centralnom delu molekula odstupaju od navedenog
nadina povezivanja, i udruzujuéi se na nacin rep-rep (Sema 8).

Biosintetski, svi terpenoidi nastaju kombinacijom dva univerzalna prekursora: izoprenil-difosfata i dimetilalil-
difosfata (Dewick, 2002). Sami prekursori vode poreklo iz jednog od dva biosintetska puta: mevalonatnog (prekursor
izopentenil-difosfat, IPP) i ne-mevalonatnog ili dezoksiksilulozil-fosfatnog puta (prekursor dimetilalil-difosfat, DMAPP,
nastao izomerizacijom molekula IPP-a ). Elongacijom molekula startera dejstvom preniltransferaza nastaju aciklicni
intermedijeri geranil-difosfat (GPP), farnezil-difosfat (FPP) i geranilgeranil-difosfat (GGPP). Ovi intermedijeri
predstavljaju kljune tacke izoprenoidnog metabolizma odakle delovanjem enzima- terpenskih sintaza® iz GPP-a kao
supstrata nastaju monoterpenoidi, iz FPP-a seskviterpenoidi, a iz GGPP-a nastaju diterpenoidi. U viSim bilikama i
kod vecine algi operativna su oba biosintetska puta izoprenoidnog metabolizma: mevalonatni, lokalizovan u
citoplazmi odgovoran je za sintezu vecine seskviterpena, dok se biosinteza monoterpena i diterpena odvija u
plastidima preko ne-mevalonatnog puta (Dewick, 2002; Sema 9). Terpenoidi se u prirodi mogu naéi i u slobodnom
obliku (u vidu ugljovodonika, alkohola, etara, aldehida, ketona, karboksilnih kiselina i estara), ili vezani u glikozide.
Hemiterpenoidi, monoterpenoidi, seskviterpenoidi i donekle diterpenoidi (isparljivi u odnosu na standardne uslove
izolovanja i analize), predstavljaju jednu od glavnih klasa isparljivih jedinjenja, Siroko rasprostranjenu u ekstraktima
(isparljivim smeSama kompleksnog sastava) visih biljaka dobijenih metodom hidrodestilacije.

Terpenoidi, kao veoma raSirena grupa sekundarnih metabolita kod visih biljaka, su dosta istrazivani sa
taksonomskog aspekta. Obilje literaturnih podataka ukazuje da je njihovo kori$éenje u sistematici, pre svega korisno
na nizim nivoima (najvie do nivoa roda). Njihov zna¢aj na suprageneri¢kim nivoima se smanjuje sa povecanjem
taksonomskog nivoa, Sto je oCekivano s obzirom na njihovu funkciju u biljci, njihovu biosintezu i strukturne

5 Terpenske sintaze Cesto se nazivaju ciklazama, jer su proizvodi reakcija koje ovi enzimi katalizuju uglavnom ciklicne strukture.
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Sema 7. Grana lipoksigenaznog puta (LOX) odgovoma za sintezu isparljivih jedinjenja tipa “green leaf” metabolita: AAT-alkohol aci-transferaza; ADH-alkohol dehidrogenaza; Al-alken izomeraza;
AOS-alen oksid sintaza; HPL-hidroperoksid liaza masnih kiselina (Cs i Cq isparijivi metaboliti); JMT-karboksimetil transferaza jasmonske kiseline.
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karakteristike. Jedan od interesantnih primera odredenog znacaja terpenoida na visim nivoima klasifikacije je u
slu€aju familije Lamiaceae. Prema starijim klasifikacijama Lamiaceae se dele na dve podfamilije: Lamioideae i
Nepetoideae. Nepetoideae su, uopsteno uzev bogate etarskim uljima- aromaticne®, za razliku od Lamioideae.
Postoje, naravno i izuzeci u okviru Nepetoideae, gde su vrste vrlo siroma$ne uljima, tj. nisu aromati¢éne. Medutim,
kod Lamioideae se javljaju iridoidni glukozidi koji su, po pravilu, odsutni kod predstavnika Nepetoideae. Postoji jo$
nekoliko hemijskih parametara koji diferenciraju ove dve velike grupe unutar familije Lamiaceae. Bez obzira $to se
neke familije drasti¢no razlikuju u sastavu etarskog ulja njihovih predstavnika, teSko je naci évrste parametre koji bi
nam omogucili razgranienje familija koje se uporeduju. Naime, lako se uoCavaju razlike u sastavu etarskog ulja
izmedu filogenetski i taksonomski udaljenih familija. Medutim, te familije se razlikuju i na osnovu morfoloskih i drugih
parametara, pa se nista novo ne dobija ukoliko se konstatuju razlike u sastavu etarskog ulja.

Cs glaQ\/ rep

2-metilbutan

rep

glava
2,6-dimetiloktan

Cis )\/\/l\/\/l\/

Seskvi 2,6,10-trimetildodekan (farnezan)

Cx )\/\/k/\/k/\/k/

2,6,10,14-tetrametilheksadekan (fitan)

Cys )\/\/l\/\/l\/\/l\/\/l\/

Sester 2,6,10,14,18-pentametileikozan

rep

rep

2,6,10,15,19,23-heksametiltetrakozan

Ca )\/\)\/\)\/\)\/\/\r\/\r\/Y\/\r

Tetra

Sema 8. Klasifikacija terpenoidnih molekula izvréena je na osnovu broja vezanih Cs jedinica

2.2.2.1. Hemiterpenoidi

Svega pedesetak hemiterpenoida (hemiterpena) se javlja u prirodnim izvorima, i uglavnom su isparljivi
sastojci koje emituju pre svega drvenaste bilike. Za razliku od 3-metil-2-buten-1-ola (izoprena) koji se ne javlja u
prorodi, 3-metil-2-buten-1-ol (prenol) i 3-metil-2-butenal (prenal), ali i drugi kiseoniéni derivati izoprena su Cesti
pratioci etarskih ulja. Uglavnom se javljaju u vidu estara, ¢ineCi kiselinski deo komponente. U biljkama se mogu naéi
bilo slobodni, bilo u vidu estara tiglicne, angeli¢ne, 3-metil-2-butenske, 3-metilbutanske (izovalerijanske) kiseline
(Baser i Demirci, 2007, Buckingham, 1994; Prilog 2A). U pojedinoj literaturi ova jedinjenja se jo navode i kao derivati
aminokiselina (Osbourn i Lanzotti, 2009).

6 Biljne vrste bi se, prema sadrzaju etarskog ulja, mogle grubo podeliti u dve grupe: tzv. “aromatiéne’, sa prinosom ulja > 0,1% (w/w) i “ne-
aromati¢ne”, sa prinosom ulja < 0,1%.
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Sema 9. Put biosinteze terpenoida u vigim biljkama. A- mevalonatni put biosinteze ogranicen na citosol: HMG-Co A-hidroksimetilglutaril koenzim A;
IPP-izopentenil-difosfat; DMAPP-dimetilalil-difosfat; FPP-farnezil-difosfat, B- dezoksiksilulozo-pirofosfatni (ne-mevalonski put) biosintetski put lokalizovan u
plastidima: GPP- geranil-difosfat; GGPP- geranilgeranil-difosfat.
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Hemotaksonomski znacaj: Usled velikog rasprostranjenja i usled Einjenice da predstavijaju strukturne
fragmente mnogih jedinjenja razliitog biosintetskog porekla (najceSce u vidu furanoidnog ili piranoidnog prstena)
nisu od znacaja u sistematici.

2.2.2.2. Monoterpenoidi

Monoterpenoidi (C1) se sastoje iz dve izoprenske jedinice (Sema 8). Cesti su sastojci etarskih ulja detinara,
viSih biliaka i algi. lako se sastoje od svega deset C atoma, poznato je i izolovano vise od 1500 jedinjenja ove grupe.
Strukturna raznovrsnost nastaje kao posledica nacina povezivanja, intramolekulskih premestanja i sekundarnih
ciklizacija. Postoji vise sistema klasifikacije pomenute grupe terpenoidnih jedinjenja, u zavisnosti od toga da li se kao
kriterijum koristi grada molekula (najdetaljnija podela navodi postojanje 38 strukturnih tipova), funkcionalna grupa i sl.
Osnovni sistem Kklasifikacije monoterpenocide deli na acikli¢ne i ciklicne. Ciklini monoterpenoidi se mogu dalje
razvrstati prema veli€ini prstena na tri tipa: monociklicni, bicikliéni, tricikliéni. U okviru najopstije predlozene podele,
monoterpenoidne strukture mozemo dalje razmatrati i prema tipu skeleta (Buckingham, 1994). Na osnovu prirode
funkcionalne grupe moZemo ih podeliti na ugljovodoni¢ne, alkohole, aldehide, ketone, kiseline, estre itd. Prilog 2B
sadrzi pregled svih struktura monoterpenoidnih struktura detektovanih u uljima odabranih biljaka.

Hemotaksonomski znacaj: Jedan od prvih radova (Penfold i Morrison, 1927) koji su ispitivali sastav i sadrzaj
isparljivih monoterpenoida roda Eucalyptus (Myrtaceae) doprineo je saznanju da ove biline vrste imaju izrazenu
hemoatipifikaciju, i ukazao na neophodnost ispitativanja veéeg broja populacija (pre nego se podaci ovog tipa ukljuce
u taksonomska razmatranja) da bi se stvorila jasnija slika o hemijskoj homogenosti isparljivih metabolita.
Monoterpeni su se pokazali korisnim na nivou vrsta, rodova i tribusa i za utvrdivanje pojave hibridizacije kod biljaka
gimnospermi. Tako npr. razlikovanje izmedu Pinus subsp. i Picea subsp. moze biti zasnovano i na sadrzaju a-pinena
(Mirov, 1965), B-pinena (Mirov et al., 1966; von Rudolff i Nyland, 1979) i A3-karena (Zavarin i Snajberk, 1985). U
istrazivanjima roda Juniperus komparacijom hemijskih i morfoloskih podataka na infraspecijskom i infrageneri¢kom
nivou konstruisana je (hipoteticka) filogenija roda (Adams, 1977). Istrazivanja koja su uporedivala sastav i sadrza;
mono i seskviterpena kod vrsta roda Abies (Zavarin et al., 1978), pomogla su u uspostavljanju taksonomskih veza
koje nije bilo moguce sagledati samo na osnovu morfoloskih karaktera. Hibridizacija do koje dolazi izmedu vrsta
rodova Pinus (Zavarin, 1980; Bailey et al., 1982), Picea (von Rudolff i Holst, 1968) i Cupressus (Zavarin et al., 1971;
Lawrence et al., 1975) utvrdena je na osnovu sastava (i sadrzaja) monoterpenoida, dok su morfoloSki podaci bili od
manjeg znacaja. Varijabilnost u sadrzaju monoterpena dovedena u vezu sa geografskim poreklom vrsta (npr. Picea
sitchensis (Forrest, 1980a)) pokazala se kao znaCajna za utvrdivanje porekla populacija ameri¢ke vrste Pinus
contorta koja sada nastanjuje Veliku Britaniju (Forrest, 1980b; Forrest, 1981). U vrstama roda Picea primecena je
sezonska varijabilnost u sastavu etarskog ulia (Forrest, 1980c), a ova pojava postoji i na nivou razdela
Magnoliophyta (Svoboda et al., 1990). Za vrstu Juniperus scopulorum postoji znacajna razlka u sastavu
monoterpenoida identifikovanih u ulju izolovanom iz formiranog i mladog lista, ali ovo nije prime¢eno kod npr. J.
horizontalis (Adams et al., 1981). Starost bilike moze da igra veliku ulogu u varijabilnosti sastava ulja (von Rudolff et
al., 1985). Ispostavilo se da su monoterpenoidi znacajni na sliénim taksonomskim nivoima i u okviru razdela
Magnoliophyta (angiospermi). Ukoliko posmatramo nize taksonomske nivoe, npr. sekcije u okviru roda, pomenuéemo
biline vrste iz najvece i taksonomski najkompleksnije i najvarijabilnije sekcije Mentha u okviru roda Mentha, koje se
mogu u vecini sluajeva razlikovati na osnovu sastava etarskih ulja (Kokkini, 1992). Divlje rastuce biljke, sa uliem
bogatim piperitenonom/piperitonom, poznate su samo iz sekcije Pulegium. U ostalim sekcijama, navedeni terpenoidi
nadeni su kod biljaka selektovanih ukrstanjem. S druge strane, epoksidi nisu prisutni u sekciji Pulegium, a nalaze se
samo u sekciji Mentha. Hemotipovi koji se karakteriSu pulegonom, mentonom i izomentonom, nadeni su kod vrsta
koje pripadaju svim sekcijama. Mada se, po dosadasnjim rezultatima, etarska ulja Mentha vrsta Cesto preklapaju u
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kvalitativnom i kvantitativnom sastavu, analize komponenata etarskih ulia mogu biti posebno interesantne za
sistematiare na viSe taksonomskih nivoa. Mogu doprineti boljem razumevanju geografske infraspecijske
diferencijacije. Na primer, razlike u sastavu etarskog ulja severnoamerickih i evropskih populacija M. arvensis
potvrduju morfoloSke i citolodke podatke o postojanju dve odvojene geografske rase. Sastav etarskog ulja moZe da
pomogne i u definisanju vrste, na primer, u sluaju M. aquatica, ili ukazati na srodnost vrsta. Na primer, dva hemotipa
karvon/dihidrokarvon i piperitenon oksid/piperiton oksid, nalaze se jedino kod bliskih (srodnih) vrsta iz sekcije
Spicatae. Sastav etarskih ulja moZe biti od koristi (kao dopunski metod) u detekciji hibridizacije u prirodnim
populacijama. Tako je za hibride M. aquatica uvek karakteristicno prisustvo mentofurana Jedino hibridi nastali
hibridizacijom vrsta, od kojih je bar jedna iz sekcije Spicatae, mogu biti bogati karvonom/dihidrokarvonom i
piperitenon oksidom/piperiton oksidom. Poslednjih godina publikovan je veliki broj radova koji se bave analizom
etarskih ulja kao taksonomskih markera na nizim taksonomslim nivoima, posebno u poku$aju rasvetljavanja
srodnickin odnosa pojedinin kompleksnih taksona. U vrstama Myrica (Myricaceae), sastav ulja izolovanog iz lista
pomogao je da se razjasni nedoumica koja je postojala medu taksonomima (Halim i Collins, 1973). Isparljive
komponente u familiji Lamiaceae omogucile su razlikovanje izmedu vrsta Salvia (Emboden i Lewis, 1967) i Monarda
(Scora, 1967). Kod vrsta u okviru ove familije primeceno je da je pojava hemotipova uslovljena edafskim faktorima.
Tako npr. populacije roda Thymus (Vernet, 1976; Adzet et al., 1977) imaju izrazenu varijabilnost u pogledu sadrZaja
timola, karvakrola, linaloola, tujan-4-ola i o-terpineola. Sli¢no Thymus vrsti, Satureja douglasii (Lincoln i Langenheim,
1979) ima zastupliena dva hemotipa koji se razlikuju u polozaju oksigenacije sintetisanih monoterpena (polozaji 2- i
3-). Autori su ovu pojavu objasnili delovanjem (po biliku) stresogenih faktora- koli¢ina svetlosti, uticaj herbivora, ali se
u praksi ispostavilo da i drugi nepovoljni faktori (npr. vlaznost) utiéu na metabolizam biljke, konkretno na biosintezu
terpenoida $to za direktnu posledicu ima promenu u sadrZaju monoterpena (Gershenzon et al., 1978). Isparljive
komponente etarskih ulja familije Rutaceae (sabinen) kori§éene su da bi se utvrdilo poreklo Citrus paradisi (Scora i
Kunamoto, 1983). Sastav etarskog ulja, zajedno sa ostalim karakterima (morfoloskim, embrioloskim, sadrzajem
izoenzima) pomogao je da se ustanovi da je C. paradisi hibridna vrsta, a da status vrste, od 162 koje je opisao
Tanaka (Tanaka, 1977), zasluzuju svega Cetiri: C. grandis, C. halimii, C. medica i C. reticulata. Razlike u sadrzaju
ulja dobijenih iz klonova vrste Cynoches (Orchidaceae) su se pokazale od znadaja u tumacenju mikroevolucije i
mozda simpatiCke specijacije (Gregg, 1983).

2.2.2.2.1. Acikliéni monoterpenoidi

Regularni acikli¢ni monoterpenoidi nastaju povezivanjem (glava-rep) dve izoprenske jedinice, i smatraju se
derivatima 2,6-dimetiloktana (Buckingham, 1994). Sadrzani su u etarskim uljima mnogih biljaka i u ekskrudatima
insekata. Skelet regularne acikliéne monoterpenoidne strukture predstavlien je na Slici 1. Prilog 2B, 1 sadrzZi jedinjenja
pomenutog strukturnog tipa koja su identifikovana u etarskim uljima biljaka- isparlive komponente etarskih ulja
predstavljaju imput (varijable) na osnovu kojih je formirana baza za statisti¢ku obradu.

9 10

7 5 3 1
8 6 4 2

Slika 1. Skelet acikli¢ne regularne monoterpenoidne strukture
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Sema 10. Biogenericki prikaz monoterpenoidnih strukturnih tipova

Iregularni acikli€ni monoterpenoidi nastaju usled drugacijeg povezivanja dve izoprenske jedinice od modusa
glava-rep, na primer modus glava-glava. Takode, mogu nastati preuredenjem ili raskidanjem C-C veza unutar
struktura ciklicnih monoterpenoida nastalih regularnim povezivanjem izoprenskih jedinica (e.g. eukarvon).
Monoterpeni navedenog skeletnog tipa su Cesti konstituenti etarskih ulja bilinih vrsta familije Asteraceae. Skelet
iregularne aciklicne monoterpenoidne strukture predstavlien je na Slici 2, a pregled jedinjenja u Prilogu 2B;>..

b A Y

Slika 2. Skelet acikli¢ne iregularne monoterpenoidne strukture
2.2.2.2.2. Monocikliéni monoterpenoidi

Vecina ¢lanova ove grupe terpena u svom molekulu sadrZzi p-mentanski skelet, a njihova biosinteza iz
geranil-difosfata obuhvata unutradnju molekulsku ciklizaciju nastalog karbokatjona. U biogenezi mnogih regulamih
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monociklignih, ali i u biosintezi bicikliénih terpenoida a-terpinil katjion predstavija kljuéni intermedijer (Sema 10). U
biosintezi ovih jedinjenja, ciklizacija moZe da bude pratena i kontrakcijom prstena i nastajanjem monocikli¢nih
monoterpena koji u svom molekulu sadrZe ciklobutanov ili ciklopentanov prsten. U daljem tekstu dat je kratak opis
strukturnih tipova koji su identifikovani u uljima biljaka koje su uzete u obzir pri analizi.

2.2.2.2.2.1. Terpenoidi mentanskog tipa

Mentanski skeletni tip se javlja u vidu tri izomerne forme, pa se kao isparljive komponente dobijene u
postupcima ekstrakcije iz biljaka mogu sresti 0-, m- i p-mentani. Najrasprostranjeniji i najzastupljeniji su p-mentani
koji nastaju ciklizacijom regularnih acikliénih monoterpenoida. Na Slici 3 predstavijen je skelet strukture p-
mentanskog tipa. Mnogo su rede strukture sa o- i m-mentanskim skeletom, a za njih se pretpostavlja da nastaju
migracijom alkil grupe iz p-mentana. Prilog 2By 1. sadrZi strukture p-mentanskog skeleta identifikovane u etarskim
uljima.

8
10 9

Slika 3. Skelet p-mentanskog strukturnog tipa
2.2.2.2.2.2. Iridoidi

Iridoidi Cine posebnu grupu monoterpenoida (monoterpenski laktoni). lako su pocetni koraci u biosintezi
iridoida isti kao i kod regularnih cikli¢hih monoterpena, ciklizacija zajednikog aciklichog prekursora, geraniola (Prilog
2B), se u ovom slu¢aju odvija na potpuno drugaciji nagin (Dewick, 2001). Monoterpeni iridanskog skeleta (Slika 4) se
u prirodi naj¢e$¢e nalaze vezani u vidu glikozida, u neisparljivom obliku (odstranjivanjem Se¢erne komponente nastali
aglikon je veoma nestabilan). Neki retki aglikoni (Prilog 2Bi2) su prisutni u etarskim uljima, npr. nepetalakton
karakteristiCan za biljne vrste roda Nepeta (Lamiaceae).

Slika 4. Skelet iridanskog tipa

Hemotaksonomski znacaj: Znacaj iridoidnih glikozida u hemotansonomiji je potvrden dugogodiSnjim
istraZivanjima. Hegenauer (1969) je prvi ukazao na znacaj iridoida u sistematici simpetalnih (kruniéni listiéi slobodni)
familija. Iridoidi predstavljaju biogenetsku (evolutivnu) alternativu tipicnim monoterpenima, a potvrda ove hipoteze se
moze naéi kod biljaka familije Lamiaceae gde postoji inverzna zavisnost izmedu produkcije monoterpena i iridoida
(Kooiman, 1972). Kaplan i Gottlieb (1982) smatraju da su iridoidi nastali tokom evolucije kao alternativan vid
hemijske zastite, zamenjujuci jedinjenja monoterpenskog tipa na koja su predatori postali imuni. Iridoidi su supstance
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gorkog ukusa i izraZene antifungalne aktivnosti, ali danas ne predstavljaju potentnu grupa aleohemikalija, iako se
predpostavlja da su u proSlosti to bili. Sa stanoviSta taksonomije iridoidi su zastupljeni u svega 50-70 familija. Jensen
(1975) je zauzeo stav da su iridoidi evoluirali jedanput u vi§im biljkama, i na osnovu njegove hipoteze proizilazi da svi
redovi u kojima se iridoidi produkuju moraju biti monofiletski. Koncept o jedinstvenoj grupi familija specijalizovanoj za
produkciju iridoida je postao Siroko rasprostranjen, i postao je glavni razlog zbog koga je familija Fouqueriaceae koja
sadrzi iridoide i elagitanine reklasifikovana i pridruzena u Corniflorae, a sistematiCar Dahlgren je svoj taksonomski
dijagram prilagodio iridoidnom profilu taksona (Dahlgren, 1976). Iridoidi su prouCavani i sa stanovidta nizih
taksonomskih nivoa, naroito kod brojnijin familija Lamiaceae, Rubiaceae, Scrophulariaceae i Cornaceae (Hegnauer
i Kooiman, 1978). Pokazali su se od velike vaznosti kao marker u heterogenoj familiji Cornaceae, koja imala vide
razliCitih interpretacija od strane taksonoma. Bate-Smith i saradnici (1975) naginili su sistematiénu studiju u kojoj su
ukljucili sastav iridoida, elagitanina, glu(i)kozida jednostavnih Cg jedinjenja i antocijana identifikovanih u Cornaceae i
u srodnim familijama. Biosintetski obrazac koji su uo€ili doveo je do jasne veze izmedu Cornaceae i familija sa kojima
se Cornaceae familija dovodila u vezu. Za sam rod Cornus primeéeno je da Cs glikozidi mogu predstavljati iridoide
koji su modifikovani eliminacijom atoma Cs i C+, i da su ovakva jedinjenja i tipicni iridoidi uzajamno iskljuivi. Na
nivou roda Veronica se jasno razlikuje od ostalih vrsta familije Scrophulariaceae (Grayer-Barkmeijer, 1973) prema
prisustvu jedinjenja katalpola esterifikovanog benzoevom ili cimetnom kiselinom (ili njihovim derivatima). Za
taksonome komplikovani rodovi Lamiastrum i Galeopsis (Lamiaceae) bogati su iridoidima, ali su ova jedinjenja
pokazala od male upotrebne vrednosti za reSavanje problema introgresije i poliploidiie (Wieffering i Fikenscher,
1974a,b). Na osnovu skora$njih analiza koje su obuhvatile rodove Avicennnia i Veronica, utvrdeno je da se iridoidi
mogu koristiti za tumacenje odnosa izmedu nizih taksonomskih kategorija, npr. na infraspecijskim nivoima (Bousket-
Melou i Fauvel, 1998; Grayer-Barkmeijer, 1973).

2.2.2.2.3. Bicikliéni monoterpenoidi

Biciklicni monoterpenoidi nastaju sekundarnom ciklizacijom monocikli¢nih terpenocida (a-terpinil katjon,
terpinen-4-il katjon) i/ili daljim intramolekulskim preme&tanjima takvih struktura, ali i da mnogi mogu biti artefakti
nastali tokom procesa izolovanja ili analize. Bicikliéni ciklopropani karani ([4.1.0] bicikliéni sistem) i tujani ([3.1.0]
sistem), bicikli¢ni ciklobutani pinani ([3.1.1] sistem), i biciklo [2.2.1] heptani kamfani, izokamfani i fenhani su najvazniji
predstavnici ove klase monoterpenoida (Slika 5). Poredenjem isparljivih metabolita izolovanih ifili identifikovanih u
bilinom materijalu, mozemo primetiti da je medu strukturnim tipovima fenhanski najmanje, a pinanski najvise
zastuplien. Prilog 2By sadrzi detalian prikaz komponenata koje pripadaju klasi bicikliénih monoterpenoida
detektovanih u uljima biljaka uzetih u razmatranije pri izradi baze za statistiCku analizu.

Slika 5. Bicikliéni monoterpenoidi. karanskog (A), tujanskog (B), pinanskog (C), kamfanskog/bornanskog (D), izokamfanskog (E) i
fenhanskog (F) skeleta
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2.2.2.2.4. Tricikliéni monoterpenoidi

Tricikli¢ni monoterpen triciklen (1,7,7-trimetiltriciklo[2.2.1.026]heptan) je predstavnik pomenute klase, i Cest
je konstituent etarskih ulja (Prilog 2B).

2.2.2.3. Seskviterpenoidi

Seskviterpenoidi (C1s) u molekulu sadrze tri izoprenske jedinice. Konstituenti su mnogih Zivih sistema, ali su
narodito zastuplieni u viSim biljakama. lako vode biogenetsko poreklo od farnezil-difosfata predstavijaju strukturno
najraznovrsniju grupu (u Dictionary of natural products, Buckingham (1994) navodi Cak 147 razli€itih strukturnih
tipova) isparljivih terpenoida. Ukratko, Sema 11 daje prikaz biosinteze seskviterpenoida. Opsti sistem Klasifikacije
razlikuje acikliCne i cikliche seskviterpenoide, dok u okviru cikliénih struktura razlikujemo mono-, bi- i tricikli¢ne
(klasifikacija izvrSena na osnovu veli¢ine prstena). Dalja podela nastalih struktura je izvrSena prema skeletnim
tipovima (Sema 11). U tekstu koji sledi neée biti razmatrana detaljna podela svih do sada poznatih seskviterpenskih
tipova i struktura, ve¢ samo onih koje su bile identifikovane u etarskim uljima nasumi€no izabranih bilinih vrsta
kori§Cenih pri formiranju baze za statisti¢ku analizu podataka (Prilog 2C). Takve strukture su dalje klasifikovane u
odgovarajue seskviterpenske tipove sledeéi biogenetski sistem klasifikacije, a pojedini tipovi (u zavisnosti od
zastupljenosti u analiziranim uzorcima) dalje praceni prema prirodi i poloZaju funkcionalnih grupa.

Hemotaksonomski znacaj: U gimnospermama jedinjenja poput B-kariofilena, o-kadinena, a-gvajena, (-
elemena, farnezena i a-humulena pokazala su se od koristi za opisivanje vrsta Abies (Zavarin et al., 1978) i Pinus
(Bailey et al., 1982; von Sturm et al., 1983). Na osnovu profila seskviterpena utvrdena je bliska genericka veza
izmedu vrsta Daucus i Pseudorlaya (Williams i Harborne, 1981) familije Apiaceae, kao i razlika izmedu vrsta
Dipterocarpus i Doona (Bisset et al., 1966) familije Diptercarpaceae. Na osnovu produkcije fitoaleksina
saskviterpenoidne strukture, npr. riitina, utvrdena je bliska veza izmedu pojedinih rodova familije Solanaceae
(Stoessel et al., 1976). Medutim, primeéena je i izuzetna plasticnost sastava. Tako su npr. Langenheim i
Stubbleibine (1983) primetili da postoji znatna varijacija u sastavu seskviterpena izolovanih iz listova roditeljskih
biliaka Hymenaea coubaril (Fabaceae). Za ovakav vid fleksibilnosti u hemotipu receno je da predstavlja adaptivnu
osobinu biliaka potomaka prema herbivorima koji se hrane biljkama roditeljima. Bilike potomci emituju ifili sintetiSu
jedinjenja koja ih €ine nejestivim.

Seskviterpenski laktoni su grupa jedinjenja koja se vezuje za evolutivno naprednije taksone, uglavnom biljke
familije Asteraceae. Biogenetska veza izmedu tipova seskviterpenskih laktona je poznata (Herz, 1977; Seaman,
1982), ali se zapravo malo zna o biosintetskim putevima. Obrazac u produkciji seskviterpenskih laktona kod vrsta
roda Ambrosia pokazao se kao koristan za utvrdivanje geografskog porekla roda (Mabry, 1970; Renold, 1970).
Seaman i Funk (1983) su primenom biogenetske kladistiCke analize na vrstama subtribusa Ambrosiinae (tribus
Heliantheae, familija Asteraceae) bogatim seskviterpenoidima ukazali na karakteristike tribusa. Ispostavilo se da kod
biljiaka roda Artemisia postoji korelacija izmedu grade cveta i $eme produkcije seskviterpenskih laktona (Greger,
1977). Ista primedba vazi za distribuciju seskviterpenskih laktona npr. partenolida i postojeéu (morfoloSku)
klasifikaciju u okviru roda Parthenium (Rodrigues, 1977). Razlike u filogeniji izmedu Severno Americkih i Africkin
vrsta roda Vernonia predlozene su na osnovu distribucije seskviterpenskih laktona glaukolida-A i vernolepina.
Medutim, istraZivanja su istakla da izmedu ovih vrsta postoji i bliza veza od predpostavijene (Gershenzon, 1984).
PokuSaji primene seskviterpenskih laktona za razlikovanje podvrsta (hemijskih rasa) u okviru vrsta Artemisia
tridentata (Kelsey et al., 1975) i Myoporum deserti (Sutherland i Park, 1967) bili su bez uspeha.
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Sema 11. Biogenericki prikaz strukturnih tipova seskviterpenoida identifikovanih u etarskim uljima odabranih biljaka
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2.2.2.3.1. Farnezani
Obicni farnezanski (acikli¢ni) seskviterpenoidi nisu znacajno rasprostranjeni u prirodi u ve¢em broju (Cesti

konstituenti etarskih ulja vecine biljaka), mada je poznat znacajan broj jedinjenja tipa farnezola, narocito derivata koji
u svom molekulu sadrze furanov prsten.

13 14 5

1 9 7 5 3 1
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Slika 6. Farnezanski skeletni tip
Iregularni seskviterpenoidi bi bili svi oni koji odstupaju od povezivanja izoprenskih jedinica modusom glava-
rep, kao i oni nastali preuredenjem farnezil ili nerolidil katjona (regularnih acikliénih prekursora) ili nastali

degradacijom (cikliénih diterpenoida tipa cembrana) ili raskidanjem cikliénih struktura. Na Slici 7 su data dva primera
iregularne seskviterpenske strukture.

SO SRBaNNtS

Slika 7. Skelet iregularne seskviterpenske strukture
2.2.2.3.2. Monocikli¢ni farnezanski seskviterpenoidi
2.2.2.3.2.1. Bisabolani i ciklobisabolani
Bisabolani su veoma rasprostranjeni u prirodi, narocito medu visim biliakama (Slika 8). Ugljovodonici ovog

tipa su Cesti sastojci etarskog ulja mirte, bergamota, dumbira, dok se oksigenovani predstavnici u vec¢im koli¢inama
nalaze prisutni u ulju kamilice.
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Slika 8. Strukture bisabolanskog (A) i ciklobisabolanskog: seskvikaranskog i seskvisabinanskog (B i C) skeletnog tipa
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2.2.2.3.2.2. Germakrani i elemani

Germakrani nastaju iz farnezana formiranjem ciklusa izmedu C+-C+o. Velika grupa germakrana (preko 300
razli¢itih jedinjenja izolovano iz prirodnih izvora, Breitmaier, 2006) moze se podeliti na obiéne germakrane (one bez
laktonskog ili furanovog prstena u okviru strukture), 12,6-germakranolide, furanogermakrane, nor- i
homogermakrane, sekogermakrane i ciklogermakrane. Germakrani (Slika 9) se odlikuju velikom konformacionom
fleksibilnoS¢u (ciklodekadienski sistem), i lako podlezu Cope-ovom preme$tanju i sekundarnim transformacijama.
Predstavljaju vazan biogenetski i biosintetski intermedijer bilo izmedu farnezil- (FPP) ili nerolidil-difosfata (NPP) i
nekoliko klasa seskviterpenoida (eudezmani, gvajani, eremofilani, germakranolidi, spirovetivani, kadinani, amorfani, i
dr.).

Slika 9. Germakranski skeletni tip

Elemani nastaju Cope-ovim premestanjem odgovarajucih 1(10),4-germakradiena (do elemadiena). Kao
primeri navedenoj €injenici mogu da posluze seskviterpeni Siobunol nastao Cope-ovim premestanjem iz 1(10),4-
germakradien-6-ola, ili B-elemenon nastao Cope-ovim premeStanjem germakrona. Za jedinjenja navedenog
strukturnog tipa pretpostavlja se da su artefakti nastali u procesu izolovanja (termalni artefakti germakrana).

Slika 10. Elemanski skeletni tip
2.2.2.3.2.3. Humulani

Zatvaranjem prstena u molekulu farnezana izmedu C4 i C4¢ (ali i biogenetski preko farnezil-difosfata kao
intermedijera) nastaje humulanski seskviterpenski skelet (Slika 11), koji ima preko tridesetak predstavnika izolovanih
iz prirodnih izvora (javljaju se kao dominantni konstituenti familija Cannabaceae, Caryophyllaceae i Zingiberaceae).

Slika 11. Humulanski skeletni tip
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2.2.2.3.3. Policikli¢ni farnezanski seskviterpenoidi
2.2.2.3.3.1. Kariofilani

Kariofilanski skeletni tip nastaje daljom ciklizacijom humulanskog skeleta (ciklobutanov prsten se formira
izmedu C, i C10). Do sada je iz prirodnih izvora poznato oko 30 struktura navedenog skeletnog tipa.
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Slika 12. Kariofilanski skeletni tip
2.2.2.3.3.2. Eudezmani

Eudezmani €ine grupu od preko 500 poznatih jedinjenja. U starijoj literaturi navodili su se pod drugacijim
nazivom- selinani. Eudezmanski skelet je Siroko rasprostranjen u prirodi, sa izvesnom razlikom u stereohemiji u
zavisnosti od tipa organizma koji ga biosintetiSe. Tako jetrenjace sintetiSu iskljuéivo ent-eudezmane. Poput
germakrana, eudezmani se mogu podeliti na jednostavne eudezmane, eudezman-12,6-olide, eudezman-12,8-olide,
furanoeudezmane, sekoeudezmane i noreudezmane.

Slika 13. Eudezmanski skeletni tip
2.2.2.3.3.3. Spirovetivani

Spirovetivani (takode poznati i kao vetispirani, Prilog 2Cyis) sastojci su etarskog ulja vetivera. Primeéeno je
da se javljaju i u zarazenom krompiru, gde igraju ulogu fitoaleksina. Derivati su eudezmana.

Slika 14. Spirovetivanski skeletni tip
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2.2.2.3.3.4. Eremofilani, valerani i cikloeremofilani

Eremofilani nastaju iz eudezmana migracijom C5Hs grupe sa Ci na Cs. Do sada je iz viSih biljaka
izolovano preko 150 eremofilanskih (i furanoeremofilanskih) derivata. Kao i kod ostalih strukturnih tipova koji su
poznati po brojnosti jedinjenja i velikoj raznovrsnosti u okviru samog tipa, u okviru eremofilana mozemo napraviti
slede¢u podelu: jednostavni eremofilani, eremofilanolidi i furanoeremofilani (Senecio, Asteraceae) i, seko- i
abeoeremofilani i noreremofilani.
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Slika 15. Eremofilanski skeletni tip

Valeranski strukturni tip nastaje iz eudezmana migracijom CpusHs grupe sa Cs na Cs. Nasuprot
eremofilanima, u prirodi je malo zastupljen (koren Valeriana officinallis, Nardostachys jatamansi).
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Slika 16. Valeranski skeletni tip

Aristolani su 6,11-cikloeremofilani.

Slika 17. Aristolanski skeletni tip

ISvarani Cine malu grupu 7-11/10-12-bicikloeremofilana. Ovi retki tetraciklicni seskviterpeni izolovani su
uglavnom iz biljaka familije Aristolochiaceae.

Slika 18. ISvaranski skeletni tip
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2.2.2.3.3.5. Akorani

Akorani (spiro[4.5]dekani) formalno nastaju povezivanjem C+-Cs i Cs-C1o U farnezanu.

Slika 19. Akoranski skeletni tip

2.2.2.3.3.6. Hamigrani

Hamigrani (spiro[5.5]dekani) formalno nastaju povezivanjem C-Cs i Cg-C11 u molekulu farnezana.
Uglavnom, sva do sada izolovana jedinjenja ove strukture, predstavijaju konstituente algi. Svega nekoliko
predstavnika identifikovano je i u materijalu biljnog porekla (Cupressaceae).
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Slika 20. Hamigranski skeletni tip

2.2.2.3.3.7. Kamferenani i santalani

Kamferenani iz Cinnamomum camphora i a-santalani i B-santalani iz sandalovine (Santalum album) su
biogenetski povezani, a svi formalno nastaju iz molekula farnezana. Uglienici C+ i Cg, i Cs i C7 u molekulu farnezana
formalno grade biciklo[2.2.1]heptanski-skelet kamferenana. Dalje, iz kamferenana formiranjem veze izmedu C, i C4
nastaju tricikliéni a-santalani, dok raskidanje Cs-C4 veze u molekulu farnezana, uz formiranje novih veza izmedu C; i
Cs, C3iC7i Cy i C4 vodi do nastanka biciklicne strukture B-santalana.

c 14
Slika 21. Kamferenanski (A), o- i B-santalanski (B i C) skeletni tip
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2.2.2.3.3.8. Kedrani
Ovaj skeletni tip se formalno moze izvesti iz farnezena (povezivanjem C atoma u polozajima C+ i Cs, Cz i
Ci1, i Cs i C10). Migracijom CpsHs grupe sa Cs na Cs iz kedrana nastaju izokedrani. Kedrani su sastojci ulja

izolovanog iz Cetinara i Cetinarskih smola (Juniperus).
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Slika 22. Kedranski skeletni tip
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2.1.2.3.3.9. Drimani

Drimanski skeletni tip formalno nastaje ciklizacijom (formiranjem veze izmedu C i C7, odnosno Cg i C11) iz
farnezana. Mogu se naéi u gljivama, ali i u vi§im biljkama.

Slika 23. Drimanski skelet

2.2.2.3.3.10. Tujopsani

Tujopsani se mogu naci u visim bilikama, dok se ent-tujopsani nalaze u jetrenjatama. Izvedeni iz molekula
farnezana, odakle formalno nastaju raskidanjem Cs -Cg veze, uz formiranje novih veza izmedu C+-Cs, C2-Cs, C5-Cy i
Cs—C11.

Slika 24. Tujopsanski skelet
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2.2.2.3.3.11. Kuparani, laurani i zizani

Kuparani nastaju ciklizacijom Ce i C11 bisabolanskog skeleta. Sastojci su ulja jetrenjaca, morskih
organizama (algi) i visih biljaka (Prilog 2Cy).

Slika 25. Kuparanski skelet

Laurani uglavnom €ine isparljive metabolite algi.
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Slika 26. Lauranski skelet

Zizanski skeletni tip nastaje formalno iz molekula farnezana povezivanjem C, i C11, Cs i C1o, kao i Cs i C15, U
tricikliCni skelet prezizaana, koji se zatim preureduje do zizaana migracijom C14Hs sa Ce na Cs.
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Slika 27. Zizanski skelet
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2.2.2.3.3.12. Sativani i kopakamfani

1

Slika 28. Sativanski (A) i kopakamfanski (B) skelet
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2.2.2.3.3.13. Kadinani

Kadinani formalno nastaju ciklizacijom farnezana preko Ci1 i Ce, i Cs i Cqo. U zavisnosti od relativne
konfiguracije na ugljenikovim atomima Ci, Cs i C; osnovnog skeleta, razlikujemo i odgovarajute podtipove
kadinanske strukture: kadinani i bulgarani imaju trans-, dok muurolani i amorfani imaju cis- na¢in povezivanja C+ i Cs
u dekalinski sistem, a izo-propil grupa u polozaju C; orijentacije o- (kadinani i muurolani) ili 8- (amorfani i bulgarani).
Osnovni skelet moZe biti i aromatizovan, pa razlikujemo jo§ dva podtipa: kalamenenski, €iji derivati sadrze
benzenoidni, i kadinanski sa naftalenskim sistemom.

Slika 29. Kadinanski skeletni tipovi: kadinani (A), muurolani (B), bulgarani (C), amorfani (D), kalameneni (E) i kadaleni (F)

2.2.2.3.3.14. Oplopani

Oplopani su do sada identifikovani samo u visim biljkama, i predstavljaju 3(4—5)-abeokadinane.

Slika 30. Oplopanski skelet
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2.2.2.3.3.15. Kopaani
Kopaani se mogu smatrati bilo 5,10-ciklokadinanima ili 1,6-cikloeudezmanima.

14

12 13
Slika 31. Kopaanski skelet

2.2.2.3.3.16. Gvajani, ciklo i abeogvajani

Ova velika klasa podeljena je na jednostavne gvajane, 12,6-gvajanolide, 12,8-gvajanolide, dimere gvajana, i
seko-, ciklo- i abeogvajane. Gvajani se jo$ nazivaju i proazuleni, jer njihovi derivati prilikom izolovanja (zagrevanjem
ili pri destilaciji) ¢esto podleZu dehidrataciji do azulena (gvaja-1,3,5,7,9-pentaena). Migracija C(15)Hs grupe sa C4 na
Cs osnovnog gvajanskog skeleta vodi formiranju pseudogvajanskog skeleta. Na Cs se uvek nalazi kiseoniCna
funkcionalna grupa.

Slika 32. Gvajanski (A) i pseudogvajanski (B) skelet

Aromadendrani su 6,11-ciklogvajani. Jedinjenja kubebanskog skeleta ¢ine malu grupu isparljivih metabolita.
Po strukturi predstavljaju 1,6-ciklogvajane. Paculani su 1,11-ciklogvajani. Burbonani predstavljaju 6,10-ciklogvajane.

Slika 33. Ciklogvajani: aromadendrani (A), kubebani (B), paculani (C) i burbonani (D)
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Daukani i izo-daukani (salviolani) biogenetski nastaju iz gvajana. Valerenani predstavijaju 8(7—6)-
abeogvajane.

Slika 34. Daukani (A), izo-daukani (B) i valerenani (C)
2.2.2.3.3.17. Himahalani, longipinani, longibornani i longifolani
Formiranjem veza izmedu C+ i izmedu Cs, i C1 i C11 molekul farnezana se formalno prevodi u biciklicni skelet

himahalana. Longipinani predstavljaju 2,7-ciklohimahalane. Longibornani su 3,7- ciklohimahalani. Longifolani nastaju
iz longibornana 1,2-C premestanjem.

Slika 35. Himahalani (A), longipinani (B), longibornani (C) i longifolani (D)
2.2.2.3.4. Policikli¢ni seskviterpenoidi: trikvinani i petazitani

Linearni i angularni seskviterpenski trikvinani (silfinani, silfiperfolani, presilfiperfolani, izokomani i modhefani)
¢ine grupu od pedesetak izolovanih isparljivih jedinjenja iz biljaka familije Asteraceae. Presilfiperfolani predstavljaju
klasu seskviterpenoidnih struktura koje se ne pokoravaju izoprenskom pravilu , te se ne mogu povezati sa formalnom
ciklizacijom molekula farnezana. Silfiperfolani predstavljaju jos$ jednu strukturnu varijaciju nastalu iz presilfiperfolana
migracijom C11sa C7 na Ca. Silfinani nastaju migracijom Cg sa C1 na Cs. Migracija C(14Hs u molekulu silfinana sa Ce
na Cy vodi nastanku izokomana. Modhefani formalno nastaju iz silfinana migracijom Cs sa C4 na Cs.

12 12

Slika 36. Silfinani (A), silfiperfolani (B), persilfiperfolani (C), izokomani (D) i modhefani (E)
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Sema 12. Mehanizam biogeneze odabranih diterpenskih struktumih tipova
2.2.2.4, Diterpenoidi

Molekuli koji pripadaju ovoj klasi predstavljaju veliku grupu strukturno raznovrsnih jedinjenja, izvedenih
biogenetski iz geranilgeranil-pirofosfata (Sema 12). Diterpenoidi (Cz) predstavijaju Siroko rasprostranjenu grupu
jedinjenja u carstvu Vegetalieae. Veéinom su izolovani iz viSih biljaka i gljiva, i uglavnom se javljaju u vidu di-, tri- ili
tetracikli¢nih, rede acikliénih jedinjenja (Dewic, 2002). Smatraju se sekundarnim metabolitima, iako u mnogim
bilikama uCestvuju u vaznim fizioloSkim procesima, ili ostvaruju ekoloSku ulogu. Tako na primer, diterpenoidi
dziberalini ostvaruju ulogu u rastu biliaka i imaju funkciju hormona regulatora procesa, fitoaleksini su vazni sa
aspekta prirodnog odbrambenog mehanizma koje su bilike razvile da bi se zastitile od predatora ili patogenih
mikroorganizama, fitol je strukturni segment molekula hlorofila. Mnoga jedinjenja koja pripadaju ovoj klasi vazna su i
sa medicinskog aspekta, i koriste se bilo kao pomocna lekovita sredstva, bilo kao zvani¢no priznati i registrovani
farmakolo$ki preparati. Osim uloge u regulatornim procesima, ova klasa jedinjenja je interesantna i sa stanovista
hemotaksonomije.
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Hemotaksonomski znacaj: Diterpenoidi su do sada koris¢eni kao hemotaksonomski markeri na stupnju infra
i supra generickih nivoa. Neki diterpenoidi, poput abietinske kiseline ili mezereina su ograni¢enog rasprostranjenja.
Familije koje su morfoloski sliéne Euphorbiaceae (Croton) i Thymelaeaceae (Daphne) proizvode diterpenske estre
forbol i mezerein (iritanti, ko-kancerogeni). PredloZzeno je da postojanje jako sli¢nih jedinjenja- pomenutih
diterpenskih estara upuéuje na blizu vezu izmedu dve familije nego $to je bila predpostavijena (Ourisson, 1974).
Diterpenoidi se Cesto nalaze prisutni u smolnim kiselinama gimnospermi, a pokazale su se kao nezamenljive u
reSavanju taksonomskih problema u Cupressaceae (Gough i Welch, 1978). Pokazalo se da je akumulacija i
konzervacija skeleta diterpenoidnih struktura od vaznosti u hemotaksonomskom pristupu klasifikacije biljaka koje
pripadaju familiji Lamiaceae (Vestri Alvarenga et al. 2001).

2.2.2.4.1. Fitani
Do sada je izolovano oko 5000 prirodno rasprostranjenih cikliénih i acikliénih struktura nastalih iz

ugliovodonika fitana. Fitani predstavljaju regularne acikliéne diterpenoide. Struktura fitanskog tipa prikazana je na
Slici 37.

17

Slika 37. Fitanski skelet
2.2.2.4.2. Cembrani
Cembrani predstavljaju veliku grupu diterpena, Sirokog prirodnog rasprostranjenja (Slika 38). Strukture ovog

tipa javljaju se u viSim bilikama, insektima i morskim organizmima. 3,7,11,15-Cembratetraeni (ili cembrani grupe A)
su rasprostranjeni medu visim biljkama.

Slika 38. Cembranski skelet

2.2.2.4.3. Labdani

Labdani €ine veliku i raznovrsnu grupu diterpenoida. Preko 500 jedinjenja ovog tipa izolovano je u prirodi
(javljaju se u oba enantiomerna oblika), uglavnom iz viSih biljaka. Predstavljaju 8,11-10,15-ciklofarnezane, i sadrze
dekalinski sistem u osnovi strukture. Veoma su rasprostranjeni u smolama i gumnim materijalima nekih Cetinarskih i
egzotiéni biljaka (Cistus labdaniferus, Sperna falcata, Agastachys australis i td.). Osnovna struktura labdanskog tipa
data je na Slici 39.
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Slika 39. Labdanski skelet

2.2.2.4.4. Klerodani

Klerodani nastaju iz labdana migracijom dve metil grupe. Strukture ovog tipa su najmanje rasprostranjene u
prirodi. Osim u tropskom bilju (Solidago) nadeni su i u ekstraktima biljaka roda Teucrium i Ajuga. Jedinjenja ovog tipa
su uglavnom fiziloSki i farmakolo$ki aktivna (halucinogeni).

Slika 40. Klerodanski skelet

2.2.2.4.5. Pimarani

Pimarani i izopimarani (raniji naziv sandarakopimarani) su 13,17-ciklolabdani sa perhidrofenantrenskim
skeletom u osnovi strukture, sa razlikom u konfiguraciji na C13. PremeStanem i ciklizacijom iz pimarana nastaju rozani
(Cio0Hs migrira sa C1o na Co). Retko su rasprostranjena u prirodi, uglavnom se javljaju kao sastojci etarskog ulja
pojedinih biljaka.

Slika 41. Pimaranski skelet

2.2.2.4.6. Kaurani

Kaurani nastaju ciklizacijom pimaril katjona kao intermedijera, uz dalje preuredenje strukture premestanjem.
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Slika 42. Kauranski skelet
2.2.2.4.7. Abietani i totarani

Abietani formalno mogu nastati iz pimarana, migracijom metil grupe C17)Hs sa C13na Cys. U viSim biljkama,
medutim, nastaju ciklizacijom geranilgeranil-difosfata. Diterpenoidi koji se mogu podvesti pod abietanski strukturni tip
ukljuuju 13,16-cikloabietane, 17(15-16)-abecabietane (kod kojih je CinHs grupa sa Cys migrirala na Cie) i totarane
(nastaju formalno iz abietana migracijom izopropil grupe sa C3 na C1s). Preko 200 diterpena abietanskog skeleta
izolovano je iz prirodnih izvora. Brojni predstavnici javljaju se u Eetinarima, dok se oni sa benzenoidnim prstenom C
smatraju vaznim aktivnim principima lekovitih biljaka rodova Salvia i Rosmarinus.

Slika 43. Abietanski skelet

2.2.2.5. Triterpenoidi

Triterpenoidi se sastoje iz Sest izoprenskih jedinica. Najpoznatiji predstavnici ove velike grupe su steroidi,
steroli, hopani, ursani, i dr. Sve poznate friterpenocidne strukture biosintetski su izvedene iz skvalana i skvalena, i
sastoje se iz dve farnezanske jedinice povezane na nacin ‘rep-rep“. Postoji mnostvo strukturnih tipova: tetra-,
pentacikliéni triterpeni, fitosteroli, saponini, kardijaéni glikozidi, limonidi (tetranorterpeni) i kvasinoidi. Nisu uobi¢ajeni
konstituenti etarskih ulja.

Hemotaksonomski znacaj: Pravi friterpeni i fitosteroli su jedinjenja Siroke rasprostranjenosti, i nisu od
znacaja na viSim taksonomskim nivoima. Medutim, uvek postoje izuzetci. U familiji Poaceae triterpenski metil-estri
koriste se da bi se odredila pripadnost tribusu, odnosno rodu, odnosno na nivou vrste (Smith i Martin-Smith, 1978;
Ohmoto et al., 1970). Koris¢eni su jo§ u familiji Diptercarpaceae za razlikovanje vrsta Doona i Shorea
(Bandaranazake et al., 1977). Vitanolidi predstavljaju jo$ jednu grupu triterpena koja ima taksonomski znacaj (Evans
et al., 1984). Razlike u sadrZaju steroidnih kardijacnih glikozida vrste Acokanthera (Apocynaceae) pokazale su se
kao korisni marker na nivou vrste (Reichstein, 1965). Jako oksigenovani modifikovani triterpenski derivati- limonidi i
kvazinoidi se koriste kao stabilni i vazni taksonomski markeri unutar familje Rutales. Triterpeni su vazni
hemotaksonomski markeri kod gimnospermi (Hegenauer, 1962; 1986; Norin, 1972).
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2.2.2.6. Jedinjenja izvedena iz karotenoida

Ovu klasu jedinjenja koja vodi poreklo od terpenoida- karotenoida, nastalih kondenzacijom osam
izoprenskih jedinica, ¢ine degradacioni proizvodi od Cs-C+g nastali raskidanjem veza (iz centralnog dela, ili iz bo¢nog
niza) molekula startera. Karotenoidi vaZe za aroma-prekursore. Aroma koja poti¢e od molekula karotenoida smatra
se da moZe nastati na dva nacina: enzimskim i ne-enzimskim putem. Isparljivi degradacioni proizvodi karotenoida
nastaju u procesima ne-enzimske degradacije: foto-oksidacije, (auto)-oksidacije i termalne degradacije. Enzimska
biosinteza isparljivih derivata karotenoida- biodegradacija odvija se u tri faze. Najpre dolazi do raskidanja veza
enzimskim putem delovanjem dioksigenaze, Cime nastaju apokarotenoidi. Zatim sledi enzimska transformacija
nastalih apokarotenoida do glikozidno vezanih aroma prekursora, koji na kraju podleZu kiselo katalizovanoj konverziji
do isparljivih proizvoda- Cys-norterpenoida ili megastigmana’ (da bi nastao Ci3 fragment dvostruka veza startera se
raskida u poloZaju Co-C1o) i slicnih isparljivin aglikona (npr. da bi nastali C1o-norizoprenoidi (safranal, marmelo-lakton i
marmelo-oksid) dvostruka veza u starteru se raskida u poloZaju C7-Cs). Kod nekih biljaka je uogeno da je prva faza
(delovanje dioksigenaze na karotenoidne pigmente) korak koji sam po sebi vodi do postanka isparljivih metabolita: a-
i B-jonona, geranilacetona i pseudojonona. Mnogi od isparljivih derivata karotenoida su nosioci arome cveca i voca.
Predstavnici razlicitih podklasa ove grupe isparljivih jedinjenja dati su u Prilogu 2E.

3,p—karoten

2,6,6-trimetil-
-2-cikloheksanol

2,4 4-trimetil- 5,5,9-tfimetil-1-
-cikloheksan- -oksabiciklo[4.3.0]- -
-3-karbaldehid -3-nonen-2-on

B—jonon

Slika 44. Degradacioni proizvodi -karotena- nosioci arome cveca i voca
2.2.3. Metaboliti izvedeni iz Sikiminske kiseline: fenil-propanoidi i biosintetski srodna isparljiva jedinjenja

Sikimatni put predstavlja alternativni put biosinteze aromatiénih jedinjenja (benzoeve, cimetne kiseline,
njihovih derivata, kao i metabolita koji nastaju daljim biosintetskim modifikacijama: lignana, lignina, fenil-propanoida,
kumarina i dr.) i aromatiénih aminokiselina L-fenilalanina, L-tirozina i L-triptofana. Mnogi od metabolita nastalih na
ovaj nacin pokazuju karakteristian tip supstitucije (koji ujedno sluze i kao obrasci za prepoznavanje): p-hidroksi-, o-
dihidroksi- ili 1,2,3-trihidroksi-. Na taj na¢in ih mozemo razlikovati od polifenolnih jedinjenja, nastalih u acetatnom
biosintetskom putu, kod kojih je supstitucioni obrazac m-. Sikimatni metabolizam je vazan za vise bilike (produkcija
lignina), Sto se moZe primetiti na osnovu molekula startera koji uCestvuju u biosintezi Sikiminske kiseline: eritrozo-
fosfata i fosfoenolpiruvata. Ovi molekuli starteri u€estvuju u primarnom metabolizmu ugljenih hidrata, i imaju kljuénu

7 Norterpenoidi (C13) predstavljaju relativno veliku grupu jedinjenja koja u svom skeletu sadrze 13 ugljenikovih atoma i koja, uopSteno govoreci,
nastaju degradacijom karotenoida (npr. B-karoten) ili abscisinske kiseline (Baser i Demirci, 2007). U ovoj disertaciji sva jedinjenja ovog tipa bice
tretirana i klasifikovana kao jedinjenja izvedena iz karotenoida.
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ulogu u procesu fotosinteze za asimiliranje ugljenika. Jedinjenja Sikimatnog metabolizma mogu se svrstati pod ArCy,
obrazac. Jednostavni fenoli (ArCo) su relativno retki u prirodi, i poticu iz Sikimatnog puta. Veliki broj ArC+ jedinjenja
koja se javljaju u viSim bilikama poput galne kiseline, hidrosolubilnih tanina, ksantona, derivata naftalena i antracena
(uglavnom u vezanom obliku- glikozidi i estri) vode poreklo iz ranijih faza Sikimatnog metabolickog puta, nastaju npr.
degradacijom bo¢nog niza cimetne kiseline, iz dehidroSikiminske kiseline, ili iz horizminske kiseline. Retki medu
isparljivim metabolitima, jedinjenja tipa ArC,, izvedena su iz fenilalanina ili tirozina. Naj¢eS¢i isparljivi metaboliti
Sikimatnog puta su ArCs jedinjenja, poznatija kao fenil-propanoidi. Tipicni ArCs produkti koji nastaju na ovom putu
mogu da se podele na Cetiri glavne grupe: jednostavni detivati cimetne kiseline i fenilpropanoidi, lignani/neolignani,
kumarini i flavonoidi (Geismann i Crout, 1969). Svi metaboliti koji potiCu iz Sikimatnog puta, a identifikovani su u
etarskim uljima biljaka odabranih za formiranje baze za statisticku obradu aproksimativno su podvedeni pod klasu
fenil-propanoida. Zbog komplikovane biosintetske eme i brojnih kompleksnih enzimskih sistema koji uestvuju u
Sikimatnom putu bife predstavijen tek jedan njegov deo- opsti metabolizam fenil-propanoida (biosinteza ArCs
metabolita). Na Semi 10 je dat pregled klasa jedinjenja koje mogu nastati iz opsteg fenil-propanoid puta. Fenilalanin
amonijum liaza (PAL) i tirozin amonijum liaza (TAL) katalizuju neoksidativnu dezaminaciju fenilalanina do trans-
cinamata, odakle delovanjem razli¢itih enzima tipa hidrolaza, (etil)transferaza, oksido-reduktaza i ligaza, kao konaéni
proizvodi razli¢itih biosintetskih transformacija, nastaju jedinjenja koja u svojoj strukturi imaju ArCs; jedinicu(e).

Hemotaksonomski znacaj: Ova jedinjenja su jako rasprostranjena u biljkama, tako da se postavlja pitanje o
mogucnosti njihove upotrebe kao sistematskih (taksonomskih) markera iznad nivoa familije (Gornall et al., 1979;
Crawford, 1979). U revijalnom radu Molgaard je dao pregled distribucije jednostavnih derivata supstituisane cimetne
kiseline u dikotiledonima biljaka (Molgaard, 1985). U radu ukazuje na to da su jedinjenja ovog tipa
najrasprostranjenija u taksonima koji su tokom evolucije promenili zivotnu formu (iz drvenaste u zeljastu formu). Kod
takvih biljaka dolazi do akumulacije cimetne kiseline, posto se ona vise ne ukljuéuje u metabolizam i biosintezu
kondenzovanih tanina i lignana. Ova karakteristika je izgleda rasprostranjena, jer se na ovakav nacin obezbeduiju i
jedinjenja koja biljke koriste u odbrambene svrhe. Molgaard (1985) smatra da je distribucija ove klase jedinjenja u
skladu sa postulatom (hipotezom) koji kaze da je dihotomija u evoluciji biliaka dikotila nastala veoma rano. Fenil-
propanoidi predstavljaju éeste konstituente etarskih ulja biljaka, a specifiéna priroda nekih je vezana za pripadnost
jednoj ili ograniCenom broju familija (jedinjenje safrol, Lauraceae). Isparljiva jedinjenja vrsta familije Orchidaceae
ispitivana su GC-LC metodom (Dodson et al., 1969; Dodson, 1975), pri ¢emu su ArCs jedinjenja poput eugenola i
metil-cinamata bila jako korisna pri klasifikaciji nekih taksonomski kompleksnih vrsta. Sa hemotaksonomskog
aspekta, studija sprovedena na stotinak vrsta familije Apiaceae (Harborne et al., 1969) pokazala je da miristicin moze
biti od znagaja kao taksonomski marker na nivou podfamilije Apioideae u okviru familije Apiaceae. Miristicin je kao
isparljivo jedinjenje detektovan u dva jako bliska roda Daucus i Pseudorlaya, a osnovu pomenutog jedinjenja
mozemo razlikovati ove rodove od ostalih koji pripadaju tribusu Caucalideae (Harborne, 1971). Na nizim
taksonomskim nivoima, kumarin bi mogao da bude od znacaja u familiji Fabaceae (detektovan u bliskim rodovi
Melilotus i Trigonella).

2.3. Primena statisti¢kih metoda u analizi isparljivih sekundarnih metabolita

Multivarijaciona analiza je, zahvaljujuéi komercijalno dostupnim softverskim paketima (SPSS, XLSTAT, KyPlot,
Statgraphyc itd.), postala standardni nain za poredenje velikog broja najrazliCitijih kompleksnih uzoraka (biolokih,
geoloskih, i sl.) i vrlo ¢esto se jedino primenom multivarijacione analize mogu uoCiti sli¢nosti na odredenom skupu
sloZenih uzoraka (Kim et al., 2004; Okada et al., 2010; Jombat et al., 2009; Drew et al., 2008). U skorije vreme sve je
ve¢i broj radova (Lonni et al., 2003) u kojima se vrsi analiza dobijenih i dostupnih podataka na bazi Principal
Component Analysis (PCA) i Agglomerative Hierarchical Clustering (AHC), a na osnovu rezultata dobijenih primenom
statistike razmatraju se evolutivni aspekti i srodnost biljnih vrsta. Dosadasnja istrazivanja ovakvog tipa baziraju se na
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ispitivanju biljnih vrsta u okviru istog roda, viSe rodova u okviru iste familije, a kao metabolicki fingerprint koriS¢ene su
najrazliCitie komponente biljaka: alkani (Maffei et al., 1997; Skorupa et al., 1998), masne kiseline (Mongrand et al.,
2005), komponente etarskih ulja (Radulovi¢ et al., 2007b; Jurgens i Dotterl, 2004). Ovakav tip analiza sve CeSce
nalazi primenu i koristi se za poredenje isparljivih sme8a bilinog porekla. Kao varijable u multivarijacionim analizama
se obicno koriste relativne zastupljenosti komponenata sme3a koje se porede (relativni procenti, originalne varijable).
Medutim, u tom sluaju odnos broja opservacija prema broju varijabli moZe biti jako nepovoljan (zbog izuzetne
sloZzenosti sme8a), ¢ak i kod velikog seta uzoraka koji se porede. Na znaCaj statistiCke analize koja koristi
transformisane varijable, tj. za varijable ima isparljive komponente sistematizovane u zavisnosti od pripadnosti
tipu/klasi (npr. monoterpeni, seskviterpeni, jedinjenja izvedena iz karotenoida ili ¢ak skeletni tipovi najzastupljenijih
klasa: p-mentani, tujani, pinani, farnezani, kariofilani, i sl.), su ukazali Radulovi¢ et al. (2007b).

Multivarijacione metode analize se naj¢eSCe koriste za razvijanje taksonomije ili sistema klasifikacije, za
pronalazenje nacina na koji se mogu objediniti ili grupisati odredeni objekti i za postavljanje ili proveru hipoteza.
Razvijeno je viSe metoda multivarijacione analize od kojih se svaka zasniva na neSto drugacijem principu. U
nastavku poglavlja biée navedeni osnovni teorijski aspekti Cesto kori¢enih metoda statistiCke analize za poredenje
sloZzenih smesa razliéitih po tipu uzoraka Eije se poreklo ili sastav dovodi u vezu.

2.3.1. Definicija i klasifikacija metoda multivarijacione analize

U gotovo svim granama nauke, a posebno u onim gde je dominantan strukturalni pristup, posebna vaznost
se pridaje multivarijacionim metodama. Strukturalni pristup zahteva multivarijacionu metodologiju, jer se samo sa
ovim metodama mogu izmeriti relevantni ¢inioci, a merenje dobija smisao. Strukturalni ili holisticki pristup pru¢avanju
nekog problema sastoji se u tome da pojedini prou¢avani elementi u kombinaciji sa nekim drugim mogu imati razli¢ito
znacenje za strukturu (celinu) pa tako i razliCit doprinos njenom objaSnjavanju. TeZi se pronalazenju onih latentnih
determinanti koje Cine datu strukturu, kao i pronalazenju relacija izmedu latentnih dimenzija, kako bi se ta struktura
(sklop, sistem) mogla objasniti. Multivarijacioni pristup prou¢ava (analizira) medusobni odnos viSe od dve varijable
istovremeno. Meduodnos varijabli se utvrduje korelacijom sa kojom zapo€inje multivarijaciona analiza. U procesu
nauénog objasnjenja prirode nekog fenomena polaznu osnovu analize sa€injavaju podaci koji se odnose na jedan ili
vise skupova objekata. Ovi objekti u analizi mogu biti pojedinci, ljudske zajednice, razliCiti predmeti, a takode i
prirodni fenomeni ili one pojave koje su proizvod aktivne delatnosti Goveka. Cesto nismo u prilici da kompleksnu
prirodu objekata sagledamo u potpunosti. Multivarijaciona analiza predstavlja skup statistickih metoda koje simultano
analiziraju viSedimenziona merenja dobijena za svaku jedinicu posmatranja iz skupa objekta koji ispitujemo (Pecina,
2006; Kovaci¢, 1994).

Tabela 1: Kovarijaciona (korelaciona) matrica

Promenljiva
Objekat 1 2 o Xi v Xo
1 X11 X12 Xy Xip
2 X21 X22 . X9 .. X2p
/ Xit Xi2 . Xj ... Xip
N Xn1 Xn2 e Xnj . Xnp
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Osnovu metoda multivarijacione analize predstavlja kovarijaciona ili korelaciona matrica. Pretpostavimo da
smo tokom merenja sakupili podatke za i objekata, i = 1,2,...,n, o, i njihovih j svojstava, j = 1,2,...,p. Dobijeni podaci
predstavljaju osnovu multivarijacione analize i prezentujemo ih u vidu matrice podataka (tabela u kojoj se red odnosi
na objekat, a kolona na promenljivu-varijablu). Tabela 1 daje prikaz podataka za n redova (objekata) i p kolona
(obelezja, odnosno promenljivih), gde (i, j) element matrice predstavlja vrednost j — te promenljive merene na j — tom
objektu. U matriénoj notaciji ovu matricu podataka ozna¢avamo sa X, odnosno [Xj], i=1,2,...,n; j= 1,2,...,p.

Tabela 2. Podela multivarijacionih metoda prikazana u zavisnosti od ciljeva istraZivanja

Cilj istraZivanja Multivarijacione metode primerene cilju istraZivanja

Stepen povezanosti Multipla korelacija i regresija
Kanonicka korelacija
Multipla analiza frekvencija (diskretne var.)
ZnacCajnost razlika izmedu grupa Faktorijalna ANOVA
Faktorijalna ANCOVA
Faktorijalna MANOVA
Faktorijalna MANCOVA
Jednosmerna MANOVA ili Hotelling’s T2
Profile analysis - PA
Predikcija pripadnosti grupa Jednosmerna diskriminaciona analiza — DA
Faktorijalna diskriminaciona funkcijska analiza — DFA
Struktura veze:

Empirijska Analiza glavnih komponenata — PCA (Principal components
analysis)
Teoretska Faktorska analiza — FA

Izbor odgovarajueg metoda za analizu matrice podataka zavisi od mnogih faktora, a opredeljen je pre
svega vrstom problema, tipom podataka, karakteristkama same metode, i u krajnjem slucaju, ciliem istrazivanja.
Direktno zakljuCivanje o meduzavisnosti promenljivih, odnosno o meduodnosu objekata je veoma tesko, ako je
uopste moguce, s obzirom na dimenzije matrice podataka. U te svrhe mozZemo koristiti metode multivarijacione
analize za redukciju velike koli€ine podataka i njihovom iskazivanju preko nekoliko veli¢ina. Ovim metodama
istovremeno postizemo pojednostavljiivanje slozene strukture posmatranog fenomena u ciliu njegove lakse
interpretacije. Pored ovog, pre svega deskriptivnog zadatka, metode multivarijacione analize koristimo u procesu
zaklju€ivanja, tako Sto ocenjujemo, na primer, stepen meduzavisnosti promenljivih ifili testiramo njihovu statisticku
znacajnost. Naposletku, neke od metoda multivarijacione analize su iskljuivo istrazivakog karaktera, $to ée re¢i da
se koriste ne za testiranje apriori definisanih hipoteza, nego za njihovo generisanje, odnosno konstruisanije.

Klasifikacije metoda multivarijacione analize zasnovane su na razlicitim klasifikacionim kriterijumima (Tabela
2). Prva klasifikacija metoda pravi razliku prema tome da li su metode orjentisane ka ispitivanju meduzavisnosti
promenljivih, ili im je osnovni zadatak ispitivanje meduzavisnosti objekata. Kada istrazujemo meduzavisnost
promenljivih, tada posmatramo kolone matrice podataka. Jedan od nacina merenja meduzavisnosti promenljivin
baziran je na izraCunatom koeficijentu korelacije® medu njima. Kod drugog pristupa, u ciliu poredenja dva objekta ili

8 Koeficijent korelacije predstavija broj koji nam govori u kojoj su meri dve stvari, pojave, itd. povezane, u kom opsegu varijacije kod jedne idu uporedo sa
varijacijama kod druge. U razlicitim situacijama korelacija moZe da varira od vrednosti +1,00, koji predstavlja potpunu pozitivnu korelaciju, preko nule, koja
predstavlja potpunu nezavisnost, ili nepostojanje korelacije, pa do -1,00, Sto predstavlja potpunu negativnu korelaciju. Korelacija je uvek relativna vrednost s
obzirom na situaciju u kojoj je dobijena, a njena veli€ina ne predstavlja nikakvu apsolutnu vrednost. Stepen povezanosti izmedu dve varijable moze biti razlicit,
tako da za korelaciju:

1) ispod 0,30 - kaZemo da postoji slaba povezanost;

2) od 0,30 - 0,50 kazemo da postoji osrednja povezanost;

3) od 0,50 - 0,70 kazemo da postoji visoka povezanost;

4) preko 0,70 postoji jako visoka povezanost.

Ukoliko korelaciju podignemo na kvadrat (R2), mozemo ustanoviti koliki deo varijabiliteta u jednoj varijabli zavisi od variranja u drugoj varijabli.
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osobe, posmatramo odgovarajuce redove u matrici podataka, odnosno defini$emo razli¢ite mere bliskosti izmedu dva
objekta ili osobe. Osnovu ovih metoda multivarijacione analize predstavlja matrica odstojanja izmedu objekata.

Prema drugoj klasifikaciji, metode delimo u dve grupe: metode zavisnosti (Tabela 3) i metode
meduzavisnosti (Tabela 4). Ukoliko smo u istraZivanju zainteresovani za ispitivanje zavisnosti izmedu dva skupa
promenljivih, gde jedan skup predstavija zavisne promenljive, a drugi nezavisne promenljive, tada se odgovaraju¢a
klasa metoda naziva metode zavisnosti.

Tabela 3. Statisticke metode zasnovane na zavisnosti

Varijable Zavisne(e)
Jedna Vise
Nezavisna(e) Merna kategorijska mernih kategorijskih
Jedna: Regresija Diskriminaciona analiza Kanonicka korelacija Multiple-group
Logistitka regresija diskriminaciona analiza
merna (MDA)
t-test Diskretna diskriminaciona MANOVA Diskretna MDA
Kategorijska analiza
Vise: Multipla regresija Diskriminaciona analiza Kanonicka korelacija MDA
LogistiCka regresija
mernih
ANOVA Diskretna diskriminaciona MANOVA Diskretna MDA
analiza
Kategorijskih Conjoint analiza

S druge strane, ako nema apriornog teorijskog osnova za podelu svih promenljivih na dva podskupa
promenljivih (zavisnih i nezavisnih), tada koristimo metode meduzavisnosti. Treba uoCiti da kod metoda zavisnosti
tezimo da objasnimo ili predvidimo jednu ili vise zavisnih promenljivih na osnovu skupa nezavisnih promenljivih.
Metode meduzavisnosti, s druge strane, nisu po svojoj prirodi prediktivne. Njima se pokuSava uciniti prodor u
kompleksnu unutradnju strukturu podataka i to njenim pojednostavljenjem, prvenstveno kroz redukciju podataka.

Tabela 4. Statisticke metode zasnovane na meduzavisnosti

Varijable Tip
Broj Merne kategorijske
9 Jednostavna koreladija Dvosmerna tablica kontigencije

Loglinearni modeli

ViSesmerna tablica kontigencije
Loglinearni modeli

Analiza korespodencije

Analiza glavnih komponenata (PCA)

vise 0d 2 Faktorska analiza (FA)

Na osnovu podele metoda multivarijacione analize na metode zavisnosti i meduzavisnosti klasifikujemo
konkretne metode:
Metode zavisnosti:

1. Multivarijaciona regresija. Ovo je najpoznatija metoda multivarijacione analize. Koristimo u njenom nazivu
izraz multivarijaciona da bi smo i na taj nacin razlikovali dva slu¢aja. Prvi, u okviru koga se bavimo analizom
zavisnosti jedne promenljive (zavisna promenljiva) od skupa drugih promenljivih (nezavisne promenljive).
Ovaj metod analize poznatiji je pod nazivom metod viSestruke regresije. Drugi slu¢aj je kad skup zavisnih
promenljivih sadrZi viSe od jednog ¢lana. Za ovaj slu¢aj kazemo da predstavlja opsti model multivarijacione
regresije. Kod oba modela zadatak nam je ocenjivanje ili predvidanje srednje vrednosti zavisne, odnosno
srednjih vrednosti zavisnih promenljivih, na bazi poznatih vrednosti nezavisnih promenljivih.
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Kanonicka korelaciona analiza. Ova analiza se moZe smatrati uopStenjem viSestruke regresione analize.
Naime, njome Zelimo uspostaviti linearnu zavisnost izmedu skupa nezavisnih i skupa zavisnih promenljivih.
Kod izraunavanja kanonicke korelacije formiramo dve linearne kombinacije, jednu za skup nezavisnih, a
drugu za skup zavisnih promenljivih. Koeficijente ovih linearnih kombinacija odredujemo tako da obi¢an
koeficijent korelacije izmedu njih bude maksimalan.

Diskriminaciona analiza (DA). Bavi se problemom razdvajanja grupe i alokacijom opservacija u ranije
definisane grupe. Primena diskriminacione analize omogucéava identifikaciju promenljive koja je najvise
doprinela razdvajanju grupa, kao i predvidanje verovatnote da Ce objekat pripasti jednoj od grupa, na
osnovu vrednosti skupa nezavisnih promenljivih.

Multivarijaciona analiza varijanse (MANOVA). Multivarijaciona analiza varijanse je odgovaraju¢a metoda
analize kada nam je cilj ispitivanje uticaja razli¢itih nivoa jedne ili vise ,eksperimentalnih” promenljivih na dve
ili vise zavisnih promenljivin. U tom smislu ona predstavlja uopstenje jednodimenzione analize varijanse
(ANOVA). Od posebne koristi je situacija kada je moguce sprovesti kontrolisani eksperiment (manipuliSuci
sa nekoliko tretmana). Osnovni cilj je testiranje hipoteze koja se tiCe varijanse efekta grupe dve ili vise
zavisnih promenljivih.

Logit analiza. Kada je u regresionom modelu zavisna promenljiva dihotomnog tipa (na primer, promenljiva
pola sa modalitetima musko-zensko), tada takav model nazivamo regresioni model sa kvalitativnom
zavisnom promenljivom. Kod njih je zavisna promenljiva logaritam koli¢nika verovatno¢a da ¢e dihotomna
zavisna promenljiva uzeti jednu, ili drugu vrednost (tzv. logit funkcija). Modele ovog tipa nazivamo i modeli
logistiCke regresione analize.

Metode medusobne zavisnosti:

Analiza glavnih komponenata (PCA). Analiza glavnih komponenata je metoda za redukciju veéeg broja
promenljivih koje razmatramo, na maniji broj novih promenljivin (nazivamo ih glavne komponente). NajéeSce
manjim brojem glavnih komponenata objasnjavamo pretezan deo varijanse originalnih promenljivih, $to
omogucava lak8e razumevanje informacije sadrzane u podacima. Osnovni zadatak jeste konstruisanje
linearne kombinacije originalnih promenljivih (glavnih komponenata) uz uslov da obuhvate $to je mogucée
veéi iznos varjanse originalnog skupa promenljivih. Sukcesivne glavne komponente izdvajaju se uz
ograni¢enje da su medusobno nekorelisane i da obuhvataju u maksimalnom iznosu preostali deo ukupne
varijanse koji nije obuhvaéen prethodno izdvojenim komponentama.

Faktorska analiza. Sliéna je metodi glavnih komponenata po tome $to se koristi za opis varijacija izmedu
promenljivih na osnovu manjeg broja promenljivih (nazivamo ih faktori). Medutim, za razliku od pomenute
metode, faktorska analiza pretpostavlja postojanje odgovarajuéeg statistickog modela pomocu koga
originalnu promenljivu iskazujemo kao linearnu kombinaciju faktora plus ,greSka modela“, odnosno veliine
koja odraZava stepen nezavisnosti posmatrane promenljive od svih ostalih. Na taj nacin se celokupna
kovarijansa ili korelacija objadnjava zajedni¢kim faktorima, a neobjasnjeni deo se pridruzuje gresci (naziva
se specifiCan faktor). Dakle, kod faktorske analize, za razliku od analize glavnih komponenata gde smo
zainteresovani za objasnjenje varijanse, nas interes je usmeren ka objaSnjenju kovarijanse, odosno onog
dela ukupne varijanse koji promenljiva deli sa ostalim promenljivama iz posmatranog skupa promenljivih.
Analiza grupisanja. Analiza grupisanja je metoda za redukciju podataka, no za razliku od prethodne dve
metode koje su orjentisane ka kolonama (promenljivama), ona je orjentisana ka redovima (objektima)
matrice podataka (Tabela 1). Ovom analizom kombinujemo objekte u grupe relativno homogenih objekata.
Zadatak u mnogim istraZivanjima je upravo identifikovanje manjeg broja grupa, tako da su elementi koji
pripadaju nekoj grupi u izvesnom smislu slicniji jedan drugom, nego $to su to elementi koji pripadaju drugim
grupama.

ViSedimenzionalno proporcionalno prikazivanje. Pripada klasi metoda koje su orjentisane ka objektima, a
koristi meru sliénosti, odnosno razlike izmedu njih, u cilju njihovog prostornog prikazivanja. lzvedena
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prostorna reprezentacija sadrZi geometrijski raspored taCaka na mapi, gde se svaka ta¢ka odnosi na jedan
od objekata. Ukoliko se za ovo proporcionalno prikazivanje koristi mera bliskosti dobijena na osnovu
merljivih (kvantitativnih) promenljivih nazivu metode dodajemo pridev kvantitativno, a ako smo za raCunanje
mera slicnosti koristili kvalitativne promenljive, tada nazivu metode dodajemo pridev kvalitativno.

5. Loglinearni modeli. Ovi modeli omoguc¢avaju ispitivanje medusobne zavisnosti kvalitativnih promenljivih koje
formiraju viedimenzionu tabelu kontigencije. Ukoliko se jedna od promenljivih u tabeli kontigencije moZze
smatrati zavisnom, tada na osnovu ocenjenih loglinearnih modela mozemo izvesti ranije spomenute logit
modele. Medutim, kod tabela kontigencije logit funkcija se izrazava preko Celijskih frekvencija, za razliku od
modela logisti¢ke regresije, gde logit funkciju iskazujemo preko skupa nezavisnih promenljivih koje mogu biti
kvantitativne ili kvalitativne.

2.3.1.1. Diskriminaciona analiza

Metod multivarijacione analize koji se bavi razdvajanjem razliitih grupa i alokacijom opservacija u unapred
definisane grupe nazivamo diskriminaciona analiza. Diskriminaciona analiza ima dva osnovna cilja. Prvi, da utvrdi da
li postoji statistiCki znagajna razlika u sredinama dve ili vise grupa, a zatim da odredi koja od promenljivih daje najveci
doprinos utvrdenoj razlici. Ovaj cilj analize nazivamo diskriminacija, ili razdvajanje izmedu grupa. Drugi cilj se odnosi
na utvrdivanje postupka za klasifikaciju opservacija na osnovu vrednosti nekoliko promenljivih u dve ili viSe unapred
definisanih grupa. Ovaj cilj nazivamo klasifikacija ili alokacija opservacija. U konkretnom istraZivanju ova dva cilja
Cesto se medusobno preklapaju, pa sredstva za analize koja koristimo za razdvajanje izmedu grupa istovremeno
sluZe i za klasifikaciju opservacija u te unapred definisane grupe. U literaturi, metode diskriminacione analize koje se
odnose na prvi cilj- razdvajanje izmedu grupa, izlazu se pod nazivom deskriptivna diskriminaciona analiza, dok se
metode primerene drugom cilju- alokacija opservacija, izlazu pod nazivom metode klasifikacije. StrateSki pristup u
diskriminacionoj analizi podreden je nalazenju sredstva za razdvajanje grupa, odnosno pouzdanu klasifikaciju
opservacija (zavisna promenljiva je kvalitativna, dok su nezavisne promenljive kvantitativne).

Klasifikuj u =

1 R ¥

Slika 45. Graficka ilustracija diskriminacione analize dve grupe

Sa tehnicke strane, osnovni cilj diskriminacione analize jeste formiranje linearnih kombinacija nezavisnih
promenljivih kojima ¢e se diskriminacija izmedu unapred definisanih grupa tako izvrSiti da greSka pogreSne
klasifikacije opservacija bude minimizirana. Odnosno, drugacije reCeno, tezi se maksimiziranju relativanog odnosa
varijansi izmedu i unutar grupa. Linearnom kombinacijom nezavisnih promenljivih za svaki posmatrani objekat
istrazivanja odredimo broj, nazvan diskriminacioni skor, koji se zatim transformiSe u aposteriornu verovatnoéu da
objekat potice iz jedne od grupa. Na Slici 45 izloZena je osnovna ideja diskriminacione analize. llustrovan je problem
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diskriminacije izmedu dve grupe (171 i T2) na osnovu dve nezavisne promenljive (X1 i X2). Elipsama je obuhvaceno,
recimo 95% opservacija prve i druge grupe na odnosnim dijagramima rasejanja. Diskriminacioni skor za svakog
ispitanika (ili objekat) formira se na osnovu linearne kombinacije vrednosti dve nezavisne promenljive. U opStem
sluaju imamo Y=a’X, gde je Y diskriminacioni skor, a je p-dimenzioni vektor diskriminacionih koeficijenata
(koeficijenti linearne kombinacije), dok je X p-dimenzioni vektor nezavisnih promenljivih. Projekcija tacaka sa
dijagrama rastojanja na Y osu generiSe jednodimenzione rasporede diskriminacionih skorova dveju populacija 11 i

2. Istovremeno su pravim linijama teZita elipsi %1 i 2 (realizovana vrednost sredine odnosnih grupa) spojena sa

njihovim projekcijama na Y osu (tacke ¥+ i ¥2). Sredine diskriminacionih skorova za ove dve grupe nazivamo prvi,
odnosno drugi centroid. Njihovim poredenjem mozemo utvrditi koliko su grupe medusobno udaljene. Za potrebe

l2(71 +V2)

klasifikacije opservacija uneta je i sredina centroida, tj. . Srafirana povréina na krajevima dva
jednodimenziona rasporeda, dobijena njihovim preklapanjem, bice minimalna upravo za projekciju na Y osu one

< Gy

prave liniie koja prolazi kroz dve tacke preseka elipsi. Srafirana povrsina pod krivom levo od tacke
predstavlja verovatnou pogredne klasifikacije onih ispitanika (objekata) koji pripadaju grupi 11, a mi smo ih alocirali u

A ey

grupu T, dok Srafirana povrSina pod krivom desno od tacke = predstavija verovatno¢u pogresne
klasifikacije ispitanika iz grupe T2 u grupu .

Na ovaj nadin problem razdvajanja dve populacie pojednostavien je u tom smislu $to umesto
dvodimenzionih rasporeda promenljivin X1 i X2 posmatramo jednodimenzione rasporede diskriminacionih skorova Y,
uz maksimalno razdvajanje sredina grupa. Istovremeno je pokazano kako se linija kojom razdvajamo dve grupe
koristi za alokaciju opservacija u jednu od grupa.

2.3.1.2. Metod glavnih komponenata

Metod glavnih komponenata (PCA) je vid statistiCke analize koji se koristi za smanjivanje dimenzije skupa
podataka uz istovremeno zadrzavanje maksimalnog moguceg varijabiliteta koji je prisutan u tim podacima. Pored
toga, ovaj metod predstavlja i istrazivacko sredstvo analize pomocCu koga se generiSu hipoteze o prou¢avanom
fenomenu. Hipotetitka struktura fenomena, utvrdena metodom glavnih komponenata, ispituje se dalje kori§¢enjem
drugih metoda multivarijacione analize (na primer, metodom multivarijacione regresije ili kanonicke korelacione
analize). Osnovni zadatak metode glavnih komponenata jeste odredivanje linearne kombinacije originalnih
promenljivih (varijabli) koja ¢e imati maksimalnu varijansu. Drugi, opstiji zadatak metoda glavnih komponenata jeste
odredivanje nekoliko linearnih kombinacija originalnih promenljivih koje ¢e, pored toga Sto imaju maksimalnu
varijansu, biti medusobno nekorelisane. Istovremeno se odredivanjem ovih linearnih kombinacija gubitak informacija
sadrZanih u skupu originalnih promenljivih svodi na minimalnu mogucu meru. Primena ovog metoda podrazumeva da
se originalne promenljive transformiSu u nove promenljive (linearne kombinacije) koje se nazivaju glavne
komponente i koje predstavljaju sustinu koju nosi veci broj originalnih komponenata.

Ulazne podatke za analizu glavnih komponenata prezentujemo u vidu matrice podataka (u kojoj se red
odnosi na objekat (n objekata), a kolona na promenljivu (p promenljivih), Tabela 1).
Cilj analize je kreiranje p linearnih kombinacija izvornih varijabli (2.7,) koje se nazivaju glavne komponente
(principal components):
&= wiXr+ wiXot o+ wipXp
&= waXs+ waXot L+ wpXp

ﬁo = Wp1X1 + Wp2X2 + + prXp 21a
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gdesu &y, &2 ... & , p glavnih komponenata i w; su koeficijenti (weights) tj. konstante koje Cine koeficijente j-te varijable
za i-tu glavnu komponentu. Konstante wjprocenjene su tako da: &, prva glavna komponenta, objadnjava maksimum
varijanse iz podataka, druga glavna komponenta, &, objaSnjava maksimum varijanse koja je ostala neobjasnjena
prvom, i tako dalje.

W2/1+W2/2+...+W2/p=1 i=1 .. p 2.1p
WitWj1 + WigWjz + ... + WipWjp = 0 zasvei#j 2.1¢

Uslov da zbir kvadrata konstanti iznosi 1, iz jednacine 2.15, zadat je zbog neophodnosti fiksiranja skale
novih varijabli. U protivnom, moguce bi bilo povecati varijansu linearne kombinacije jednostavnom promenom skale.
Uslov iz jednacine 2.1 obezbeduje medusobnu nekoreliranost novih varijabli (nove ose medusobno su ortogonaine).
Konstante wj, nazivaju se svojstveni vektori ili latentni vektori (eigenvectors) i geometrijski su u dvodimenzionalnoj
strukturi zapravo, sinusi i kosinusi uglova novih osa, tj. glavnih komponenata. Transformsane vrednosti izvornih
varijabli putem 2.1, predstavljaju skorove glavnih komponenata (principal component scores).

Suma varijansi svih izvornih varijabli je ukupna varijansa. Deo te ukupne varijanse objadnjen jednom
glavnom komponentom naziva se svojstvena vrednost ili latentni koren (eigenvalue). Svojstvena vrednost je najveca
u prvoj glavnoj komponenti, a u svakoj slede¢oj njena je vrednost sve manja. Suma svih svojstvenih vrednosti
jednaka je ukupnoj varijansi. Cilj je, iteracijskim postupkom, izdvojiti $to veci deo ukupne varijanse za nekoliko prvih
glavnih komponenata, $to se uobiCajeno izrazava u kumulativnim procentima ukupne varijanse, i time redukovati broj
izvornih varijabli. Svojstvena vrednost je zapravo varijansa izratunata iz seta skorova glavne komponente, $to se
moze prikazati setom jednacina:

WiiX1+ WeXo + .+ WipXp = AX4
WorX1+ WaXo + ...+ WopXp = AX2

Wp1X1 + Wp2Xo + ... + WppXp = AXp 2.14
ili u obliku matrice:

Wx=Axili (W-Al)x=0 2.1e
gdje je | jediniCna matrica p x p sa vrednosti jedan u dijagonali, 0 je p x 1 nulti-vektor, a vrednosti skalara A su
svojstvene vrednosti matrice W. Ako se za i-tu svojstvenu vrednost A, postavi X4 = 1, tada se rezultirajuéi vektor sa
vrednosti x zove i -ti svojstveni vektor matrice A (2.15).

1
X9

Xj = X3

Xni
- - 2.1
Proces dobijanja svojstvenih vektora i vrednosti je kljuéni matematicki problem, a reSava se pomocu
rastavljanja svojstvenih vrednosti (Singular Value Decomposition), SVD. SVD izrazava bilo koju matricu tipa n x p
(gdje je n = p) kao trostruki produkt tri matrice P, D i Q, tako da:

X=PDQ’, 2.1,
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gdje je X matrica tipa n x p ranga kolone r, P je n x r matrica, D je dijagonalna matrica r x r, a Q" je matrica r x p.
Matrice P i Q su ortogonalne pa je:

PP=I 214

QQ=1I. 2.1

Kolona p matrice Q" sadrZi svojstvene vektore matrice XX, a dijagonala matrice D sadrZi korenske
vrednosti korespondirajucih svojstvenih vrednosti matrice X'X. Isto tako, svojstvene vrednosti matrica XX i XX su
iste. U zavisnosti od problema, tipu varijabli i skali njihovog merenja, ulazna matrica moze biti ili matrica kovarijansi ili
matrica korelacija. Matrica kovarijansi C je simetri¢na, a kovarijanse cov;su varijanse s2.

COVy14 COV1y2 CoVyp
CoVqo COV22 ar CoVp
C=
_ - 2.1
Matrica korelacija R (kao i C) mora biti simetriéna:
r11 r12 Ip 1 rg .. Ip
I21 I22 I2p 21 1 I2p
R = . . = . .

' o2 o , o2 - 1
Ip1 p1

- - - T2

U radu sa PCA oCekuje se da ¢e vecina novih varijabli €initi Sum — noise, i imati tako malu varijansu da se
ona moze zanemariti, tj. da ¢e vecinu informacija poneti prvih nekoliko ¢ varijabli - glavnih komponenata, Cije su
varijanse znacajne veli€ine. Dakle, iz velikog broja izvornih varijabli kreirano je tek nekoliko glavnih komponenata
koje nose vecinu informacija i Cine glavni oblik - pattern. Medutim, nije uvek tako. Ako su izvorne varijable
nekorelisane, analiza ne daje povoline rezultate. Najbolji rezultati mogu se posti¢i kad su izvorne varijable visoko
pozitivno ili negativno korelisane. Tada se moZe oéekivati da ¢e npr. 20-30 varijabli biti obuhvaceno sa 2 ili 3 glavne
komponente.

Pretpostavke za primenu analize glavnih komponenata viSe su konceptualne, nego statisticke. Analiza nije
osetljiva na probleme normalnosti, linearnosti i homogenosti varijansi. Zapravo, odredena doza multikolinearnosti je
¢ak i pozeljna. Osnovni koraci u analizi glavnih komponenata su sledeci:

1. Obzirom da je vecina setova podataka konstruisana iz varijabli razli¢itih skala i jedinica merenja, potrebno je

standardizovati varijable tako da im je prosek 0, a varijansa 1.

2. lzraCunati matrice korelacija izmedu svih izvornih standardizovanih varijabli.
3. Pronaci svojstvene vrednosti glavnih komponenata.
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4. Odbaciti one komponente koje su nosioci proporcionalno malog udela varijanse (obiéno prvih nekoliko nose
80% - 90% ukupne varijanse).
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Slika 46. Geometrijska interpretacija metode glavnih komponenata

Geometrijski gledano, metoda glavnih komponenata je izbor novog koordinatnog sistema dobijenog
ortogonalnom transformacijom originalnog sistema (Slika 46). Novi koordinatni sistem formiraju svojstveni vektori
(Cine osnovu za interpretaciju glavnih komponenata) najveéih svojstvenih vrednosti kovarijacione matrice skupa
podataka. Njihove vrednosti su u prvoj glavnoj komponenti, najéeSce relativno ravnomerno rasporedene po svim
izvornim varijablama (prva glavna komponenta je smer duz kojeg je varijansa podataka najve¢a). U drugoj glavnoj
komponenti dolazi do njihove vece disproporcije, Sto omogucava izdvajanje izvorne varijable (ili tek nekoliko njih) sa
jaéim uceS¢em i pomaze u objadnjavanju i sazimanju ukupne varijabilnosti (druga glavna komponenta je smer
maksimalne varijanse podataka u prostoru vertikalno orjentisanom na prvu glavnu komponentu.).

Skorovi glavnih komponenata mogu posluZziti jos i:

1. Zadalju interpretaciju rezultata grafiCkim predstavijanjem. Tako se njihov relativni medusobni polozaj moze i
vizualno ispitati.

2. Kao ulazne varijable u drugim multivarijacionim metodama kao npr. klaster, regresijska i diskriminaciona
analiza. Prednost koris¢enja skorova je u tome $to nove varijable ne koreliSu medusobno, Cime je reSen
problem multikolinearnosti.

2.3.1.3. Klaster analiza (analiza grupisanja)

Metod multivarijacione analize koji se koristi za klasifikovanje (klasteriranje) objekata u grupe (ili klastere),
tako da su objekti unutar grupe obzirom na odredene varijable (svojstva) homogeni (kompaktni ili sli€niji), a izmedu
grupa obzirom na te iste varijable (svojstva) znatno razli¢iti, naziva se analiza grupisanja ili klaster analiza. Sam
postupak klaster analize zahteva sledece:

1. Izbor skupa uzoraka za analizu.
Odredivanje skupa relevantnih varijabli koje ¢e reprezentovati obelezja objekata (entiteta, uzoraka).
Odabir transformacije originalnih podataka.
Odabir metode za odredivanije udaljenosti tj. slinosti izmedu objekata.
Odabir metode za povezivanje objekata u klastere.
Geometrijski koncept klaster analize, u dvodimenzionom prostoru, je da se svaki opazaj moze svesti na
taCku. Uopsteno, svaki je opazaj moguce prikazati kao tacku u p dvodimenzionalnom prostoru, gde je p broj varijabli

ok e
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(ili svojstava) koji opisuju opazaj. Isto tako je moguce klasifikovati {j. klasterirati varijable. Tada su varijable u grupi
(klasteru) sliéne obzirom na odredene opazaje. Geometrijski, analogno klasteriranju opaZaja, sada se u n
dimenzionalnom prostoru opazaja prikazuju varijable. Da bi odgovorila svom osnovnom zadatku analiza grupisanja
zahteva definisanje mere bliskosti dva objekta na osnovu njihovih karakteristika. Polaznu osnovu razli¢ith metoda
grupisanja predstavljaju podaci uredeni u matricu podataka sa n redova (objekata) i p kolona (promenljivih) (Tabela
1). U analizi grupisanja na osnhovu (n x p) matrice podataka formiramo (n x n) matricu bliskosti, &iji elementi mere
stepen sliénosti ili razlike izmedu svih parova profila iz matrice podataka. Nakon formiranja matrice bliskosti u
narednoj etapi analize grupisanja vrSimo izbor metode grupisanja. Metode grupisanja predstavljaju skup pravila
pridruZivanja objekata u grupe na osnovu mere bliskosti izmedu objekata. U literaturi, predloZen je veliki broj metoda
grupisanja od kojih, u konkretnom istrazivanju, treba izabrati onaj koji je primeren prou¢avanom problemu. Najée$¢e
su korid¢ene hijerarhijske metode grupisanja, kod kojih se u svakoj iteraciji objekti pridruzuju prethodno formiranim
grupama, ili sa drugim objektima formiraju novu grupu. Svaka naredna iteracija objedinjuje postojece grupe sve dok
se ne kompletira hijerarhijska struktura datog skupa objekata. Graficki prikaz takve hijerarhijske strukture je
hijerarhijsko drvo ili dendogram. Slika 47 daje graficki prikaz na primeru grupisanja pet objekata.

Postoje dva nacina formiranja hijerarhijske strukture. Prvi nain je udruzivanjem, kada se pri formiranju
grupa kre¢emo od grana drveta ka njegovom korenu — aglomerativna hijerarhijska analiza (na Slici 47, s leva na
desno). Drugi nacin formiranja hijerarhijske strukture jeste deobom, kada se kre¢emo u obrnutom smeru, od korena
ka granama - diviziona hijerarhijska analiza. Naposletku se opredeljujemo za jedan od metoda za razvoj klastera.
Svaka od metoda se zasniva na matricama udaljenosti ili sli¢nosti medu objektima (n x n). Ono po ¢emu se razlikuju
je nacin na koji se procenjuje udalienost izmedu klastra u sukcesivnim koracima:

1. Prosto povezivanje ili metoda najblizeg suseda (single linkage; nearest neighbour) je zasnovana na
grupisanju objekata u klastere koris¢éenjem udaljenosti kao kriterijuma: minimalna udaljenost-maksimalna
srodnost.

2. Potpuno povezivanje ili metoda najdalieg suseda (complete linkage; furthes neighbour) je zasnovana na
kriterijumu maksimalne udaljenosti (f. minimalne sliénost) medu objektima unutar jednog klastera.
Maksimalna udaljenost medu objektima u svakom klasteru prakticno odreduje najmaniju sferu koja moze da
objedini sve entitete unutar posmatranog klastera. Iz ovog razloga, ovaj postupak se ponekad naziva i
metodom preénika, a njegovim koris¢enjem se mogu prevazici pojedini nedostaci prostog povezivanja.

3. Prosetna veza izmedu grupa (average linkage between groups; unweighted pair-group average) definiSe
udaljenost izmedu dva klastera A i B kao prosek udaljenosti izmedu svih unakrsnih parova (A;,B;) koji se
mogu definisati u okviru datih (dva) klastera. Kako ova metoda uzima u obzir informacije 0 svim unakrsnim
parovima objekata dva klastera, trebalo bi da daje bolje rezultate od prethodne dve pomenute metode.
Varijacija ovog postupka je weighted pair-group average metod, koja se razlikuje samo po tome sto se kod
njega uzima u obzir i veli¢ina odgovarajuceg klastera (ij. broj objekata koji on obuhvata). Upotreba ovog
postupka se preporucuje onda kada se oCekuje da ¢e se klasteri znacajno razlikovati po “dimenziji”.

4. ProseCna veza unutar grupa (average linkage within groups) kombinuje klastere tako da prose€na
udalienost izmedu ¢lanova novog klastera (sacinjenog od postoje¢a dva) bude $to manja. Udaljenost
izmedu dva klastera definSe se kao proseéna udaljenost izmedu svih objekata koji bi sadinjavali novi klaster
dobijen udruZivanjem dva postojeca.

5. Vardov postupak (Ward's method) podrazumeva izradunavanje aritmeticke sredine za svaku varijablu, a
zatim i izraCunavanje (za svaki od objekata) kvadratne Euklidove udaljenosti od prethodno odredene
aritmeticke sredine klastera. Vrsi se udruzivanje onih klastera za koje je najmanje odstupanje u vrednostima
suma Euklidovih udaljenosti po svim objektima posmatranih klastera. Ovaj metod je jedini koji ne raduna
udaljenost izmedu klastera, ve¢ maksimizira homogenost unutar klastera.
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6. Metoda centroida (centroid clustering method) odreduje udaljenost izmedu klastera kao udaljenost izmedu
aritmeti¢kih sredina oba klastera (njihovih centroida).
lteracije
1 2 3 4
Obijekat 1

Objekat 2

Koren
Grane Objekat3

Objekat 4 — S

Objelat 5§~
Slika 47. Hijerarhijsko drvo - dendogram nastao na primeru udruzivanaja 5 objekata

Grupu kod korena, koja sadrZi sve objekte, delimo sve dok ne formiramo grupe sa po jednim objektom u
svakoj. Kod nekih istraZivanja cilj je formiranje kompletne hijerarhijske strukture, dok je cilj kod drugih dobijanje samo
jednog grupisanja. U ovom (drugom) slu€aju dendogram se jednostavno ,preseca”’ na odredenoj visini izborom
Zelienog broja grupa. Time smo dobili jedno od mogucih reSenja problema grupisanja. U svrhe odredivanja broja
grupa obicno se koristi jedan od kriterijuma optimalnosti. Tokom formiranja hijerarhijske strukture objekata, u svakom
koraku, izraGunava se vrednost izabranog kriterijuma optimalnosti. Prate¢i iz koraka u korak kretanje vrednosti
kriterijuma optimalnosti, donosimo odluku o optimalnom broju grupa. Najjednostavniji pristup problemu izbora grupa
zasnovan je na pracenju vrednosti mere odstojanja pri kojoj se dve grupe udruzuju u jednu. KreCuéi se od prvog ka
(n-1) koraku, vrednosti mere odstojanja izmedu grupa ¢ée rasti. Vrednost mere odstojanja izmedu grupa ¢e u prvim
koracima (kada je broj grupa velik) rasti relativno sporije. Medutim, sa smanjivanjem broja grupa, odnosno
povecanjem broja koraka u iterativnom postupku hijerarhijskog udruzivanja objekata, vrednost mere odstojanja
izmedu grupa Ce rasti eksponencijalno. Sada se moze u okolini oCekivanog broja grupa ispitati ponasanje vrednosti
mere odstojanja izmedu grupa. Ako se u odredenom koraku zabelezi velika promena u vrednosti mere odstojanja
izmedu grupa, tada broj grupa koji je prethodio tom koraku proglaSavamo optimalnim.
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3.1. Biljni materijal

Tabela 5 sadrZi detaljan opis 180 biljnih vrsta (lokalitet, tip stanista, tip i stanje bilinog materijala, fenolosku fazu
bilike u vreme sakupljanja materijala, kao i prinos dobijenog etarskog ulja), od kojih su 23 analizirane u Laboratoriji za
organsku analizu i sintezu. Takvi taksoni obelezeni su zvezdicom, a 14 vrsta® od pomenutog broja ispitano je u svrhu
izrade doktorske disertacije. Botani¢ku identifikaciju zvezdicom oznaCenog materijala izvrSio je asistent Bojan
Zlatkovi¢, Odsek za biologiju sa ekologijom, Prirodno-matematicki fakultet, Univerzitet u NiSu, i takvi su herbarski
primerci deponovani u Herbarijum BioloSkog fakulteta, Univerziteta u Beogradu (i zavedeni pod BEOU vaucer
brojevima). Podaci za ostale taksone su preuzeti iz primarne literature.

Biline vrste koje su navedene u Tabeli 5 izabrane su da predstavljaju Cetiri najzastupljenije familije na podruéju
Evrope (Balkansko poluostrvo): Cyperaceae (3 vrste), Apiaceae (46 vrsta), Asteraceae (43 vrste) i Lamiaceae (56
vrsta, 88 taksona). Da bi se sagledala povezanost u produkciji isparljivih jedinjenja (sekundarnih metabolita) u okviru
hijerarhijski niZih taksona (npr. u okviru familije), odabir vrsta je izvrSen tako da zadovolji taksonomsku klasifikaciju
(vodilo se raduna o zastuplienosti subfamilija i tribusa, uz napomenu da je ograniCavajuéi faktor bio nepostojanje
podataka o isparljivoj hemiji), da bi se dobila $to kompletnija slika koja ¢e predstavijti prave odnose. Odabir biljnih
vrsta u okviru taksonomskih kategorija (viSih i niZih od nivoa roda) vrsen je slu€ajnim izborom.

3.2. Izolovanije etarskih ulja

Svih 14 ispitivanih etarskih ulja dobijeno je, iz usitnjenog svezeg ili suvog bilinog materijala, hidrodestilacijom u
originalnom aparatu tipa Clevenger u toku 2,5 h (Tabela 5, vrste oznaCene zvezdicom). Nakon hidrodestilacije, ulja
su iz vodenog sloja ekstrahovana dietil-etrom, a etarski ekstrakti suSeni anhidrovanim MgSQs. Posle odvajanja
sredstva za suSenje filtracijom, etar je uklonjen destilacijom na rotacionom-vakuum uparivau. Oznake i prinosi
etarskih ulja (w/w, obracunato prema masi suvog ili svezeg biljinog materijala) su navedeni u Tabeli 5. Sva etarska
ulja su analizirana neposredno nakon izolovanja koriséenjem metoda GC i GC-MS. Svaki od uzoraka je pre analize
(GC i GC-MS) razblazen dietil-etrom (1:100).

Da bi se izbegle nedoslednosti u tehnikama ekstrakcije i analize, preuzimani su samo oni podaci iz primarne
literature gde je etarsko ulje iz bilinog materijala izolovano hidrodestilacijom (metoda po Clevenger-u), a kvantitativna
i kvalitativna analiza vrSena GC i GC-MS metodom.

3.3. Gasna hromatografija-masena spektrometrija (GC-MS)

Sve GC-MS analize su vrSene na aparatu Hewlett-Packard 6890N Il, na kapilarnoj koloni 30 m x 0,25 mm,
sa stacionarnom fazom HP-5MS (5% fenil-metilsiloksan, Agilent Technologies, USA), debljine filma 0,25 ym. Gasni
hromatograf je bio direkino kuplovan sa masenim detektorom MSD 5975B iste kompanije. Temperatura injektora i
interfejsa su odrzavane na 250 °C i 300 °C, dok je temperaturno programiranje bilo linearno: temperatura je
postepeno povecavana od 70 °C do 290 °C brzinom 5 °C/min; u toku poslednjih 10 min temperatura je odrzavana na
290 °C. Helijum je koriS¢en kao noseci gas, a brzina protoka je bila 1 ml/min. Uzorci, pripremljeni kako je prethodno
opisano, su injektovani u pulsed split modu (u toku poCetnih 0,5 min brzina protoka je bila 1,5 mL/min a nakon toga,
do zavrSetka analize, 1,0 mL/min; split ratio je bio 40:1). Jonizacija je vrSena u El modu, elektronima energije 70 eV,
a maseni spektri su beleZeni za m/z u opsegu od 35 do 500 (vreme skeniranja 0,32 s).

9 Cyperus glomeratus L.; Berula erecta (Hudson) Coville subsp. erecta; Achillea distans Wild. subsp. distans; Doronicum austriacum Jacg.
subsp. giganteum (Griseb.) Stoj. et Stef.; Stachys recta L. subsp. subcrenata (Vis) Briq.; Stachys recta subsp. recta; Ajuga laxmannii (L.)
Benth.; Lamium album L.; Lamium amplexicaule L.; Lamium bifidum Cirillo; Lamium galeobdolon (L.) L.; Lamium garganicum L. subsp.
laevigatum Arcang.; Lamium maculatum L.; Lamium purpureum L.
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Tabela 5. Pregled biljnih vrsta koris¢enih u statistickoj obradi

Stanje biljnog

Prinos ulja

Takson Lokalitet Tip bilinog materijala ~ FenloSka faza ’ Oznaka** Referenca
materijala (wiw)
Apiaceae
Aegopodium podagraria L. Pl. Kopaonik, SR Nadzemni delovi Cvetanja Osusen 0,11 u29 ggggetanos etal,
Anethum graveolens L. Plovdiv, BG Seme Plodono$enja OsuSen 3,80 u15 Jirovetz et al., 2003
Angelica arhangelica L. Vilinius, LT Seme Plodono$enja Osusen 0,80 U4 g(l)\g;sklene otal,
Anthriscus sylvestris (L.) Hoffm. Groningen, NL Nadzemni delovi; list Cvetanja Svez 0,10 U45 Bos et al., 2002
) Sicilija, vertikalne litice, 100- . - . . Camarda et al.,

Athamanta sicula L. 1500 m iznad mora, IT Nadzemni delovi; list Cvetanja Osusen nd U44 2008
Berula erecta (Hudson) Coville subsp. erecta® Dolac, Siéevacka klisura, SR~ Nadzemni delovi; list Pred cvetanje Svez 0,004 U46 Ia_lazza(;%;c et
Bupleurum prasaltum L. Pl. Ozren, SokoBanja, SR~ Nadzemni delovi Cvetania Osugen 0,05 u2s ggggtams etal,

. . Nadzemni delovi; list . . Pala-Paul et al.,
Cachrys trifida L. Madrid, ES i stabliika Cvetanja Osusen 1,20 u19 2004
Carum carvi L. nd Seme Plodono$enja Osusen nd u14 Izaoc(g)sbelhs etal,
Chaerophyllum hirsutum L. PI. Kopaonik, SR Nadzemni delovi Cvetanja Osusen 0,10 u34 ggggta”"s etal,
Cnidium silaifolium (Jacq.) Simk. subsp. ' . . . . Kapetanos et al.,
orientale (Boiss.) Tutin PI. Orjen, MNG Nadzemni delovi Cvetanja Osusen 0,11 u27 2008
Conium maculatum L. Ni&, SR Nadzemni delovi st~ Cvetanja Osugen 0,04 u21 Raduovic etal.
Coriandrum sativum L. Ankara, TR Seme Plodono$enja Osusen nd u17 Kiralan et al., 2009
Cuminum cyminum L. Seme PlodonoSenja Osusen nd u13 Izaoc&belhs etal,
Daucus carota L. subsp. carota Lodz, PL Nadzemni delovi Cvetanja Osusen 0,09 u3 :ltarggégwska o
Diplotaenia cachrydifolia Konya, 1600 m, TR Nadzemni delovi; list Plodono$enja Osusen 1,67 U9 Ozcan et al., 2004
Eremocharis triradiata (Wolff.) Johnston PI. Andi, 2800-3600 m, PE Nadzemni delovi Cvetanja Sve? 0,04 u10 ?gg?tore otal.
Eryngium palmatum Vis. et Panci¢ Pl. Ozren, SR Nadzemni delovi Cvetanja Osusen 0,07 U1 ggg; tanos etal,
Falcaria falcarioides Bornm. et Wolff Chalouse, IR Nadzemni delovi Cvetanja Osusen 1,10 U25 g/loaos; udi et al.,
Ferula communis L. Sardinija, IT Nadzemni delovi Cvetanja Osusen 0,01 U18 Rubiolo et al., 2006
Ferulago angulata (Schlecht.) Boiss. Pl. Dena, 2500 m, IR Nadzemni delovi Cvetanja Osusen 0,5 u2 %g\ég:'a etal,
Foeniculum vulgare Mill. Firenca, Severna IT Nadzemni delovi; list Cvetanja Svez 0,38 U16 Piccaglia i Marott

2001
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Nadzemni delovi sa

Radulovi¢ et al.,

Geocarium cynapioides (Guss.) L. Engstrand* Cvetkova reka, Vlasina, SR tuberima Cvetanja Svez 0,03 U22 2008b
Iélzﬁgllgum candolleanum (Wight et Am.) Munnar, Zapadni Ghat, IN Nadzemni delovi, list Plodono$enja Svez 0,05 u7 John et al., 2007
;izi?ri]a dubia (Schkuhr) Lavrova et V. N. Jezero Rgit;)lﬁ?/,R/ﬂtai, Juzni Nadzemni delovi Cvetanja Sves 0,03 U5 ;’ggghev etal,
Laser trilobum (L.) Brokh. Kosovska Mitrovica, SR Nadzemni delovi Cvetanja Osusen 0,13 u33 ggggetanos etal,
Laserpitium silerL. Kosovska Mitrovica, SR Nadzemni delovi Cvetanja Osugen 1,21 U32 ggggta”“ otal,
Leutea elbrusensis Mozaffarian Karaj, Teheran, IR Nadzemni delovi Cvetanja Osusen 0,94 ué g/loa;fudi etal,
Libanotis montana Cr. PI. Kopaonik, SR Nadzemni delovi Cvetanja Osugen 022 U26 ggggtams etal,
Orlaya grandifiora (L.) Hoffm. PI. Ozren, SR Nadzemni delovi Cvetanja Osusen 0,13 U31 ggggtams etal,
Pastinaca hirsuta Panci¢ PI. Ozren, SR Nadzemni delovi Cvetanja Osusen 0,20 u3s ggggtams etal,
Petroselinum crispum (Mill.) Nym Lodz, PL Nadzemni delovi; list nd Svez 1,60 u12 gi::;vlfak,agoos
Peucedanum alsaticum L. PI. Fruska Gora, SR Nadzemni delovi Cvetanja Osusen 0,13 u3s gggsetanos otal,
Peucedanum austriacum (Jacq.) Koch PI. Kopaonik, SR Nadzemni delovi Cvetanja Osusen 0,13 U39 gggsetanos otal,
Peucedanum cervaria (L.) Cuss. KOSOVSkamiggzigaﬁ planinska Nadzemni delovi Cvetanja OsuSen 0,09 u40 gggsetanos etal,
Peucedanum longifolium W. et K. PI. Orjen, MNG Nadzemni delovi Cvetanja Osusen 0,15 u41 ggggtams otal,
Peucedanum officinale L. Kosovska Mitrovica, SR Nadzemni delovi Cvetanja Osusen 0,09 uU42 ggggtanos etal,
Peucedanum oreoselinum (L.) Moench Kosovska Mitrovica, SR Nadzemni delovi Cvetanja Osusen 5,24 u43 ggggtanos etal,
Physospermum cornubiense (L.) DC. Kosovska Mitrovica, SR Nadzemni delovi Cvetanja Osusen 0,06 us7 ggggtanos otal,
Pimpinella barbata (DC) Boiss. Pl Zagrosl'a ﬁihrjzzlhp"d”oﬁe Nadzemni delovi Cvetanja Osusen 0,50 U1 Fakhari et al., 2006
Sanicula europaea L. Pl. Bjelasica, MNG Nadzemni delovi; list Cvetanja Osusen 0,15 U24 ;g(\)/gié etal,
Seseli rigidum Waldst. et Kit. var. rigidum Pl. Tara, 850 m, SR Nadzemni delovi Cvetanja Osusen 0,74 u20 Staglifigb%%dwowé
Sium latifolium L. Reka Bug?sigt;r&ka, Juzn Nadzemni delovi Cvetanja Svez 0,05 us Iéggc;amo etal,
Tordylium maximum L. PI. Ozren, SR Nadzemni delovi Cvetanja OsuSen 0,10 u36 Kapetanos et al.

2008
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Kapetanos et al.,

Torilis anthriscus (L.) Gmel. Pl. Ozren, SR Nadzemni delovi Cvetanja OsuSen 0,10 u3o 2008
Trinia glauca (L.) Dumort. SR Nadzemni delovi Cvetanja Osusen 0,80 u23 Eg(\)/{lsowc tal,
Asteraceae
Achillea abrotanoides (Vis.) Vis. PI Durmitor, MNG Nadzemni delovi Cvetanja Osugen 0,40 A3 paichat etal,
Achillea clypeolata Sibth. & Sm. PI. Rtanj, SR Nadzemni delovi Cvetanja Osugen 0.10 Ad0 gggg"hat tal,
Achillea colina Becker ex Heimerl s./. Pl. Golija, Crni vrh, SR Nadzemni delovi Cvetanja Osusen 0,73 A36 BoZin et al., 2008
Achillea depressa Janka Prokuplje, SR Nadzemni delovi Cvetanja Osusen 0,60 Ad1 ggggchat etal,
. . ' . . e . . . . Chalchat et al.,
Achillea distans Wild. subsp. distans Lipovo, Kolasin,1189 m, MNG Nadzemni delovi Cvetanja Osusen 0,25 A33 1999
Achillea distans Wild. subsp. distans* Babin zub, Sr;arglglamna, 1600 Koren Cvetanja Osusen 0,11 A4 Iégig{)ewc otal,
Achillea grandifolia Friv.* Klisura reke Jerma, SR Nadzemni delovi Cvetanja Osusen 0,38 A35 ng &Iaowc etal,
o . . Nadzemni delovi, . . Kundakovic et al.,
Achillea lingulata Waldst et Kit. Stara planina, SR cvetne glavice Cvetanja Osusen 0,22 A37 2007
Achillea millefolium L.* Reka Nigava, Nig, SR Nadzemni delovi Cvetanja Osusen 0,08 A38 28;‘5‘0‘"0 etal,
Achillea stricta (Koch) Schleicher ex Gremli Pl Kopaonik, SR Nadzemni delovi Cvetanja Osusen 020 Ad2 Shelchat etal.
Ambrosia artemisiifolia L. Kumodraz, Beograd, SR Nadzemni delovi Cvetanja Osusen 0,18 A19 gggfhat etal,
Anthemis triumfetti (L.) DC. PI. Bielasica, MNG Nadzemni delovi Cvetanja Osugen 0,40 A32 paviovc etal.
Argyranthemum adauctum subsp. adauctum Tenereife, ES Nadzemni delovi Cvetanja Osusen 0,20 A31 (2)8511|ad|s otal,
Arnica longifolia D. C. Eaton nd Nadzemni delovi Cvetanja Osusen <0,1 A1 ggg;nca otal,
Artemisia absinthium L. Mondendri, GR Nadzemni delovi Cvetanja Osusen 0,31 A30 Basta et al., 2007
Aster hesperius A. Gray Idaho, SAD Nadzemni delovi Cvetanja Osusen 0,10 A8 ggg?nca etal,
Baccharis dracunculifolia DC Capao do Leao, 21 m, BR Nadzemni delovi Cvetanja Osusen 0,32 A6 Frizzo et al., 2008
Centaurea cuneifolia Sibth. & Sm. Koprivshtitza, Sofija, BG Nadzemni delovi Cvetanja Osusen 0,018 Ad Rosselli et al., 2009
Chrysothamnus nauseosus (Pall.) Britt. var. Blaine, SAD Nadzemni delovi Cvetanja Osugen 077 A9 Tabanca et al.,
nauseosus 2007
Conyza albida Willd. ex Sprengel Atina, GR Nadzemni delovi Cvetanja Svez 0,30 A10 Tzakou et al., 2005
Dittrichia graveolens (L.) Greuter Attiki, GR Nadzemni delovi Cvetanja Osusen 0,68 A14 ;géTpoulou etal.
Doronicum austriacum Jacq. subsp. giganteum . . . . . Lazarevi¢ et al.,
(Griseb.) Stoj, et Stef.* Stara Planina, 1700 m, SR Nadzemni delovi Cvetanja Svez 0,08 A24 2009
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Nadzemni delovi,

Papadopoulou et

Echinops ritro L. Attiki, Atina, GR ovet Cvetanja Svez <0,1 A5 al., 2008
Erechiites hieracifolia (L.) Raf. Ex DC Chapare, 300 m, BO Nadzemni delovi Cvetanja Sve 039 A2 orenzo etal,
Eriocephalus africanus L. var. africanus Burjassot, Sagunto, ES Nadzemni delovi Cvetanja Svez 0,43 A26 Merle et al., 2007
Eupatorium pauciflorum H. B. K. Caera, BR Nadzemni delovi Cvetanja Svez 0,05 A20 ,ZA(I)%%querque otal,
Gaillardia cabrerae La Pampa, AR Nadzemni delovi Cvetanja Svez nd A16 Adams et al., 2008
Helenium amarum (Raf.) H. Rock Havana, CU Nadzemni delovi Cvetanja Osusen 0,7 A15 Pino et al., 2006
Helichrysum amorginum Boiss. et Orph. Hozoviotissa, GR Nadzemni delovi Cvetanja Svez 0,23 A17 Chinou et al., 2004
Inula oculus-christiL. PI. Alborz, IR Nadzemni delovi Cvetania Osugen 0,07 A13 %g‘(’)gg'a etal,
Otanthus maritimus (L.) Hoffmanns & Link. La Marana, Korzika, FR Nadzemni delovi Cvetanja Svez 0,04 A27 Muselli et al., 2007
Pluchea quitos DC Fortaleza, BR Nadzemni delovi; list Cvetanja Svez 0,20 A2 Arriaga et al., 2006
Pulicaria undulata (L.) C.A. Mey. Darabad, Teheran, IR Nadzemni delovi Cvetanja Osusen 0,32 A12 yg(r)réatollahi tal,
Santolina corsica Jordan et Fourr Korzika, FR Nadzemni delovi Cvetanja Svez 0,34 A28 Liu et al., 2007
Senecio farfarifolius Boiss. et Kotschy Antalya, TR Nadzemni delovi Cvetanja Osusen 0,29 A25 Eggzr | Demirici
Solidago gigantea Ait. Lodz, centralna PL Nadzemni delovi Cvetanja Osusen 0,70 A7 Klemba et al., 2001
ﬁ;lr;c:#s arvensis subsp. uliginosus (Bieb.) Ni§, SR Nadzemni delovi Cvetanja Sves 0,002 A3 ZRS&L;IOWC etal.,
Stevia achalensis Hieronymus Cordoba, AR Nadzemni delovi Cvetanja Svez 0,12 A21 %/g?dlo etal,
Tanacetum farvatum (Griseb. Ex Pant.) Kanitz PI. Komovi, MNG Nadzemni delovi Cvetanja Osusen 030 A29 Sovicetal,
Telekia speciosa (Schreb.) Baumg.* Stara planina, SR Nadzemni delovi Cvetanja Osusen 0,06 A1 2R(e)a1d(t)1t|)ovié otal,
Werneria poposa Phil. Puna, AR Nadzemni delovi Cvetanja Svez 0,10 A23 Abella et al., 2000
Xanthium brasilicum Vellozo Teheran, IR Nadzemni delovi Cvetanja Osusen 0,30 A18 Habibi et al., 2004
Lamiaceae

Acinos arvensis (Lam.) Dandy Pl. Rtanj, SR Nadzemni delovi Cvetanja Osusen 0,05 L52 %gginovié etal,
Agastache foeniculum (Pursh) Kuntze AMES, SAD Nadzemni delovi, list Cvetanja Osusen 1,08 L38 Charles et al., 1991
Ajuga laxmannii (L.) Benth.* Sarlak,612 m, Pirot, SR Nadzemni delovi Cvetanja Svez 0,012 L66 hZ;Z)ii)Ti\Qg{/an
Ballota undulata (Sieber ex Fresen.) Benth. Naur, JO Nadzemni delovi Cvetanja Svez 0,02 L42 g:(tjzrrljztl al., 2003
Calamintha vardarensis Silié Rodazde, FYRM Nadzemni delovi Cvetanja Osusen 1,50 L53 g/loigi&;)a-Dukié etal.
Clinopodium vulgare L. Sivas, TR Nadzemni delovi Cvetanja Osusen 0,75 L49 Tepe et al., 2007
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Korolyuk et al.,

Elsholtzia ciliata (Thunb.) Hyl. Novosibirsk, RU Nadzemni delovi, list Cvetanja Svez 0,035 L41 2002
Eremostachys laevigata Bung. Pl Zagroo1s 788?:' rRh orambad, Nadzemni delovi Cvetanja Osusen 0,10 L35 Amiri et al., 2007
Glechoma hirsuta Waldst, & Kit.* PL. Vidié, Pirot, SR Nadzemni delovi Cvetanja Osusen 0,02 L31 Pacovic etal.
Hyssopus officinalis L. Leskovac, SR Nadzemni delovi Cvetanja Osugen 05 L43 g"(;t(')‘(’)' Bordevic,
. Lazarevic,
Lamium album L.* Mojsinje, Cacak, SR Nadzemni delovi Cvetanja Svez 0,009 L59 nepublikovan
materijal
Lazarevic,
Lamium amplexicaule L.* Donja VreZina, Ni§, SR Nadzemni delovi Cvetanja Svez 0,008 L60 nepublikovan
materijal
Lazarevic,
Lamium bifidum Cirillo* Pl. Rtanj, SR Nadzemni delovi Cvetanja Svez 0,03 L61 nepublikovan
materijal
Lazarevic,
Lamium galeobdolon (L.) L.* Pl. Rtanj, SR Nadzemni delovi Cvetanja Svez 0,009 L62 nepublikovan
materijal
Lamium garganicum L. subsp. laevigatum x Lazarevic,
posie 9arg - Subsp. faevig Gukljenik, Ni§, SR Nadzemni delovi Cvetanja Svez 0,008 L63 nepublikovan
g material
Lazarevi¢,
Lamium maculatum L.* UzZice, SR Nadzemni delovi Cvetanja Svez 0,008 L64 nepublikovan
material
Lazarevic,
Lamium purpureum L.* Ni§, SR Nadzemni delovi Cvetanja Svez 0,004 L65 nepublikovan
materijal
Lavandula angustifoia Miller Pisa, IT nd nd Komercijalno ulje nd L45 I:ggéjcm etal,
Lycopus australis R. Br. Queen Mary Falls, Killarni, AU Nadzemni delovi, list Cvetanja Svez 0,4 L39 Brophy et al., 2005
Marrubium vulgare L. Setiif, DZ Nadzemni delovi Cvetanja Osusen 0,05 L50 E&I)%attab etal,
Melissa officinalis L. Vojvodina, SR Nadzemni delovi Cvetanja Svez 0,2 L46 g/lolgz(;a'DUK'C etal,
Mentha pulegium (L.) Montevideo, UY Nadzemni delovi Cvetanja Osusen 1,93 L55 Iég{)eznco otal,
Micromeria thymifolia (Scop.) Fritsch Klisura Dervente, 500 m, SR Nadzemni delovi Cvetanja Osusen 0,5 L54 g(l)ao\gkovska etal,
Monarda citidora var. citodora Gerv. ex Lagg nd Nadzemni delovi Cvetanja Osusen nd L37 ggéTan | Deans,
Nepeta racemosa Lam Lar, IR Nadzemni delovi Cvetanja OsuSen 0,20 L56 Dabiri i Sefidkon,

2003
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Ocimum basilicum L. Vojvodina, SR Nadzemni delovi Cvetanja OsuSen 0,37 L47 BoZin et al., 2006
Origanum vulgare L. Vojvodina, SR Nadzemni delovi Cvetanja OsuSen 1,45 L48 BoZin et al., 2006
Perilla frutescens (L.) Britton var. frutescens Dongxi, Sichuan, CN Nadzemni delovi, list Cvetanja Svez nd L33 Zhang et al., 2009
Perovskia abrotanoides Karel. Khorasan, 1660 m, IR, Nadzemni delovi Cvetanja Osusen 2,00 L36 Sajadi et al., 2005
Phlomis fruticosa L. Peloponez, GR Nadzemni delovi Cvetanja Svez 0,35 L40 é(l;gfnms tal,
Rosmarinus officinalis L. Korzika, FR nd nd Komercijalno ulje nd L30 Pintore et al., 2002
Salvia officinalis L. Vilinus, LT Nadzemni delovi Cvetanja Osusen 07 L32 omotiene etal.
Satureja horvati Silic PI. Orijen, Orfjenske lokve, 47 omni delovi Faza pre Osugen 42 L57 Lakusié et al., 2008
1580 m., MNG cvetanja
Sideritis montana L. subsp. montana Demirkoy, Kirklareli, TR Nadzemni delovi Cvetanja Osusen 0,05 L58 Kirimer et al., 2000
Stachys athorecalyx C. Koch. Karaj, IR Nadzemni delovi Cvetanja Osusen 0,20 L24 ggggzadeh etal,
Stachys athorecalyx C. Koch. Erzurum, Ispir, TR Nadzemni delovi Cvetanja Osusen 0,10 L85 Eggg Duruetal,
Stachys candida Boiss. et. Heldr. Pl. Taiyetos, Peloponez, GR Nadzemni delovi Cvetanja Osusen 0,12 L81 Skaltsa et al., 1999
Stachys chrysantha Bory et. Chaubard Pl. Parnon, Peloponez, GR Nadzemni delovi Cvetanja Osusen 0,18 L80 Skaltsa et al., 1999
Stachys euboica Rech. Evangelismos, 100 m, GR Nadzemni delovi Cvetanja Osusen 0,01 L76 Skaltsa et al., 2003
Stachys glutinosa L. Korzika, FR Nadzemni delovi Cvetanja Osusen 0,30 L84 Mariotti et al., 1997
Stachys iberica M.Bieb. subsp. stenostachya Eskisehir, Inonu, TR Nadzemni delovi Cvetanja Osusen 0,08 L86 Kaya et al., 2001
Stachys ionica Halacsy Zakintos, 250-280m, GR Nadzemni delovi Cvetanja Osusen 0,36 L74 Skaltsa et al., 2001
Stachys ionica Halacsy Kefalinia, 180m, GR Nadzemni delovi Cvetanja Osusen 0,38 L17 Skaltsa et al., 2001
Stachys ionica Halacsy Kefalinia, 320m, GR Nadzemni delovi Cvetanja Osusen 0,38 L18 Skaltsa et al., 2001
Stachys iva Griseb.* Bislim, kiisura Péinje, FYRM  Nadzemni delovi Cvetanja Osugen 0,035 L78 Radulovic etal.
Stachys menthifolia Vis. Konitsa, 950 m, GR Nadzemni delovi Cvetanja Osusen 0,14 L75 Skaltsa et al., 2003
Stachys menthifolia Vis. Vacratot, HU Nadzemni delovi Cvetanja Svez nd L29 Radnai et al., 2003
Stachys menthifolia Vis. Vrgorac, PI. Ellgkovo, 180m, Nadzemni delovi Cvetanja Osusen 0,07 L1 Cavaret al., 2010
Stachys menthifolia Vis. Vrgorac, 2. ickovo, 30- Nadzemni delovi Cvetanja Osusen 0,14 L2 Gavar et al., 2010
Stachys menthifolia Vis. Ploce, PI. Biokovo, 60m, HR Nadzemni delovi Cvetanja Osusen 0,13 L3 Cavar et al., 2010
Stachys palustris L. Campania, IT Nadzemni delovi Cvetanja Osusen 0,21 L83 ggg?tore etal,
Stachys palustris L. Dolie, HR Nadzemni delovi Cvetanja Osusen 0,015 L20 Slllugloco\éundurac o
Stachys plumosa Griseb. Jele$nicka klisura, Ni§, SR Nadzemni delovi Cvetanja Osusen 0,15 L27 ;’&t)rets)wc etal,
Stachys plumosa Griseb.* Bosilegrad, 1055 m, SR Nadzemni delovi Cvetanja Osusen 0,04 L79 ggg#;ovic etal,
Stachys plumosa Griseb. Vranje, SR Nadzemni delovi Cvetanja Osusen 0,05 L21 Grujit-Jovanovic et

al., 2004
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Stachys pubescens Ten. Dizine, Teheran, IR Nadzemni delovi Cvetanja OsuSen 0,08 L82 Baher et al., 2006

. . . . . Grujié-Jovanovi¢ et
Stachys recta L. Pl. Fruska Gora, SR Nadzemni delovi Cvetanja Osusen 0,02 L68 al. 2004
Stachys recta L. Kastorias, Epgtschon, 850 m, Nadzemni delovi Cvetanja Osusen 0,01 L69 Skaltsa et al., 2003
Stachys recta L. Gornja Toponica, Ni§, SR Nadzemni delovi Cvetanja Osusen 0,014 L70 ggg(l)chat otal,
Stachys recta L. Nizip-Gaziantep, 1200 m, TR Nadzemni delovi Cvetanja Osusen 0,05 L71 Cakir et al., 1997
Stachys recta L. Pl. Velebit, HR Nadzemni delovi Cvetanja Osusen 0,01 L72 aBllluzlgo\éundurac ot

. R Lazarevi¢,
Stachys recta L.* Stara planmaééarkova Cuka, Nadzemni delovi Cvetanja Svez 0,06 L87 nepublikovan

materijal
.. , Lazarevi¢,

Stachys recta L. subsp. baldaccii (K. Maly) P1. Zlatibor, Ribnica, SR Nadzemni delovi Cvetanja Sves 0,06 L88 nepublikovan
Hayek var. chrysophaea (Panci¢) Hayek materijal
Stachys recta L. subsp. subcrenata (Vis) Brigq.* Vinjerac, HR Nadzemni delovi Cvetanja Osusen 0,015 L19 Znuggo\éundurac o
Stachys spinosa L. Karpathos, GR Nadzemni delovi Cvetanja Osu$en 0,10 L73 Conforti et al., 2009
Stachys spruneri Boiss. ex Benth. Pl. Gerania, Aé“FI; |, 400-420m, Nadzemni delovi Cvetanja Osusen 0,3 L89 Skaltsa et al., 2001
Stachys spruneri Boiss. ex Benth. Pl. Kitheron, Viotia, 850m, GR Nadzemni delovi Cvetanja Osusen 0,29 L4 Skaltsa et al., 2001
Stachys spruneri Boiss. ex Benth. PI. Pateras, /gtF'?" 380-440m, Nadzemni delovi Cvetanja Osusen 0,29 L5 Skaltsa et al., 2001
Stachys spruneri Boiss. ex Benth. Pl. Pateras, Attiki, 400m, GR Nadzemni delovi Cvetanja Osusen 0,31 L6 Skaltsa et al., 2001
Stachys swainsonii Benth. subsp. argolica . . . . .
(Boiss.) Phitos & Damboldt Korint, 50-80m, GR Nadzemni delovi Cvetanja Osusen 0,26 L10 Skaltsa et al., 2001
Stachys swainsonii Benth. subsp. argolica . . . . .
(Boiss.) Phitos & Damboldt Argolida, 70-90m, GR Nadzemni delovi Cvetanja Osusen 0,22 L1 Skaltsa et al., 2001
Stachys swainsonii Benth. subsp. argolica s . . . .
(Boiss.) Phitos & Damboldt Attiki, 120m, GR Nadzemni delovi Cvetanja Osusen 0,21 L12 Skaltsa et al., 2001
Stachys swainsonii Benth. subsp. melangavica . . . . .
(Boiss.) Phitos & Damboldt Korint, 5-70m, GR Nadzemni delovi Cvetanja Osusen 0,24 L7 Skaltsa et al., 2001
Stachys swainsonii Benth. subsp. melangavica Viotia, 250-280m, GR Nadzemni delovi Cvetanja Osusen 0,24 L8 Skaltsa et al., 2001
(Boiss.) Phitos & Damboldt
Stachys swainsonii Benth. subsp. melangavica Korint, 800m, GR Nadzemni delovi Cvetanja Osusen 023 L9 Skaltsa et al., 2001
(Boiss.) Phitos & Damboldt
Stachys swainsonii Benth. subsp. scyronica Attiki, 130-160m, GR Nadzemni delovi Cvetanja Osusen 021 L15 Skaltsa et al., 2001
(Boiss.) Phitos & Damboldt
Stachys swainsonii Benth. subsp. scyronica Pl. Gerania, Attiki, 360-380m, . . . .
(Boiss.) Phitos & Damboldt GR Nadzemni delovi Cvetanja Osusen 0,21 L16 Skaltsa et al., 2001
Stachys swainsonii Benth. subsp. swainsonii Fokida, 10-20m, GR Nadzemni delovi Cvetanja Osusen 0,16 L67 Skaltsa et al., 2001
Stachys swainsonii Benth. subsp. swainsonii Fokida, 30-40m, GR Nadzemni delovi Cvetanja Osusen 0,17 L13 Skaltsa et al., 2001
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Stachys swainsonii Benth. subsp. swainsonii Fokida, 600-650m, GR Nadzemni delovi Cvetanja OsuSen 0,20 L14 Skaltsa et al., 2001
Stachys sylvatica L. Okolina Beograda, SR Nadzemni delovi Cvetanja Osusen 0,002 L77 Srug((:)-gfvanowc e
Stachys sylvatica L. Vacratot, HU Nadzemni delovi Cvetanja Osusen nd L28 Radnai et al., 2003
. . . . . . Bilusi¢ Vundurac et
Stachys sylvatica L. Pl. Medvednica, HR Nadzemni delovi Cvetanja Osusen 0,015 L26 al. 2006
Stachys sylvatica L. Karaj, IR Nadzemni delovi Cvetanja Osusen 0,20 L25 ggggzadeh etal,
Stachys sylvatica L. Prato, Toskana, IT Nadze’g‘vr;'tde""”' Cvetania Sves 0,02 L22 Tirlini et al., 2004
Stachys sylvatica L. Prato, Toskana, IT Nadzemni delovi, list Cvetanja Svez 0,02 L23 Tirillini et al., 2004
Teucrium fruticans L. Maremma, Toskana, IT Nadzemni delovi Cvetanja Osusen 0,02 L44 Flamini et al., 2001
Thymus vulgaris L. Vojvodina, SR Nadzemni delovi Cvetanja Osusen 1,80 L51 BoZin et al., 2006
Ziziphora persica Bunge Van, TR Nadzemni delovi Cvetanja Osusen 0,35 L34 goz(t;ék | Ercisli
Cyperaceae
Cyperus glomeratus L.* Batusinacka bara, Ni§, SR Nadzemni delovi Nakon cvetanja Svez 0,06 Cc1 Iégigrcewc tal,
Kyllinga odorata Vahi, Hattiesburg, Misisipi, SAD Nadz‘;’;‘;;‘éﬁ'f‘” sa Cvetania Sves nd c3 Tucker et al., 2006
Scleria hirtella Swartz. Makapa, BR Nadzemni delovi Cvetanja Osusen 1,9 C2 Maia et al., 2005

AR- Aregentina, AU- Australija, BG- Bugarska, BO- Bolivija, BR- Brazil, CN- Kina, CU- Kuba, DZ- Alzir, ES- Spanija, FR- Francuska, FYRM- Makedonija, GR- Grtka, HR- Hrvatska, HU- Madarska,
IN- Indija, IR- Iran, IT- ltalija, JO- Jordan, LT- Litvanija, MNG- Crna Gora, NL- Holandija, PE- Peru, PL- Poljska, PT- Portugalija, RU- Rusija, SAD- Sjedinjene Ameri¢ke Drzave, SR- Srbija, TR-

Turska, UY- Urugvaj; nd- podatak nije naveden; * biljne vrste analizirane u Laboratoriji za organsku analizu i sintezu; ** Oznake kori§¢ene u bazi za statisticku obradu podataka.
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3.4. Gasna hromatografija (GC)

Gasno hromatografske analize su vrSene na istom aparatu pod istim uslovima kao i GC-MS analize.
Procentualni sastav etarskih ulja je izracunat na osnovu povrSina GC pikova (GC-FID) bez koriS¢enja korekcionih
faktora.

3.5. Identifikacija komponenata etarskih ulja

Linearni retencioni indeksi svih komponenata analiziranih uzoraka su odredeni GC koinjekcijom uzorka sa
homologom serijom n-alkana od C7-Css (Van den Dool i Kratz, 1963). Identifikacija komponenata je bila zasnovana
na poredenju njihovih masenih spektara sa spektrima iz Wiley 6, Nist 02, MassFinder 2.3 i interne MS biblioteke i sa
onima koje je publikovao Adams (2007), kao i na poredenju njihovih retencionih indeksa (HP-5MS kolona) sa
literaturnim vrednostima (Adams, 2007). Gde god je bilo moguce, vrSena je i GC koinjekcija sa odgovarajuéim
standardom. Rezultati GC i GC-MS analiza etarskih ulja sumirani su i prikazani u Prilogu 1-3.

3.6. Multivarijaciona analiza: metoda analize glavne komponente, aglomerativna hijerarhijska klaster analiza i
diskriminaciona analiza

Metoda analize glavnih komponenata (PCA), aglomerativna hijerarhijska klaster analiza (AHC) i
diskriminaciona analiza (DA) uzoraka vrSene su primenom EXCEL plug-in statistickog programa XLSTAT 2010.6
(Addinsoft, Inc. - Brooklyn NY United States). Pomenute statistiCke analize su primenjene na slede¢im setovima
varijabli:

1. Originalne varijable:

a) procentualna zastupljenost svih komponenata etarskih ulja dobijenih primenom GC analize u uzorcima
(etarskim uljima), ukljuCujuéi i komponente detektovane u tragovima (< 0,05%) u bar jednom uzorku od 180 uzoraka
uzetih u obazir,

b) radi utvrdivanja najmanjeg iznosa procentualne zastuplienosti koja prestaje/nastavlja da odrazava
meru(e) ,hemijskih“ odnosa uodenih prilikom postavljanja svih originalnih varijabli za predmet(e) analize(a),
procentualna zastuplienost originalnih varijabli u uzorku ograniéena je na komponente ulja prisutne u relativnim
procentima = 1,00%; 5,00%; 10,00% i 20,00%.

2. Transformisane varijable. Na znadaj statisticke analize koja za varijable ima isparljive komponente
sistematizovane u zavisnosti od pripadnosti tipu/klasi (npr. monoterpeni, seskviterpeni, jedinjenja izvedena iz
karotenoida ili ¢ak skeletni tipovi najzastuplienijih klasa: p-mentani, tujani, pinani, farnezani, kariofilani, i sl.) su
ukazali Radulovi¢ et al. (2007b). U preglednom ¢lanku koji se odnosi na hemotaksonomski znagaj isparljivih
metabolita vrsta roda Achillea pored originalnih, kao varijable u PCA i AHC analizama kori§¢ene su procentualne
zastuplienosti (%) pojedinih klasa jedinja u odgovarajucim etarskim uljima, ¢ime su dobijeni podaci 0 medusobnim
srodni¢kim vezama analiziranih vrsta (Radulovi¢ et al., 2007b). Primenom transformisanih varijabli postize da odnos
u broju opservacija prema broju varijabli bude znatno povoljniji (umesto viSe stotina originalnih varijabli koristi se
nekoliko transformisanih). Podaci koriS¢eni za kreiranje baze(a) formirane(ih) u svrhu statisticke analize poti¢u iz
preko dvadeset razli¢itih fitohemijskih laboratorija koje se bave analizama sastava etarskih ulja. U pokuSaju da se
izbegnu moguce pogrene identifikacije (ali i da se predvide posledice premeStanja primarnih struktura usled
termalne nestabilnosti pojedinih konstituenata etarskih ulja tokom procesa hidrodestilacije ili u injektoru GC-MS:
artefakti nastali tokom procesa izolovanja i analize), komponente etarskih ulja su svrstane u odgovarajuci tip:
najopstiji metabolicki, strukturni (mono- i seskviterpenski), a u okviru posmatranog strukturnog skeletni tip. U okviru
dominantnih terpenoidnih skeletnih tipova (nastalih favorizovanjem jedne od grana metaboli¢kih puteva) izvrSena je
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sistematizacija na osnovu stepena i poloZaja oksigenacije (gde je to bilo moguce), i nad takvim setovima podataka
(varijablama) vrSena je statisticka analiza. Potonja reklasifikacija mozda bi mogla bi da pomogne da se uoCi
potencijalna veza o evolutivnoj povezanosti enzimskih sistema koji su odgovorni za sintezu isparljivih terpenoidnih
(tipova) struktura u biljkama koje pripadaju ispitivanim familijama. Takode, po prvi put je izvrSena analiza nad setom
podataka (opservacija) dobijenih prilikom procene (kvantifikacije) metabolickog fluksa svakog od postojeéih
terpenoidnih tipova naspram ukupne koli¢ine biosintetisanih terpenoida preracunate za svaku biljnu vrstu ponaosob.

U slu¢aju AHC analize za kriterijum klasterovanja (grupisanja) opservacija odabran je Vardov (Ward) metod,
dok je za meru procene stepena razliitosti za odabrani metod grupisanja kori¢ena Euklidova (Euclidean)
udaljenost. VrSena je PCA analiza Parsonovog (n) tipa, a DA analiza vrSena je primenom metoda Vilksova (Wilks’)
lambda (omogucéava proveru diskriminativne moéi modela) i Mahalanobisove (Mahalanobis) udaljenosti (opisuje
kvadratnu udaljenost opservacije od pripadne sredine grupe- centroida).
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4. Rezultati i diskusija



4.1. Isparljivi konstituenti etarskih ulja taksona koriséenih u svrhu izrade doktorske disertacije

Rezultati analiza isparljivih konstituenata etarskih ulja taksona koris¢enih u svrhu izrade doktorske
disertacije (Lazarevi¢ et al., 2009; Lazarevi¢ et al. 2010a; 2010b;2010c; Lazarevié, nepublikovani materijal)'
predstavljeni su Tabelom 6a i Prilogom 5. Tabela 6b sadrZi prikaz nepublikovanih rezultata dodatnih analiza
isparljivih konstituenata devet etarskih ulja (Lazarevi¢, nepublikovani materijal), takode analiziranih u svrhu izrade
doktorske disertacije.

Analizom ulja Doronicum austriacum subsp. giganteum identifikovane su sto pedeset i Cetiri komponente,
koje ¢ine 97,9% ukupnog sastava ulja (A24, Tabela 6a). Germakren D, B-kariofilen, a-humulen i (Z,E)-a-farnezen
¢ine dominantne komponente analiziranog ulja (50,8%, 9,1%, 5,5% i 5,2%, respektivno). Ulje karakteride velika
koli¢éina terpenoida (93,5%), sa seskviterpenskim ugliovodonicima i oksigenovanim seskviterpenima kao
dominantnom klasom jedinjenja terpenoidnog tipa (81,6% i 11,1%). Dominantan skeletni tip je makrociklican, sa
germakranskim i humulanskim i biosintetski srodnim (kariofilanskim) seskviterpenskim strukturnim tipovima (59,7% i
16,0%), Sto je u saglasnosti sa skeletnim tipovima izolovanim u do sada obradivanim vrstama Doronicum (Bohimann
i Wolf, 1979).

Achillea tanacetifolia subsp. lanata (sin. A. distans subsp. distans) ulje korena sadrzi sto osamdeset i pet
identifikovanih isparljivih komponenata, koje &ine 93,6% ukupnog sastava ulja (A34, Tabela 6a). Glavne komponente
ulja su 1-kadinol, alismol, a-kadinol i kariofilen-oksid (17,6%, 14,1%, 9,1% i 5,0%, respektivno). Najzastupljenija
frakcija ulja je terpenocidna (91,4%), a karakteriSe je nejednaka distribuciia na mono- i seskviterpenoide (5,2% i
86,2%). Seskviterpenoidnu frakciju ulja Cine seskviterpenski ugljovodonici i oksigenovani seskviterpeni (21,8% i
64,4%), dok je kadinanski (i kadinanima biosintetski srodni) strukturni tip skeleta dominantan (37,9%). Ulje korena
karakteriSe prisustvo jedinjenja od (verovatno) hemotaksonomskog znadaja: piperidida 2,4-dekadienske kiseline,
piperideida 2,4-dekadienske i 2,4,6-dekatrienske kiseline i N-izobutilamida 2,4-dekadienske kiseline (osim piperidida
2,4-dekadienske kiseline identifikovanog sa 0,3%, svi ostali amidi identifikovani su u tragovima). Ve¢ je poznato da je
akumulacija amida sa karakteristicnim olefinskim, odnosno acetilenskim strukturnim segmetom biogenetska
karakteristika pojedinih predstavnika familije Asteraceae (tribusa Anthemideae, rod Achillea i tribusa Heliantheae
(Christensen i Lam, 1991a; 1991b)), i da je najverovatnije vezana za korenov sistem biljke kao potencijaino mesto
biosinteze, odnosno akumulacije. lako vaze za komponente Cesto izolovane iz biljaka roda Achillea, zasieni i
nezasiceni 5- i 6-Clani ciklicni amidi (piperideidi, pirolididi, piperideidi, pirolideidi) do sada nisu identifikovani kao
konstituenti etarskih ulja u biljkama pomenutog roda. Razlog verovatno leZi u €injenici da je do sada publikovan mali
broj radova koji se bave analizom ulja korena Achillea vrsta (Jovanovic et al., 2010).

U etarskom ulju Berula erecta subsp. erecta identifikovano je sto dvadeset i pet komponenata koje
saCinjavaju 96,2% od ukupnog sastava ulja (U46, Tabela 6a). (Z)-Falkarinol, B-seskvifelandren, B-kariofilen i y-
terpinen (21,5%, 17,2%, 14,9 i 14,8%, respektivno) predstavljaju glavne komponente identifikovane u ulju analizirane
bilike. Ulje karakteriSe visok procenat identifikovanih jedinjenja terpenoidnog tipa (66,2%). Terpenoidnu frakciju ulja
uglavnom ¢&ine mono i seskviterpenski ugljovodonici (19,7% i 39,1%). Dominantan tip skeleta monoterpenoidne
frakcije ulja je p-mentanski (20,4%), dok seskviterpenskom frakcijom dominiraju bisabolanski i humulanski (i
biosintetski srodni- kariofilanski) skeletni tipovi (17,6% i 17,2%). Jedinjenje (E)-B-farnezen-epoksid, identifikovano u
uzorku ulja (0,2%), je komponenta po prvi put identifikovana iz prirodnog izvora.

U etarskom ulju Stachys recta subsp. baldaccii var. chrysophaea identifikovano je sto pedeset i devet
komponenata, koje Cine 95,1% od ukupnog sastava ulja (L88, Tabela 6a). Glavne komponente identifikovane u ulju
su 1-okten-3-ol (12,4%), (2)-3-heksen-1-ol (8,5%), (E)-fitol (8,3%) i miristicin (6,9%). Ulje karakteriSe visok procenat
jedinjenja derivata masnih kiselina (47,1%, dominantna podklasa ,GL* metabolita, 32,2%), terpenoidna frakcija je
saCinjavala tre¢inu (25,8%), a jedinjenja tipa fenil-propanoida petinu (19,5%) od ukupno identifikovanih isparljivih
komponenata svrstanih u klase.

U ulju rizoma i korena Cyperus glomeratus identifikovano je sto sedam komponenata koje saCinjavaju
97,6% od ukupnog sastava ulja (C1, Tabela 6a). Kariofilen-oksid, humulen-epoksid, B-kariofilen i a-humulen (44,8%,
14,1%, 12,6% i 7,8%, respektivno). Ulie karakteriSe velika koli¢ina terpenoida (96,9%), sa seskviterpenskim
ugljovodonicima i oksigenovanim seskviterpenima kao dominantnom klasom jedinjenja terpenoidnog tipa (23,2% i
70,5%). Seskviterpenskom frakcijom dominira humulanski i biogenetski srodni kariofilanski skeletni tip (87,8%).

10 Tabelom predstavljene biljne vrste su po prvi put obradivane sa aspekta analize hemijskog sastava etarskog ulja
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Tabela 6a. Hemijski sastav komponenata identifikovanih u etarskom ulju taksona Berula erecta subsp. erecta (U46), Cyperus
glomeratus (C1), Doronicum austriacum subsp. giganteum (A24), Achillea tanacetifolia subsp. lanata (A34) i Stachys recta
subsp. baldaccii var. chrysophaea (L88).

RIt Identifikovana komponenta U46 (%2) C1 (%) A24 (%) A34 (%) L88 (%) i der?/ltizlt(oa(:;ij@
723 3-Metil-3-buten-1-ol - - - - tr ab
724 2-Metil-butan-1-ol - - tr - tr ab
728 (E)-3-Penten-2-on tr - - - tr ab
744 (E)-2-Pentenal - tr - - 0,2 ab
753 Piridin tr - - - - ab,c
762 1-Pentanol tr - tr - - ab,c
764 (2)-2-Penten-1-ol tr - 0,1 - 11 ab
765 (2)-3-Heksenal - - - - 0,3 ab
765 3-Metil-2-buten-1-ol tr - - - 0,2 a,b
778 3-Metil-2-butenal - - - - 0,1 a,b
786 3-Metilbutanska kiselina - - - - 0,1 ab
798 4-Metil-3-penten-2-on tr - - - - ab
801 Heksanal - - tr - tr ab
803 2-Heksanol tr - - - - ab
828 Furfural 0,1 tr tr - 0,3 ab,c
829 (E,2)-2,4-Heksadienal tr - - - - ab
831 4-Hidroksi-4-metil-2-pentanon tr - - - - ab
844 (2)-3-Heksen-1-ol 0,4 tr 21 - 8,5 ab
847 (E)-2-Heksenal - - - - 0,2 ab
851 (E)-2-Heksen-1-ol - - - - tr ab
859 (2)-2-Heksen-1-ol - - tr - 2,2 ab
862 1-Heksanol tr - 0,7 tr tr ab,c
880 (2)-4-Heksen-1-ol - - tr - - ab
888 2-Butilfuran - - - tr - ab
889 2-Heptanon - - tr - - a,b
901 3-Metiltiopropanal tr - tr - - a,b
903 Heptanal tr - 0,1 tr tr a,b
907 Santolinatrien - - - tr - ab
911 (E,E)-2,4-Heksadienal tr - tr - 2,3 ab
918 (E,E)-2,4-Heksadien-1-ol - - - - 0,2 ab
927 o-Tujen - - tr tr - ab,c
937 a-Pinen - 0,4 - 0,1 - ab,c
952 5-Metil-furfural - - - - tr ab
953 Kamfen - - - 0,1 - ab
955 (E)-2-Heptenal - - 0,1 - 0,2 ab
963 Benzaldehid tr tr tr tr 0,9 ab,c
965 Heksanska kiselina - - - tr 0,5 ab,c
967 1-Heptanol - - tr - tr a,b
972 3-Metilbutil-propanoat tr - - - - ab
976 1-Okten-3-ol - tr - - 12,4 ab
977 Sabinen tr tr tr 0,1 - ab
981 (E)-3-Heksenska kiselina - - - - tr ab
982 B-Pinen - 0,9 - 0,1 - a,b,c
986 6-Metil-5-hepten-2-on - tr tr tr - ab
987 3-Oktanon - tr - - - ab
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991 Mircen 0,1 tr - tr - a,b,c
993 2-Oktanon - - tr - - ab
993 2-Pentilfuran - tr tr tr tr a,b
996 2,3-Dehidro-1,8-cineol - - - tr - ab
997 2,4,6-Trimetilpiridin tr - - - - a,b
999 Jomogi-alkohol - - - tr - ab
1000 (E,2)-2,4-Heptadienal - - - - 0,4 ab
1001 6-Metil-5-heptenal - - - - tr ab
1004 Oktanal 0,6 - tr - - ab
1006 (E)-3-Heksenil-acetat - - tr - - ab
1009 a-Felandren 0,1 - tr - - ab
1008 (E,E)-2,4-Oktadienal tr - - - - ab
1011 (E)-2-Heksenska kiselina - - - - 0,2 ab
1012 (E,E)-2,4-Heptadienal tr - tr tr 0,8 ab
1015 3-Metil-2-cikloheksen-1-on - - - tr - a,b
1019 a-Terpinen tr - - tr - a,b,c
1021 2-Acetil-tiazol tr - - - - a,b
1021 p-Cimen 0,4 tr tr 0,1 - ab,c
1022 (E,E)-2,4-Nonadien - - - - 0,1 ab
1026 2-Etil-heksan-1-ol - - - - tr ab
1031 Limonen - 0,1 tr tr - ab,c
1033 B-Felandren 42 - tr - - a,b
1035 Benzil-alkohol - - - - 1,2 ab,c
1035 1,8-Cineol - tr - 0,8 - ab,c
1037 2-Acetil-5-metilfuran tr - - - - ab
1038 (E)-3-Okten-2-on - - - tr - ab
1039 n-Propil-tiglat - - - - 0,3 a,b
1046 Fenilacetaldehid 0,1 tr 0,2 - 43 ab,c
1047 Salicilaldehid tr - - - tr ab,c
1055 3-Metil-2-buten-1-il-2-metilpropanoat - - - - tr a,b
1055 2-Metildekan - - tr - - ab
1057 y-Heksalakton - - - - 0,1 a,b
1057 (E)-2-Oktenal - tr tr tr 0,2 ab
1061 Artemizija-keton - - - tr - ab
1062 y-Terpinen 14,8 - - - - a,b,c
1063 3-Metildekan - - tr - - ab
1066 (E)-2-Okten-1-ol - - - - tr ab
1066 Heptanska kiselina - - - tr - a,b
1068 Acetofenon 0,1 tr tr - 0,4 ab,c
1069 1-Oktanol - - - - tr ab
1070 cis-Sabinen-hidrat tr - - tr - ab
1073 trans-Dihidrorouz-oksid - - - tr - ab
1075 cis-Linalool-oksid (furanoid) tr tr Tr tr 0,4 ab,c
1076 4-Metilbenzaldehid - - - - tr ab,c
1084 Artemizija-alkohol - - - tr - ab
1091 trans-Linalool-oksid (furanoid) - tr - tr 0,2 ab,c
1093 2-Nonanon - - tr - - ab
1093 Terpinolen 0,1 - - - - ab
1094 (E,E)-3,5-Oktadien-2-on - - tr tr - ab
1094 Nitrobenzen - - - - tr ab,c
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1094 0-Gvajakol - tr - tr 0,2 ab

1095 1-(2,5-Dimetil-3-furil)-etanon 0,2 - - - - ab
1098 2-Metilpropil-tiglat - - - - 0,4 ab
1098 (£)-3-Heksenil-propanoat - - - - tr ab
1101 Linalool 0,1 tr tr tr 49 ab,c
1103 trans-Sabinen-hidrat tr - - tr - a,b
1105 Nonanal 0,2 tr 0,1 tr 0,2 ab
1111 a-Tujon - - - tr - ab,c
1115 2-Metilbutil-3-metilbutanoat - - tr - - a,b
1116 2-Fenil-etanol - - tr tr 1,5 ab
1120 (2)-5-Metil-2-(1-metil-etil)-2-heksenal - - - tr - ab
1121 B-Tujon - - - tr - a,b,c
1125 2,3-Dehidrosabina-keton - - - tr - ab
1126 cis-p-Ment-2-en-1-ol 0,1 - 0,1 - - ab
1129 Hrizantenon - - - tr - a,b
1133 6-Kamfenol - tr - - - ab
1136 4-Acetil-1-metil-cikloheksen - - - - 0,1 a,b
1138 Geijeren - - - - 0,2 ab
1143 Fenilacetonitril - - - - tr a,b
1144 trans-p-Ment-2-en-1-ol tr - tr - - ab
1144 trans-Pinokarveol - 0,5 - tr - ab
1146 4-Ketoizoforon - - - - tr a,b
1146 Lajlak aldehid B - - - - tr ab
1146 Nopinon - tr - - - ab
1146 cis-Verbenol - - - tr - ab,c
1149 trans-Verbenol - 0,3 - - - ab,c
1150 Metil-gvaiakol - - - - 0,1 a,b,c
1150 Kamfor - - - 0,2 - ab,c
1154 (E,Z)-2,6-Nonadienal - - tr tr 0,2 ab
1154 Sabina-keton tr - - - - ab
1155 Lajlak aldehid C - - - - tr ab
1157 Nerol-oksid - - tr - - ab
1158 (E,E)-2,6-Nonadienal - tr - - - ab
1160 (E)-2-Nonenal 0,1 - tr tr 0,2 ab
1163 Alben - - - 0,3 - ab
1166 Oktanska kiselina - - - tr tr ab
1167 Benzil-acetat - - - - 0,3 ab,c
1168 Pinokarvon - 0,2 - tr - ab,c
1169 cis-lzocitral tr - - - - ab
1169 Lajlak aldehid D - - - - tr ab
1170 Borneol - - tr tr 0,2 ab,c
1171 p-Menta-1,5-dien-8-ol - tr - - tr a,b
1172 (E)-2-Nonen-1-ol - - tr - - ab
1172 Mentol tr - - - - ab,c
1176 cis-Linalool-oksid (piranoid) - - - tr - ab,c
1180 2,4-Dimetilbenzaldehid - - tr - tr ab
1182 cis- Pinokamfon - tr - - - ab
1182 Terpinen-4-ol 0,3 0,1 - tr tr a,b,c
1187 Naftalen tr - - - - ab,c
1188 p-Metilacetofenon - - - tr tr ab
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1189 p-Cimen-8-ol - tr tr - - a,b
1192 Kripton 0,4 tr - - - ab
1192 cis-Pinokarveol - tr - - - a,b
1194 2-Dekanon tr - - - - a,b
1194 a-Terpineol tr 0,1 tr tr 1,3 ab,c
1199 Metil-salicilat - - - tr 0,9 a,b,c
1201 Mirtenol - 0,4 - tr - ab,c
1202 cis-Piperitol - - tr - - ab
1202 Safranal - - tr tr tr a,b
1203 Mirtenal - tr - - - ab,c
1207 Dekanal tr - 0,1 tr 0,2 ab
1211 Verbenon - tr - - 0,1 ab
1213 trans-Piperitol - - tr - - ab,c
1215 (E,E)-2,4-Nonadienal tr - - tr 0,3 ab
1217 trans-p-Mentan-2-on - - tr - - ab
1221 8,9-Dehidrotimol - - tr - - ab
1221 p-Menth-1-en-9-al - - - - 0,3 ab
1222 trans-Pulegol - - - tr - ab,c
1222 trans-Karveol - tr - tr - ab,c
1225 B-Ciklocitral tr - tr tr 0,1 ab
1230 Nerol - - tr tr 0,2 ab,c
1235 neoiso-Dihidrokarveol - - - - 0,1 a,b
1238 Metil-timol - - 0,2 - - ab
1243 Neral - - - tr - ab
1250 (2)-2-Decenal tr - - - - ab
1256 cis-Mirtanol - - - tr - ab,c
1257 Karvon - tr - - - ab,c
1257 Geraniol - tr - 0,4 0,6 ab,c
1259 Piperiton - - - tr - a,b
1260 2-Feniletil-acetat - - - - 0,3 ab
1263 (E)-2-Decenal 0,7 - tr - 0,3 ab
1266 Nonanska kiselina - - - tr 0,2 ab
1267 Dihidroedulan - - - - 1,3 ab
1271 2-Heksiltiofen - - - tr - ab
1272 Geranial - tr - tr - ab
1281 Felandral tr - - - - ab
1283 3-Undekanon tr - - - - ab
1290 Izobornil-acetat - - - tr - ab
1290 p-Menta-1,3-dien-7-al tr - - - - a,b
1292 trans-Linalool-oksid acetat (piranoid) 0,1 - - - - ab
1293 Timol tr - tr tr - ab,c
1295 (E,2)-2,4-Dekadienal - - - tr 0,1 ab
1300 Tridekan - - tr - - ab,c
1300 2-Metilnaftalen tr - - - - ab
1305 2-Undekanon - tr - - - ab
1305 Karvakrol tr - - - - ab,c
1306 Teaspiran A - - - - 0,1 ab
1309 Undekanal - - tr - tr ab
1311 Didehidrocikloizolongifolen - - - - 0,1 ab
1317 1-Metilnaftalen tr - - - - ab
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1317 p-Vinilgvajakol 0,1 tr - - tr ab,.c
1318 (E,E)-2,4-Dekadienal tr - - tr 0,5 ab
1322 Teaspiran B - - - - 0,2 ab
1325 Metil-geranat - - - tr - a,b
1327 (2)-3-Heksenil tiglat - - tr - - ab
1331 Silfiperfol-5-en - - - 0,1 - ab
1338 Mirtenil-acetat - - - 0 0,5 ab
1339 Presilfiperfol-7-en - - - 0,2 - ab
1342 0-Elemen - - - 0,3 - a,b
1343 Bicikloelemen - - 0,1 - - ab
1344 3-Undecen-2-on 0,3 - - - - ab
1345 Dihidroizojasmon - - - tr - ab
1350 7-epi-Silfiperfol-5-en - - - 0,3 - ab
1351 Silfin-1-en - - - tr - ab
1355 a-Kubeben - tr tr tr - ab
1358 a-Longipinen - - - tr - a,b
1360 Eugenol tr - - tr 2,2 ab,c
1363 Silfiperfol-4,7(14)-dien - - - tr - ab
1366 (E)-2-Undecenal tr - tr - 04 ab
1366 Neril-acetat - - - 0,1 - ab
1367 1-Dekanol - - - - tr ab
1371 1-Undekanol tr - - - - ab
1378 Izobornil-propanoat - - - tr - a,b
1378 o-llangen - - tr - - ab
1381 a-Kopaen - 0,3 tr - - a,b
1382 Silfiperfol-6-en - - - 1,1 - ab
1388 Modhefen - - - 0,3 - ab
1390 (E)-p-Damascenon - - - - 0,3 ab
1392 B-Burbonen - - 0,1 - 33 ab
1395 a-lzokomen - - - 1,4 - ab
1396 B-Kubeben - 0,6 0,5 - - ab
1396 B-Elemen - tr 0,1 0,1 - a,b
1400 Tetradekan - - tr - - ab,c
1401 7-epi-Seskvitujen - - 0,1 - - ab
1403 Petaziten - - - 0,1 - ab
1407 Ciperen - tr - tr - a,b
1407 Dodekanal - tr tr - tr ab
1410 Dihidro-a-jonon - - - - 0,6 ab
1414 (2)-Kariofilen - 0,1 - - - ab
1415 B-Izokomen - - - 0,6 - a,b
1417 trans-a-Ambrinol - - - - 0,2 ab
1419 cis-0-Bergamoten - - - tr - ab
1421 Mirtenil-propanoat - - - - 1,1 a,b
1422 B-llangen - - tr - - ab
1426 B-Kariofilen 14,9 12,6 9,1 1,9 0,8 ab,c
1435 B-Kopaen - - 0,2 tr - ab
1441 trans-a-Bergamoten 0,2 tr 0,3 0,1 0,1 ab
1443 B-Gurjunen - - tr - - ab
1448 (2)-B-Farnezen - - - tr tr ab
1449 Seskvisabinen B - - 0,2 - - ab
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1453 epi-B-Santalen - - - 0,2 - ab
1453 Izogermakren D - - 0,1 - - ab
1455 Geranilaceton 0,1 tr - - 0,2 ab
1457 cis-Muurola-3,5-dien - tr - tr - a,b
1458 (E)-B-Farnezen 0,3 - - 2,4 - ab
1460 a-Humulen 1,0 78 55 tr tr ab,c
1461 4-Metiltetradekan - - tr - - ab
1463 Linalil-2-metilbutanoat - - - - 0,1 ab
1466 B-Santalen - - - 0,1 - ab
1467 allo-Aromadendren - - - 1,1 - ab
1469 cis- Muurola-4(14),5-dien - - 0,1 - - ab
1469 9-epi-(E)-Kariofilen - - 0,1 - - a,b
1471 Ciklamen aldehid - - - - 0,1 ab
1472 y-Dekalakton tr - - - - ab
1474 B-Akoradien - - - tr - ab
1474 1-Dodekanol - 0,3 - - - a,b
1480 y-Gurjunen - 0,1 - - - ab
1481 y-Muurolen - 0,8 - 0,8 - a,b
1487 a-Kurkumen tr - - tr - a,b
1489 (E)-B-Jonon 0,1 - - - 0,5 ab
1489 Germakren D 0,1 - 50,8 - 0,4 ab,c
1490 trans-B-Bergamoten - - - 1,3 - a,b
1490 (3E,62)-a-Farnezen 0,1 tr tr - - ab
1493 B-Selinen - 0,1 - 0,2 - ab
1497 O-Selinen - - - tr - ab
1497 y-Humulen - - tr - - a,b
1497 (3Z,6E)-a-Farnezen - 0,1 52 - - ab
1497 a-Zingiberen 0,2 - - - - a,b
1500 Pentadekan 0,2 - - - - ab,c
1500 epi-Kubebol - 0,5 - 0,7 - a,b
1501 Biciklogermakren - - 3,8 - - ab
1502 B-Alasken - - - tr - a,b
1503 Benzil-tiglat - - - - 0,1 ab
1503 y-Amorfen - - 0,2 - - a,b
1505 a-Muurolen - 0,1 tr 1,3 - ab
1509 (3E,6E)-a-Farnezen 44 tr 2,9 - - ab
1511 Germakren A - 0,2 0,4 - - ab
1513 B-Bisabolen tr - - 0,7 0,6 a,b
1513 Tridekanal - - - - tr ab
1514 B-Kurkumen - - - - tr a,b
1514 Kuparen - - - - tr a,b
1517 Kameroonan-7a-ol - - - 0,4 - ab
1518 Dibenzofuran tr - - - - ab
1520 y-Kadinen - - 0,4 31 - ab
1521 Kubebol - 0,6 - - - ab
1524 B-Dihidroagarofuran - - tr - - ab
1526 Silfiperfolan-73-ol - - - 0,4 - ab
1527 6-Kadinen - tr 11 34 - ab
1528 Miristicin - - - - 6,9 ab,c
1529 B-Seskvifelandren 17,2 tr - tr - ab
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1530 trans-Kalamenen - 0,4 - - - ab
1533 (E)-y-Bisabolen - - - tr - ab
1533 Zonaren - tr tr - - ab
1538 (2)-Nerolidol tr - - - - ab
1539 trans-Kadina-1,4-dien - tr 0,1 0 - ab
1541 10-epi-Kubebol - - - 0,2 - ab
1541 cis-Kalamenen - - - tr - ab
1544 o-Kadinen - - 0,1 0,3 - ab
1547 trans-a-Bisabolen - - 0,1 0,1 - ab
1550 o-Kalakoren - tr - tr - ab
1550 cis-Seskvisabinen hidrat tr - tr - - ab
1553 Silfiperfolan-6f3-ol - - - 0,3 - ab
1554 1,8-Oksido-kadin-4-en - - tr - - ab
1557 cis-Muurol-5-en-43-ol - - 0,1 - - ab
1558 Seskvirozfuran - - tr - - ab
1560 |zokariofilen-oksid tr 3,4 0,1 0,2 - ab
1564 cis-Muurol-5-en-4a-ol - - tr 0,1 - a,b
1565 Germakren B 0,7 - - - - ab
1565 (E)-Nerolidol - tr 0,1 04 - ab
1570 B-Kalakoren - - - tr - ab
1574 (2)-3-Hekseni-benzoat - - - - 0,2 a,b
1576 Mint-oksid - - 0,1 - - ab
1576 Palustrol - - - tr - ab
1579 1-Tridekanol - tr - - tr a,b
1580 Neril-2-metilbutanoat - - - 1,0 - ab
1583 Germakren D-4-ol - - 3,9 1,9 - ab
1585 Spatulenol tr - tr tr tr ab,c
1586 Nerll-3-metilbutanoat - - 0,1 2,7 - ab,
1592 Kariofilen-oksid 1,1 448 0,7 5,0 0,4 ab,c
1597 a-Gvajol - - 0,1 - - ab
1597 Vulgaron A - - - 0,8 - ab
1599 Kubeban-11-ol - - 0,2 - - ab
1601 Globulol - - - 34 - ab
1602 cis-B-Elemenon - 0,3 - - - a,b
1603 Salvial-4(14)-en-1-on - - tr - - ab
1603 Rozifoliol - - tr - - ab
1607 Humulen-epoksid | - 0,8 0,1 - - a,b
1610 Ledol - 0,4 - 0,4 - ab
1611 Neril-pentanoat - - - tr - a,b
1614 Tetradekanal - 0,1 - - 0,2 ab
1615 6-epi-Kubenol - - - tr - a,b
1618 B-Oplopenon - - tr - - a,b
1618 Humulen-epoksid I 0,1 14,1 0,4 0,4 - ab
1623 1,10-di-epi-Kubenol - - 0,1 0,5 - ab
1624 (E)-B-Farnezen-epoksid 0,2 - - - - ab
1627 Junenol - - 0,1 tr - ab
1630 o-Korokalene - - - tr - ab
1632 5-Gvajen-11-ol - - tr - - ab
1632 Silfiperfol-6-en-5-on - - - tr - ab
1634 1-epi-Kubenol - 0,1 0,1 - - ab
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1635 Benzofenon tr - - - - ab
1640 Humulen-epoksid 11 - 1,4 - - - ab
1642 Alismol - - - 14,1 - ab
1645 Kariofila-3(15),7(14)-dien-6-ol - 0,5 - - - ab
1648 1-Kadinol - - tr 17,6 - ab
1650 epi-a-Murrolol - tr 14 tr 0,1 ab
1651 Kubenol - 0,2 - - - ab
1653 a-Muurolol - 0,2 0,3 0,8 - ab
1661 (2)-6-Dodecen-y-lakton tr - - - - a,b
1662 2,3-Dehidro-a-jonol 1,8 - - - - ab
1663 a-Kadinol - 0,2 2,3 9,1 0,1 ab
1667 cis-Kalamenen-10-ol - tr - tr - ab
1668 ar-Turmeron - - 0,2 - 0,2 ab
1669 Intermedeol - - - 0,6 - ab
1675 3-Okso-B-jonon - - 0,2 - - ab
1675 y-Dodekalakton 0,3 - - - - ab
1676 trans-Kalamenen-10-ol - tr - 04 - ab
1679 14-Hidroksi-9-epi-(E)-kariofilen - 2,3 - tr - a,b
1684 Neril-tiglat - - 0,1 - - ab
1684 Valeranon - - - 0,5 - ab
1686 Mustakon - 0,2 - - - ab
1690 a-Bisabolol - - 0,1 14 - a,b
1691 Amorfa-4,9-dien-2-ol - - tr - - ab
1691 2,3-Dihidrofarnezol 0,3 - - 1,2 - ab
1691 1-Heptadecen 0,8 - - - - a,b
1692 epi-0-Bisabolol - - - - 0,1 a,b
1694 Germakra-4(15),5,10(14)-trien-1a-ol - - 0,3 0,4 - ab
1695 Eudezma-4(15),7-dien-1-ol - - - tr - ab
1700 Heptadekan tr 0,1 - - 0,1 a,b,c
1700 Siobunol - - 0.2 - - ab
1712 15-nor-Kalamenen-10-on - - - 0,3 - ab
1712 Ciperotundon - 0,2 - - - a,b
1716 Pentadekanal - tr 0,2 - 1,0 ab
1719 ar-Kurkumen-15-al - - - 0,1 - ab
1722 14-Hidroksi-a-humulen 0,1 - - 0,2 - ab
1726 (E,2)-2,6-Farnezol - - - tr - ab
1730 Majuron - 0,1 - - - ab
1744 6-Metilheptadekan tr - - - - a,b
1747 Mint-sulfid - 0,2 0,1 - - ab
1748 Oplopanon - - - 2,3 - a,b
1762 Tetradekanska kiselina - - - - 0,2 ab
1768 B-(2)-Kurkumen-12-ol - - tr - - ab
1769 Benzil-benzoat tr - - - - ab,c
1771 a-Muurolen-15-al - - tr - - ab
1772 y-Kurkumen-15-al - - - tr - ab
1777 (E)-2-Pentadecenal tr - - - - ab
1782 Muurola-4,9-dien-15-ol - - 0,1 - - ab
1784 Gvajazulen - - - tr - ab
1786 Antracen - - tr - - ab
1786 1-Pentadekanol tr - - - - ab
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1788 B-Bisabolenol - - - tr - a,b
1799 2a-Acetoksi-amorfa-4,7(11)-dien - - 0,1 - - ab
1807 (2)-trans-a-Bergamotil-acetat - - - - 0,7 ab
1815 Kadina-1(10),4-dien-14-ol - - tr - - a,b
1818 Heksadekanal - - - - 0,1 ab
1841 Neofitadien, izomer | 0,9 - - - 0,2 ab
1845 Heksahidrofarnezilaceton 0,1 tr 0,1 0,2 1,1 ab
1861 Pentadekanska kiselina - - - tr - a,b
1863 Neofitadien, izomer Il - - - - 0,1 ab
1866 (2)-9-Heksedecen-1-ol tr - - - - ab
1870 2-Metil-oktadekan - - - 1,1 - ab
1877 Benzil-salicilat 0,1 - - - - ab,c
1891 (Z,2)-8,11-Heptadekadienal - - - - 0,2 a,b
1896 (Z,2,2)-8,11,14-Heptadekatrienal - - - - 0,3 a,b
1900 Nonadekan tr - - - - ab,c
1901 10-Hidroksi-4-kadinen-3-on - - - 0,2 - ab
1919 (E,E)-5,9-Farnezilaceton tr 0,2 - - 0,2 a,b
1931 Korimbolon - - - 0,1 - ab
1936 N-Izobutilamid 2,4-dekadienske kiseline * - - - tr - ab
1961 Heksadekanska kislina 0,1 0,1 - - 3,7 ab,c
2000 Eikozan tr - - - 0,1 ab,c
2022 Oktadekanal - - - - 0,1 ab
2032 (E,E)-Geranil-linalool - - - tr - ab
2042 (2)-Falkarinol 21,5 - - - - ab
2051 16-Kauren 11 - - - - ab
2095 1-Heneikozen 0,1 - - - - ab
2100 Heneikozan 0,1 tr tr - 0,3 ab,c
2101 (2)-9-Oktadecenal - - - 0,2 - ab
2105 y-Heksadekalakton - - - tr - a,b
2105 Nonadekanal tr - tr - - ab
2115 (E)-Fitol 3,8 - 0,4 tr 8,3 ab
2135 (Z,2)-9,12-Oktadekadienska kiselina - - - 0,3 0,1 ab,c
2140 (2,2,2)9,12,15-Oktadekatrienska kiselina - - - - tr ab,c
2144 Piperidid 2,4-dekadienske kiseline* - - - 0,3 - a,b
2145 7-Metilheneikozan - - - - 0,7 ab
2158 Piperideid 2,4-dekadienske kiseline* - - - tr - a,b
2200 Dokozan tr - - - 0,3 ab,c
2221 Piperideid 2,4,6-dekatrienske kiseline* - - - tr - a,b
2300 Trikozan 0,2 tr 0,1 - 0,8 ab,c
2319 2-Nonadekanon 0,2 - - - - ab
2400 Tetrakozan - - 0,1 - 0,1 ab,c
2500 Pentakozan tr tr tr tr 0,5 ab,c
2594 1-Heksakozen - - - - tr ab
2600 Heksakozan - - - - 0,1 ab,c
2700 Heptakozan 0,1 tr tr - 1,1 a,b,c
2800 Oktakozan - - - - 0,2 ab,c
2900 Nonakozan - - tr - 1,4 ab,c
3100 Hentriakontan - - - - 0,5 ab,c
Ukupno identifikovano 96,2 97,6 97,9 93,6 95,1
Klasa jedinjenja
Terpenoidi 66,2 96,9 93,5 91,4 25,8
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Hemiterpenoidi tr - tr - 0,4

Monoterpenoidi 20,7 3,0 0,5 57 10,2
Monoterpenski strukturni tipovi:

Acikli¢ni 0,3 tr 0,2 4,2 6,4
|zo-kamfanski - tr - 0,1 -
Kamfanski - - tr 0,2 0,2
Pinanski - 2,7 - 0,2 1,7
Tujanski tr tr tr 0,1 -
p-Mentanski 20,4 0,3 0,3 0,9 1.9
Ugljovodonicni 19,7 1,4 tr 0,5 -
Oksigenovani 1,0 1,6 0,5 52 10,2
Seskviterpenoidi 40,9 73,7 92,8 86,2 71
Seskviterpenski strukturni tipovi:

Bisabolanski i biogenetski srodni 17,6 0,1 1,0 4,0 1,5
Eudezmanski i biogenetski srodni - 0,1 0,1 14 -
Farnezanski i biogenetski srodni 53 0,1 8,2 4,0 0,2
Germakranski i biogenetski srodni 0,8 0,5 59,7 2,7 0,6
Gvajanski i biogenetski srodni tr 2,6 11 19,9 3,3
Humulanski i biogenetski srodni 17,2 87,8 16,0 8,5 1,3
Kadinanski i biogenetski srodni - 2,5 6,7 40,2 0,2
Trikvinani i biogenetski srodni - - - 55 -
Ugljovodonicni 39,1 23,2 81,6 21,8 55
Oksigenovani 1,8 70,5 11,2 64,4 1,6
Diterpenoidi 58 - 0,4 tr 8,6
Diterpenoidni strukturni tipovi:

Fitanski 47 - 0,4 tr 8,6
Kauranski 11 - - - -
Ugljovodoniéni 2,0 - - - 0,3
Oksigenovani 38 - 04 tr 8,3
Jedinjenja izvedena iz karotenoida 21 0,2 0,3 0,2 4,6
Fenilpropanoidi 0,4 tr 0,2 tr 19,5
Masne kiseline i jedinjenja izvedena iz metabolizma masnih kiselina 23,6 0,6 0,4 19 13,2
“Green leaf” jedinjenja 2,6 tr 3,3 tr 32,2
Ostalo tr tr tr tr tr

"Identifikovane komponente date su prema redosledu eluiranja sa HP-5 MS kolone (RI- eksperimantalno odredeni retencioni indeksi na
pomenutoj koloni u odnosu na seriju n-alkana C7-Ca1. 2Procenti identifikovanih jedinjenja predstavljaju srednje vrednosti dobijene u tri zasebne
analize. SMetode identifikacije: a — identifikacija izvrSena na osnovu poredenja retencionih indeksa sa literaturim vrednostima; b — identifikacija
izvrSena na osnovu poredenja masenih spektara; ¢ — identitet komponente potvrden koinjektiranjem odgovarajuc¢eg standarda. “tr’ —
komponenta identifikovana u tragovima (£0,05%); “*” - nije utvrden tacan sterecizomer.
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4.2. Statisticka analiza (AHC, PCA, DA) sastava (relativhe zastupljenosti sastojaka) etarskih ulja odabranih
biljnih vrsta familija Asteraceae, Apiaceae, Cyperaceae i Lamiaceae

4.2.1. Statisticka analiza originalnih varijabli

4.2.1.1. Sve komponente identifikovane u uljima

Dendogram koji odgovara AHC analizi primenjenoj na slu¢aj kada se za varijable uzima procentualna
zastuplienost (bez uvodenja aproksimacije kojom bi limitirali kriterijume unosa) komponenata identifikovanih u (makar
jednom) uzorku - opservaciji dat je u Prilogu 6 (Slika 48b). Na Slici 48a prikazana je hijerarhijska struktura
(dendogram) nastala po presecanju dendograma dobijenog nakon n-tog grupisanja. Kao kriterijum za razvoj klastera
kori§¢en je Vardov metod, dok je kriterijum optimalnosti procene stepena razdvajanja (razliCitosti) klastera procenjen
od strane programa''- razlika u Euklidovoj udaljenosti u okviru intervala 0-6466. Na ovako upro$¢enom prikazu (Slika
48a) mogu se uoCiti 22 grupe (klase ili klasteri), pri ¢emu se ni jedna od grupa ne podudara sa taksonomskom
klasifikacijom odabranih vrsta (koris¢enih opservacija) na familije. Grupa C22 (uzorak Stachys recta L. subsp.
baldaccii, L88, Tabela 5) i grupa C10 (Telekia speciosa, A11, Tabela 5), nalaze se na zasebnim kladama, i
okarakterisane su sa po jednom bilinom vrstom, a u odnosu na ostale klase odvojene su dubokom dihotomijom. Ono
§to odlikuje, a ujedno i razdvaja ove biline vrste u odnosu na ostale je za L88 uzorak sadrzaj komponenata mirtenil-
propanoata, didehidrocikloizolongifolena i linalil-2-metilbutanoata (1,1; 0,1 i 0,1%, respektivno), dok za A11 uzorak
prisustvo retkin estara:  10-izobutiriloksi-8,9-epoksitimil-2-metilpropanoata,  10-izovaleriloksi-8,9-epoksitimil-2-
metilpropanoata i 8-dehidrotimil-2-metilpropanoata (3,5; 0,5 i 0,1%, respektivno), seskviterpena alantolaktona,
izolantolaktona, albena, modhefen-8f-ola i cis-a-santalil-acetata (4,2; 3,2; 0,8; 0,6 i 0,4, respektivno). Preostale klase
koje se mogu uociti na dendogramu medusobno su sli¢nije (od dve trecine i manje u odnosu na maksimalnu vrednost
intervala). Grubo gledano, mogu se uoditi dva segmenta, od kojih veéi sadrzi Cetrnaest grupa (C14, C5, C21, C12,
C1, C11, C19, C8, C13, C6, C9, C2, C4 i C3), a maniji Sest (C15, C16, C18, C17, C7 i C20). U okviru segmenta pod
kojim se nalazi veéi broj klastera najudaljeniji je monotipski klaster C14 predstavljen uzorkom Achillea distans, A34
(Tabela 5). Uzorak A34 (etarsko ulje korena) se od uzoraka odabranih Achillea vrsta', i koje su mahom grupisane i
leze ispod istog klastera (C3) na dendogramu, razlikuje po prirodi i sadrzaju glavnih komponenata, sa metabolickim
putevima odgovornim za produkciju drugacijih dominantnih isparljivih metabolita: 1-kadinol i alismol (17,6 i 14,1%), ali
i po metabolitima identifikovanim u minornim koli¢inama: isparljivim alkamidima (tri, od kojih je najzastupljeniji
piperidid 2,4-dekadienske kiseline 0,3%, Tabela 6a), trikvinanima (Tabela 6a) i 2-metiloktadekanu (1,1%). Klaster
C14 je blizak klasteru C10. Poredenjem sastava isparljivih komponenata uzorka A34 i A11 (Cine klastere C14 i C10)
se moze primetiti da je ono §to ih Cini bliskim (osim ¢injenice da pripadaju istoj familiji) tip iregularnih
seskviterpenoida - trikvinana. Pod istim segmentom (Slika 48a i 48b) nalazi se klaster C5, takode monotipski
(Glechoma hirsuta, L31). Specifitnost ulja ove opservacije ogleda se u izuzetno visokom sadrzaju oksigenovanog
monoterpena p-mentanskog tipa 1,8-cineola (42,6%), i niskom sadrzaju komponenata koje ne karakteriSu isparljive
profile ostalih (do 1%): 3-oktil-acetata (0,7%), mono- (egzo-2-hidroksicineol acetata 0,7%) i seskviterpenskih
molekulskih vrsta (cis-14-nor-muurol-5-en-4-ona i izobiciklogermakrenala 0,6% i 0,5%, respektivno). Klaster C21
predstavija uzorak ulja Stachys palustris, L83, karakteriSe p-anisaldehid (0,2%), a C12 (Otanthus maritimus, A27,
Tabela 5) jedinjenja artemizil-acetat, (1(10)E,5E)-germakradien-11-ol, 2,5-dimetil-3-metilenhepta-1,5-dien i geranil-p-

! Prvi rezultat analize je trakasti grafikon. Nivoi koje zaposedaju trake, ali i oblik grafikona govori dosta o strukturi podataka. Kada je nivo
razliCitosti jak (povecan), dostize se stupanj kada se klasteri grupiSu u homogene grupe. Automatsko presecanje dendograma je opcija koja
koristi ovaj kriterijum, a program je primenjuje kada su grupe homogene i kada treba prestati sa udruzivanjem opservacija (ili grupa
opservacija).

12 Analiza ulja izolovanog iz nadzemnih delova odabranih Achillea vrsta ukazuje na maniji ili ve¢i medusobni stepen sli¢nosti: tip kamfor i/ili
borneol i/ili 1,8-cineol, odnosno tip B-pinen-B-kariofilen, Tabela 5, opservaciie A33, A35, A36, A37, A38, A39, A40, Ad1, A42.
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cimen (8,1; 0,9; 0,4 i 0,4%, respektivno). Klaster C1 grupiSe tri opservacije (uzorci L1-L3). U pitanju su iste vrste,
bliskog geografskog porekla (Stachys menthifolia, Tabela 5), a za centralni objekat postavijena je opservacija -
uzorak L2; jedinjenja trans-izolongifolanon (1,2-1,6%), 2-keto-manoil-oksid (0,7-1,2%), lariksol (0,4-1,1%), 8-0-11-
elemodiol (0,3-1,9%), endo-1-burbonanol (0,05-0,3%) i amorfa-4,9-dien-2-ol (0,05-0,5%) blize opisuju pripadnost
uzoraka centralnom objektu u C1 klasteru. C11 grupa je monotipska (Doronicum austriacum, A24, Tabela 5), a ono
§to je odlikuje je nizak procenat (0,2-0,1%) komponenata 3-okso-B-jonona, kubeban-11-ola, seskvisabinena B, 2a-
acetoksiamorfa-4,7(11)-diena, 7-epi-seskvitujena i neril-tiglata (0,2; 0,2; 0,2; 0,1; 0,1 i 0,1%, respektivno). Klaster
C19, monotipski (Lamium purpureum, L68, Tabela 5), takode odlikuje nizak procenat (0,2-0,1%) jedinjenja 2-
heksadecil-butanoata, heksil-dodekanoata, trans-2-dodecen-1-ola i cis-5-okten-1-ola (0,2; 0,2; 02 i 0,1%,
respektivno). Klaster C8 grupise tri opservacije (Centaurea cuneifolia A4, Lamium bifidum L61 i Stachys recta L87,
Tabela ), sa L87 kao centralnim objektom u okviru klastera. C13 sadrzi jednu opsevaciju (Argyranthemum adauctum,
A31), koja se razlikuje od ostalih uzoraka po detektovanim varijablama m-menta-1(7),8-dienu, dehidrolinaloolu, 6-
metil-6-(3-metilfenil)-heptan-2-onu (1,0; 0,9 i 0,9%, respektivno). Najmanii interval (razliitosti) se moze uoiti za
klade: C6 (Berula erecta, U46), C9 (Solidago gigantea, A7), C2 (kompleks predstavljen L5 opservacijom kao
centralnim objektom), C4 (Arnica longifolia, A1) i C3 (kompleks predstavljen U26 opservacijom kao centralnim
objektom). Monotipski klaster C6 se razlikuje od ostalih po 3-undecen-2-onu, 2-nonadekanonu i trans-B-farnezen
epoksidu (0,3; 0,2 i 0,2%, respektivno), a C9 po 1-nonenu, torilenolu, epi-torilenolu i a-korokalenu (0,9; 0,5; 0,1 i
0,1%, respektivno). Karakteristika opservacija grupisanih unutar klastera C2 Trinia glauca, U23; S. plumosa, L27; S.
menthifolia, L75; Pluchea quitos, A2; S. swainsonii subsp. swainsonii, L13,L14, L67; Baccharis dracunculifolia, A6; S.
ionica, L74, L17, L18; S. chrysantha, L80; S. candida, L81; S. swainsonii subsp. argolica, L10; S. spruneri, L6, L4; S.
swainsonii subsp. scyronica, L16; S. swainsonii subsp. melangavica L12; L8; S. spruneri, L5; S. swainsonii subsp.
melangavica, L9, L7 i S. swainsonii subsp. scyronica, L15) je prisustvo B-kariofilena (0,05-16%) i 6-kadinena (0,3-
25,7%) i spatulenola (0,05-12,5%)- tip B-kariofilen-8-kadinen-spatulenol (uz postojanje podtipova sa limonenom (0,2-
9,7%, nije detektovan u uzorcima L15, A2, L81), a-humulenom (0,2-2,1%, nije detektovan u uzorcima L27, L74) ili
abietatrienom (0,2-61%, nije detektovan u uzorcima A2, A6, U23, L74). Monotipski klaster C4 (Arnica longifolia, A1)
najsliéniji je klasteru C3 (izvestan stepen slicnosti deli sa klasterom C2), a geranil-2-metilpropanoat, geranil-2-
metilbutanoat 2,5-dimetoksi-p-cimen, fokienol, cis-B-ocimen-epoksid i neril-pentanoat (0,4; 0,2; 0,2; 0,2; 0,2; 0,11 0,1,
respektivno) su komponente odgovorne za svrstavanje opservacije A1 na nivo zasebnog klastera. Pod klasterom C3
izdvojene su 133 opservacije, sa U26 kao centralnom (Santolina corsica, A28; Cyperus glomeratus, C1; Salvia
officinalis, L32; Ferulago angulata, U2; Angelica arhangelica, U4; S. spinosa, L73; Eriocephalus africanus, A26;
Artemisia absinthium, A30; Aster hesperius, A8; Inula oculus-christi A13; Chrysothamnus nauseosus, A9;
Helichrysum amorginum, A17; Ocimum basilicum, L47; Scleria hirtella, C2; Melissa officinalis, L46; Eremostachys
laevigata, L35; S. recta L., L72; Echinops ritro, A5; S. recta L., L69; Xanthium brasilicum, A18; Achillea distans, A33-
nadzemni; S. recta L., L71; S. athorecalyx, L85; S. swainsonii subsp. argolica, L11; S. recta subsp. subcrenata, L19;
S. palustris, L20; S. plumosa, L21, L79; S. sylvatica L22, L23, L25, L26, L28; S. athorecalyx, L24; Carum carvi, U14;
Tordylium maximum, U36; Kyllinga odorata, C3; Geocarium cynapioides, U22; Tanacetum larvatum, A29; Thymus
vulgaris, L51; Mentha pulegium, L55; S. iva, L78; Pastinaca hirsuta, U35; Lamium album, L59; S. sylvatica, L22, L23;
Hyssopus officinalis, L43; S. menthifolia, L29; Falcaria falcarioides, U25; Helenium amarum, A15; S. iberica subsp.
stenostachya, L86; Peucedanum oreoselinum, U43; Bupleurum praealtum, U28; Ferula communis, U18; Acinos
arvensis, L52; Achillea abrotanoides, A39; Anethum graveolens, U15; Laserpitium siler, U32; Orlaya grandifiora,
U31; S. plumosa, L79; Senecio farfarifolius, A25; Achillea stricta, A42; Achillea clypeolata, A40; Achillea depressa,
A41; Achillea lingulata, A37; Leutea elbrusensis, U6; Peucedanum longifolium, U41; Rosmarinus officinalis, L30;
Dittrichia graveolens, A14; Cuminum cyminum, U13; Perilla frutescens, L33; Elsholtzia ciliata, L41; S. athorecalyx,
L24; Marrubium vulgare, L50; Cachrys trifida, U19; Conyza albida, A10; Ambrosia artemisiifolia, A19; Lamium
maculatum, L64; Nepeta racemosa, L56; Calamintha vardarensis, L53; Anthemis triumfetti, A32; Ballota undulata,

84



L42; Sideritis montana L. subsp. montana, L58; Conium maculatum, U21; S. pubescens, L82; Anthriscus sylvestris,
U45; Torilis anthriscus, U30; Achillea colina, A36,; Eremocharis triradiata, U10; Pimpinella barbata, U11; Heracleum
candolleanum, UT; Foeniculum vulgare, U16; Petroselinum crispum, U12; Athamanta sicula, U44; Cnidium
silaifolium, U27; Laser trilobum, U33; Aegopodium podagraria, U29; Physospermum cornubiense, U37; S. palustris,
L20; Micromeria thymifolia, L54; Lavandula angustifoia, L45; Stevia achalensis, A21; S. plumosa, L21; Lycopus
australis, L39; S. sylvatica, L25; Eupatorium pauciflorum, A20; S. recta L., L70 i L68; S. sylvatica, L28; S. recta L.
subsp. subcrenata, L19; S. sylvatica, L26; Gaillardia cabrerae, A16; Coriandrum sativum, U17; Peucedanum
officinale, U42; Origanum vulgare, L48; Ziziphora persica, L34; Agastache foeniculum, L38; Daucus carota, U3; Sium
latifolium, U8; Achillea millefolium, A38; Teucrium fruticans, L44; Perovskia abrotanoides, L36; Pulicaria undulata,
A12; Seseli rigidum, U20; Erechtites hieracifolia, A22; Peucedanum cervaria, U40; Clinopodium vulgare, L49;
Monarda citidora var. citodora, L37; Satureja horvatii, L57; Phlomis fruticosa, L40; S. euboica, L76; Kadenia dubia,
US; Sanicula europaea, U24; S. swainsonii subsp. argolica, L11; S. spruneri, L89; S. sylvatica, L77; Eryngium
palmatum, U1; Libanotis montana, U26; Diplotaenia cachrydifolia, U9; Werneria poposa, A23; S. glutinosa, L84;
Chaerophyllum hirsutum, U34; Peucedanum alsaticum, U38; Peucedanum austriacum, U39; Tabela 5, Slika 48b).
Opservacije C3 klastera za zajedni¢ku osobinu imaju izraZzenu mono- ili seskviterpensku komponentu kombinovanu
sa osnovnim tipom - tip B-kariofilen-d-kadinen-germakren D (limonen ifili linalool i/ili a-pinen ifili B-pinen ifili y-terpinen
ifili kariofilen-oksid ifili spatulenol). Slede¢u grupaciju sacinjavaju monotipski klasteri od kojih je C15 najblizi
klasterima C3 i C4. Opservacija A35, 1. uzorak Achillea grandifolia odlikuje se askaridolom, izo-askaridolom i trans-
askaridol glikolom (15,5; 1,4 i 0,1%, respektivno) kao jedinstvenim varijablama. C16 i C18 (Lamium amplexicaule,
L60 i Lamium garganicum, L63) odlikuje prisustvo visih masnih kiselina i njihovih (uglavnom) metil- estara
(miristinska, izopropil-miristat, palmitinska, metil-palmitat, linolna, metil-linoleat, linolenska, metil-linolenat,
stearinska), a ta osobina im je donekle i zajednicka sa C17 (Lamium galeobdolon, L62). Klasteri C7 (Sonchus
arvensis, A3) i C20 (Ajuga laxmannii, L66) pripadaju bliskim kladama, a nizi interval u okviru koga se procenjuje
stepen razliCitosti verovatno se moze objasniti uporedivim sadrzajem metabolita ArC+ i ArC, Sikimatnog puta.
Rezultat PCA statistiCke analize Parsonovog (n) tipa, za Cije izvodenje su koriséene identicne varijable,
prikazan je na Slici 49. PCA analiza je do sada koris¢ena da bi se sagledala medusobna veza koja postoji izmedu
bilinih vrsta na osnovu originalnih varijabli (komponenata) koje su identifikovane u uljima. Na Slici 49 prikazana je
PCA distribucija opservacija dobijenih kada su za originalne varijable koriS¢ene sve komponente identifikovane u
makar jednom od 180 uzoraka (opservacija). Kao $to je prikazano (Slika 49) PCA faktorsku ravan (konstruiSu je ose
F1iF2) objadnjava 8,04% komponenata prisutnih u svim analiziranim uzorcima. Osa F1 objaSnjava 4,26%, dok osa
F2 objadnjava 3,78% ukupne varijanse (varijabilnosti). Rezultati dobijeni PCA analizom uporedivi su sa rezultatima
koje je predoila AHC analiza (posmatrajuci interval Euklidovog rastojanja). PCA analiza originalnih varijabli
(relativan sadrzaj identifikovanih komponenata u uljima) dala je izvestan broj visokih (uglavnom pozitivnih) korelacija
izmedu komponenata etarskih ulja. Na osnovu podataka koje daje korelaciona matrica'®, kao §to je postulirano u
prethodno publikovanom radu (Radulovi¢ et al., 2007b), mogu se uoCiti potencijalne biogenetske veze, ali i sagledati
odnosi izmedu komponenata nastalih transformacijom primarne strukture (artefakti procesa izolovanja ili analize).
Molekuli 6-metil-3,5-heptadien-2-on, izoforon i (E)-3-damaskon dovode se u jaku vezu sa molekulom (E)-5,6-epoksi-
B-jononom (pozitivna korelacija 0,894; 0,894 i 1,000, respektivno), $to se mozda moZe objasniti i izvedenim poreklom

13 Korelacije koje se dobijaju iz matrice Parson-ovog tipa kada se za varijable koriste komponente etarskih ulja ¢e biti tumacene jedino u
sluéaju kada su u analizi razmatrane sve komponente ulja, jer sam misljenja da se jedino uzimanjem svih komponenata u obzir moze dobiti
pravi uvid u potencijalne i postulirane veze.
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Slika 48a. Klasteri izdvojeni presecanjem dendograma (AHC analiza) koji predstavlja meru razli¢itosti hemijskog sastava svih
isparljivih komponenata detektovanih u odabranim uzorcima 180 etarskih ulja (opservacija). Za varijable kori§¢ena procentualna
zastupljenost svih komponenata identifikovanih u makar jednom od 180 uzorka- opservacija. Kriterijum za razvoj klastera-
Vardov metod; kriterijum procene stepena razliCitosti klastera- Euklidova udaljenost u okviru intervala 0-6466. |zdvojene su 22

grupe ulja: ¢1 (3): L1, L2, L3; C2 (23): L4, L5, L6, L7, L8, L9, L10, L12, L13, L14, L15, L16, L17, L18, L27, U23, A2, A6, L67, L74, L75, L8O, L81; C3 (133):
L11, L19, L20, L21, 122, 123, 124, L25, 126, L28, 129, L30, L32, U1, U2, U3, U4, U5, U6, U7, U8, U9, U10, U11, U12, U13, U14, U15, U16, U17, U18, U19,
U20, U21, U22, U24, U25, U26, U27, U28, U29, U30, U31, U32, U33, U34, U35, U36, U37, U38, U39, U40, U41, U42, U43, U44, U45, C1, C2, C3, A5, A8, A9,
A10, A12, A13, A14, A15, A16, A17, A18, A19, A20, A21, A22, A23, A25, A26, A28, A29, A30, A32, A33, A36, A37, A38, A39, Ad0, Ad1, Ad2, L33, L34, L35,
136, L37, 138, L39, L40, L41, L42, L43, L44, L45, 146, L47, 148, L49, L50, L51, L52, L53, L54, L55, L56, L57, L58, L59, L64, L68, L69, L70, L71, L72, L73, L76,
L77, L78, L79, L82, L84, L85, L86, L89; C4 (1): A1; C5 (1): L31; C6 (1): U46; C7 (1): A3; C8 (3): Ad, L61, L8T; C9 (1): A7; C10 (1): A11; C11 (1): A24; C12 (1):
A27; C13 (1): A31; C14 (): A34; C15 (1): A35; C16 (1): ABO; C17 (1): A62; C18 (1): AB3; C19 (1): AB5; C20 (1): A6; C21 (1): A83; C22 (1): ASS.

ovih molekulskih vrsta (degradacijom) iz strukture sa kojom koreliSu ((E)-5,6-epoksi-B-jonon). Uocene korelacije
odgovaraju eksperimentalnim podacima dobijenim praéenjem kinetike procesa termalne degradacije suspenzije (-
karotena i vode, gde navedene strukture mogu nastati termalno indukovanom degradacijom molekula B-karotena
posredovanjem intermedijera (E)-5,6-epoksi-B-jonona (Kanasawud i Crouzet, 1990). Molekul safranala dovodi se u
vezu sa megastigmatrienonom (0,953), (E)-B-damascenonom (0,678) i dihidroaktindiolidom (0,645); B-ciklocitral sa
(E)-B-jononom (0,716); a-jonen sa (Z)-B-damascenonom (1,00) i dihidroaktindiolidom (0,715); teaspiran B sa dihidro-
a-jononom (0,970); (E)-B-damascenon sa geranilacetonom (0,735) i megastigmatrienonom (0,707); dihidroaktindiolid
sa (Z)-p-damascenonom (0,715) i megastigmatrienonom (0,696); (E)-B-jonon sa heksahidrofarnezilacetonom
(0,626). Takode, zabelezene su pozitivne korelacije izmedu metoksibenzaldehida (p-anisaldehid (a-jonen (0,953);
(2)-p-damascenon (0,953) i dihidroaktindiolid (0,826)) i p-vinilgvajakol (safranal (0,925) i megastigmatrienon (0,963))
i karotenoidinih derivata. Mehanizam nastanka metilbenzaldehida termalnom degradacijom iz prekursora 12-formil-
11-nor-B-karotena objasnjen izomerizacijom, ciklizacijom i postupnom heterolizom, publikovan je nedavno (Rios et
al., 2008), pa je mogute da navedeni metoksibenzaldehidi i karotenoidni degradacioni proizvodi potiCu od
zajednickog prekursora. Medutim, iako se neke od navedenih korelacija mogu objasniti procesima autooksidacije
karotenoida tokom zagrevanja, ne treba iskljuéiti ni precese enzimske oksidativne degradacije, kao nito da se i u
zivim bilikama odvija proces foto-oksidacije karotenoida (i da se reaktivni proizvodi degradacije mogu akumulirati u
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bilikama u vidu glikozida, odakle se, po potrebi, aglikoni oslobadaju enzimskom hidrolizom™), pri ¢emu nastaju
jedinjenja nosioci aroma cveéa i voca. Navedeni podaci idu u prilog Cinjenici da je mehanizam nastanka
degradacionih proizvoda izvedenih iz karotenoida viSestruk, i kompleksan (i u velikoj meri nerazjasnjen).

Observations (axes F1and F2: 8.04 %)
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Slika 49. Grafi¢ki prikaz PCA analize (distribucija opservacija, oznake navedene u Tabeli 5) dobijene kada se za originalne
varijable primene relativni procenti svih komponenata identifikovanih u makar jednom od 180 uzoraka etarskih ulja - opservacija.
Ose (F1 i F2 faktori- prva i druga glavna komponenta) odnose se na ordinacione skorove uzoraka (opservacija). Osa F1
doprinosi objaSnjenju 4,26%, a osa F2 3,78% ukupne varijanse.

Can alkani koreliSu sa visim homologom neparnog niza: tetradekan i pentadekan 0,845; oktakozan i
nonakozan 0,843; heksakozan i heptakozan 0,687; triakontan i hentriakontan 0,844; dotriakontan i tritriakontan
0,705, ali ne i sa molekulima visih masnih kiselina. U biosintezi epikutikularnih voskova B-oksidacija molekula masnih
kiselina smatra se za dominantan proces (moze joj prethoditi proces elongacije) kojim se biosintetiSu jedinjenja sa
neparnim brojem C atoma u nizu. Za nastajanje alkana sa parnim brojem C atoma odgovornim se smatra proces a-
oksidacije, ¢ime se vrsi degradacija molekula startera (mada je mehanizam biosinteze alkana u velikoj meri ostao
nerazjadnjen, za razliku od ostalih komponenata epikutikularnih voskova) za po 1C atom (dekarbonilacija ili
dekarboksilacija). [zostanak korelacija se moZzda moze objasniti time da su molekuli masnih kiselina od kojih n-alkani

*4ili npr. kiselom hidrolizom, do koje dolazi u toku izolovanja ulja iz bilinog materijala, tokom procesa hidrodestilacije.
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postaju u uslovima izolovanja i analize neisparljivi (heksakozan, heptakozan, oktakozan, nonakozan, triakontan,
hentriakontan, dotriakontan, tritriakontan). Mali broj korelacija pratio je fenil-propanoide. Jedina znacajna korelacija
(0,975) mogla je da se uoéi izmedu biosintetski srodnih molekula miristicina i 1-alil-2,3,4,5-tetrametoksibenzena.
Korelacije izmedu monoterpenoida bile su brojne, ali ono $to ih je uglavnom karakterisalo su pozitivni,
srednje jaki koeficijenti meduzavisnosti. Mnogo jaéi koeficiienti uoCavaju se izmedu mono i seskviterpenoida (jo3
jedan dokaz o medusobnoj povezanosti njihovih biosintetskih puteva). Usrednjene vrednosti korelacija mozda bi
mogle da se objasne angaZovanjem jednog ili viSe tipova enzimskih sistema koji su se specijalizovali za produkciju
isparljivih metabolita iz prekursora, a da li je ekspresija gena odgovornog za biosintezu nastala kao posledica
genetskog ili ekolokog faktora tesko je utvrditi. Deluje moguée da su se biljke iz razli¢itih familija (tokom evolutivnog
razvic¢a) specijalizovale za produkciju i biosintezu isparljivih metabolita, i da svaka biljka, bez obzira na pripadnost
familiji, ima identi¢an ili gotovo identi¢an genetski zapis odgovoran za produkciju isparljivih sekundarnih metabolita, a
koji ¢e od gena biti aktiviran zavisi (iskljuCivo) od faktora sredine. Za primer biosintetske veze mogu da posluze
korelacije a-terpinena sa terpinen-4-olom (0,561) i a-tujenom (0,529) — radi se o molekulskim vrstama koje nastaju
preko zajednickog intermedijera terpinen-4-il katjona; mentona sa izomentonom (0,786), piperitenonom (0,719),
izopulegonom (0,789), pulegonom (0,536) i neo-izomentolom (0,791) u potpunosti sledeCi biosintetski put
okarakterisan od strane Ringer-a i koautora (2003); geraniala sa neralom (0,996) — u biosintezi verovatno uéestvuje
ista izomeraza. Vecina navedenih molekula korelise i medusobno. Biosintetska ili artefaktualna veza moze da se
razmotri na slede¢im primerima: korelacija pinokarvona i B-tujona (0,804); terpinen-4-ola i diasteroizomernih p-ment-
2-en-1-ola (0,578 i 0,554, respektivno; koreliu i medusobno 0,651), terpinen-4-ola i diasteroizomernih sabinen-
hidrata' (0,438 i 0,425, respektivno; koreliSu i medusobno, 0,448) i sa cis-piperitolom (0,711); trans-piperitola sa
mirtenalom'® (0,761), mirtenolom (0,504), trans-karveolom (0,674) i perila-alkoholom (0,537); kumin-aldehida i p-
menta-1,3-dien-7-ala i kumin-aldehida i p-menta-1,4-dien-7-al (0,801). Svi navedeni alilni izomeri se ili lako prevode
jedni u druge tokom hidrodestilacije, ili nastaju delovanjem iste (tri) sintaze na zajedniéki prekursor. Da sintaza i
oksigenaza strukturno srodnih jedinjenja, koja se Cesto javljaju zajedno u uzorcima etarskih ulja (npr. borneol i
kamfor), mogu biti deo razliCitih enzimskih sistema moze da posluZi primer borneola i kamfora sa jako malom
pozitivnom korelacijom (0,042). Kod acikliénih iregularnih monoterpenoida iznenaduje nepostojanje korelacije izmedu
hrizantemil'7-alkohola i santolinana, artemizijana i jomogi-alkohola (a je potvrdeno da sve potonje strukture nastaju iz
hrizantemil katjona premestanjem (Poulter, 2009), dok se moze uoditi veliki broj pozitivnih korelacija sa
monoterpenima (mentanskog i tujanskog tipa) i seskviterpenima bisabolanskog tipa. Santolinani (santolinatrien,
liratrol, izoliratrol, epi-izoliratrol, liratral i liratril acetat) dobro koreliSu medusobom (1,000) i sa mircenom (0,671-
0,708), artemizijatrien sa artemizija-ketonom (1,000) i sa seskviterpenima eudezmanskog i gvajanskog tipa (0,844-1),
jomogi alkohol sa artemizija-alkoholom (0,998), artemizil-acetatom (0,993, prethodna dva koreliSu i medusobno
0,992), sa germakranima i sa trikvinanima (0,7-0,993). Imajuci u obzir izbor biljnih vrsta pri analizi (Cetiri familije) i
ograni¢enost (malu ucestalost) javljanja iregularnin monoterpenoida, ali i njihove visoke stepene korelacije sa
terpenoidima regularnih skeleta, pretpostavlja se da iregularne strukture nastaju pod dejstvom enzimskih sistema koji
su specijalizovani kako za 1’-2-3 kondenzaciju izoprenoidnih jedinica (1-3 ifili 2-1-3 i/ili 1°-1), ali su zadrZzali funkciju
povezivanja na nadin 1-4’ (‘glava-rep’). Sto se artefakata u toku samog procesa izolovanja i analize tige, mozda kao

'5 Primeceno je da se koli€ina terpinen-4-ola, a- i y-terpinena i terpinolena u uslovima kisele katalize (kiselina potiCe iz biljnog materijala, npr.
limunska kiselina) uve¢ava na raéun sabinena i njegovih hidrata (Koedam, 1980). Takode, pod istim uslovima, ili usled prisustva katalitickih
koli¢éina metala (mogu da poti€u iz uzorka) dolazi do izomerizacije iz cis- u trans-dihidrokarvon. Nad analiziranim setom podataka nije
prime¢ena korelacija izmedu cis- i trans-dihidrokarvona, ali postoji izuzetno jaka korelacija izmedu trans-dihidrokarvona i cis-dihidrokarveola
(0,990). cis-Dihidrokarvon i cis-dihidrokarveol koeluiraju, izgledno je da je uoena pozitivna korelacija zapravo posledica pogreSne
identifikacije, ali ne treba iskljuiti ni moguénost potencijalne biosintetske veze.

16 Mirtenal i mirtenol koeluiraju, zbog nepostojanja korelacije izmedu mirtenala i mirtenola indikovana je greSka u analizi nastala prilikom
tumacenja hromatograma.

17 Cesto se grekom hrizantemil permutuju sa hrizantenil jedinjenjima.
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idealan primer, mogu da posluze korelacije izmedu hrizantenona i filifolona (0,825). Termalno nestabilan molekul
hrizantenona u toku samog procesa hidrodestilacije preureduje se u filifolon (Asfaw et al., 2001). Izmedu molekula
linalil-acetata i neril- (0,748) i geranil-acetata (0,728) postoji veza koja je verovatno artefaktualne prirode®: Neril- i
geranil-acetat nastaju alilnim premestanjem i izomerizacijom u uslovima izolovanja iz linalil-acetata; linalil-acetat
koreliSe sa nerolom i geraniolom (0,624; 0,531, pa se i oni mogu smatrati artefaktima izolovanja nastali iz linalil-
acetata hidrolizom).

Odnosi izmedu seskviterpenoida su kompleksniji, $to ne ¢udi s obzirom na broj literaturnih navoda koji se
odnose na raznovrsnost struktura nastalih sekundarnim transformacijama (premeStanjem), tako da osim
biogenerickin (misli se pre svega na primarne transformacije molekula prekursora i na izvorno nastale strukturne
tipove) postoje i veze izmedu struktura koje ne pripadaju istoj grani biosintetskog puta, ili mogu da predstavljaju
artefakte katalizovane dejstvom kiseline (prisutne u biljinom materijalu) ili indukovane energijom koja moZze da potice
iz najmanje dva izvora (toplotnog: hidrodestilacija, injektor GC' i svetlosnog (prirodno) zraéenje). Biogenetska veza
uogava se na primeru bisabolana, akorana i kedrana (stepen korelacije 0,742-0,888; nastaju iz istog prekursora
(E,Z)-farnezil katjona, Prilog 2, Sema 11). Aristolani ili 6,11-cikloeremofilani: B-gurjunen, aristolen, aristola-1(10)-8-
dien ne koreliu sa eremofilanima (koreliSu medusobno, korelacija 0,961). Bez obzira na sliénost izvedenog naziva
strukturnih tipova, oni se biosintetiSu preko razliCitih prekursora (samim tim je izvesno olekivati da se njihova
biosinteza odvija pod uticajem drugacijih seskviterpenskih ciklaza). Eremofilani (aristolohen, 4,5-di-epi-aristolohen i
dihidrokaranon) koreliSu sa eudezmanima (izoalantolakton, alantolakton), i iSvaranom (ista grana biosintetskog puta
(Sema 11), stepen korelacije 1,000); eremofilani sa eudezmanima® (npr. eremoligenol i valerianol (0,974) sa 10-epi-
y-eudezmolom (0,85; 0,83, respektivno) i 7-epi-a-selinenom (0,621; 0,604, respektivno)). Korelacije eremoligenola i
valerianola sa bisabolanima, kariofilanima i trikvinanima (0,883-1,000) sugeriSu na operativnost jo$ jedne (bliske)
grane biosintetskog puta (Sema 11), koja se moguée odvija posredovanjem dve seskviterpenske ciklaze koje operi$u
u sadejstvu. Jedan (univerzalan) enzimski sistem je verovatno odgovoran za biosintezu humulana i kariofilana. Ova
dva skeletna tipa se u mnogim uzorcima ulja (bez obzira na pripadnost biljne vrste familiji) obi¢no javljaju zajedno, a
nastaju iz istog intermedijera (E,Z)-farnezil katjona (Sema 11). Kompleksnost odnosa (biosintetskih i artefaktualnih-
izvedenih) koji postoje izmedu seskviterpenoida razli¢itih skeletnih tipova bi¢e (Sematski) predstavljena na primerima
koji slede. Na Semi 14 prikazana je biosintetska/artefaktualna veza molekula germakrena B sa y-elemenom (0,687),
B-kurkumenom (0,965), B-akoradienom (0,896) i a-kedrenom (0,814). Pomenute strukture koreliSu medusobno:
0,896 -0,535. Korelacije se mogu objasniti nastajenjem navedenih struktura iz molekula NPP (ili (E)-nerolidil katjona)
kao prekursora. Iz NPP-a 10,1-ciklizacijom nastaje (E,Z)-germakra-1(10),4-dienil katjon, odakle eliminacijom protona
nastaje germakren B, a odatle Cope premestanjem i y-elemen (artefakt, $to moze da posvedodi nizi stepen korelacija
ove molekulske vrste sa ostalima). Verovatno ista seskviterpenska sintaza- ciklaza moze da vrsi i 1,6-ciklizaciju (E)-
nerolidil katjona do bisabolil katjona, koji se premeStanjem preureduje u homobisabolil katjon. Iz homobisabalil
kationa eliminacijom protona nastaje B-kurkumen, a 10,6-ciklizacijom [-akoranil katjon. |z B-akoranil katjona
eliminacijom protona nastaje B-akoradien, ali iz istog katjona 2,11-ciklizacijom moze nastati kedril katjon (iz koga
eliminacijom protona nastaje a-kedren).

Korelacija trans-B-farnezena sa cis-/trans-seskvisabinen hidratom (0,967 i 0,971, respektivno), epi--
bisabololom (0,971) mogu se objasniti delovanjem iste ciklaze na molekul starter (NPP), a korelacije poslednja tri
navedena molekula sa seskvitujenom (0,891, 0,894 i 0,894, respektivno) artefaktualnim poreklom seskvitujena koji
moze nastati iz sva tri molekula kiselo katalizovanom eliminacijom molekula H2O. Postulirani odnosi prikazani su na
Semi 15.

'8 Ne treba u potpunosti iskljuciti ni biosintetsku povezanost

19 Termalno premestanje mozda moze biti indukovano necistoéama nakupljenim u liner-u injektora koje deluju kao kataliticki aktivna mesta
2 Bjogenetski su povezani, nastaju iz istog prekursora: najpre eudezmani, a iz njih eremofilani protonovanjem dvostruke veze u molekulu
eudezmana nakon ¢ega sledi migracija metil grupe
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Sema 14. Postulirana biosintetska ifili artefaktualna veza molekula germakrena B (636), y-elemena (649), B-kurkumena (610),
B-akoradiena (731) i a-kedrena (746).
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Sema 15. Postulirana biosintetska ifili artefaktualna veza molekula trans-B-farezena (567), cis-seskvisabinen hidrata (631),
trans-seskvisabinen hidrata (632), epi-B-bisabolola (601) i seskvitujena (629).
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Sema 16. Postulirana biosintetska ifili artefaktualna veza: simultano dejstvo seskviterpenskih smtaza sintaza A: (E)-nerolidol (587), (E,Z)-2,6-farmezol (574), (E,Z)-2,6-farmezal
(581), (E,E)-2,6-farnezol (575), (E,E)-2,6-farmezal (582), (Z)-lanceol (621), (Z)-a-santalil-acetat (744), epi-B-santalen (741), 9-epi-izokariofilen (667), (Z)-kariofil-7-en-14-ol (671),
a-longipinen (891) i muurola-4,10(14)-dien-1B-ol (796) i sintaza B: a-ciperon (708), alantolakton (711), izoalantolakton (710) i 4,5-di-epi-aristolohen (719).
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Primer koji daje objasnjenje moZda simultanog delovanja dve seskviterpenske sintaze, 1j. biosintetske ifili
artefaktualne veze je dat na Semi 16. Predstavijena je veza izmedu hipoteticke sintaze A koja katalizuje formiranje
aciklicnih i bisabolanskih seskviterpenskih struktura ((E)-nerolidol, (E,Z)-2,6-farnezol, (E,Z)-2,6-farnezal, (E,E)-2,6-
farnezol, (Z)-lanceol), santalana ((Z)-o-santalil-acetat, epi-B-santalen), kariofilana (9-epi-izokariofilen, (Z)-kariofil-7-
en-14-ol), longipinana (a-longipinen) i muurolana (muurola-4,10(14)-dien-1B-ol) i hipoteticke sintaze B koja je
odgovorna za formiranje eudezmana (a-ciperon, alantolakton, izoalantolakton) i eremofilana (4,5-di-epi-aristolohen).
Stepen korelacija izmedu molekulskih vrsti je 0,664-1,000. Sintaza A i B moguce je da imaju isti biosintetski
intermedijer - (E,E)-farnezil katjon.

Na osnovu podataka iz Parson-ove matri¢ne notacije seskviterpen germakranskog tipa- hedikariol korelise
sa seskviterpenima elemanskog (Siobunol, 0,851, ali ne i sa elemolom!?), gvajanskog (cis-gvaja-3,9-dien-11-ol,
gvaja-3,10(14)-dien-11-ol i bulnezol, 0,705), eudezmanskog (selina-4,11-dien, 0,702 i 7-epi-a-eudezmol, 0,699),
kopaanskog (a-kopaen-11-ol, 0,705) i muurolanskog tipa (14-hidroksi-a-muurolen, 0,705). Pomenuta jedinjenja
pokazuiju visok stepen medusobne korelacije (kre€e se u granicama 0,699-0,851). Ovaj primer je interesantan iz vise
aspekata. Najpre, sama identifikacija hedikariola u uzorku etarskih ulia dobijenih metodom hidrodestilacije je
diskutabilna. Primeceno je da seskviterpenoidi germakranskog skeletnog tipa u uslovima hidrodestilacije lako
podlezu Cope-ovom premestanju, i da se u analiziranom uzorku osim germakrana nalaze i odgovarajuéi elemanski
derivati (Takeda, 1974; De Kraker, 1998). Kada se etarska ulja ekstrahuju iz bilinog materijala na nizim
temperaturama (npr. ekstrakcijom pomocu prikladnog rastvaraCa na sobnoj temperaturi) uzorak sadrzi veée koliCine
hedikariola, a znatno manje elemola (proizvod Cope-ovog premestanja nastao iz hedikariola), dok etarska ulja
dobijena destilacijom pomoéu vodene pare, ili hidrodestilacijom, imaju vece koliCine elemola, a koli¢ina hedikariola se
smanjuje (Kerrola et al., 1994; Hieda et al., 1996; Cool et al., 1998). Da je elemol proizvod nastao transformacijom iz
hedikariola (tokom hidrodestilacije ili u injektoru GC) potvrdilo je i istraZivanje u kome je koris¢ena H.0" u toku
samog procesa izolovanja (mikro-destilacijom vodenom parom) ulja. ProraCuni dobijeni uz pomo¢ DFT teorije
potvrduju da je elemol za 2,89 kcal/mol stabilniji od hedikariola (Setzer, 2008 i reference tamo citirane). U Adams-
ovoj bazi (Adams, 2007) elemol i hedikariol imaju gotovo identiCne retencione indekse na nepolarnoj DB-5 GC koloni
(1548 i 1549, respektivno), a ova dva jedinjenja imaju i gotovo identiéne fragmentacije u masenom spektru. Na
osnovu izlozenog verovatno je pretpostaviti da se hedikariol injektovan pod tipicnim GC-MS uslovima u potpunosti
preuredio u elemol. 1zlino bi bilo odekivati reverzibilnost procesa, tj. da se hedikariol (pod navedenim uslovima)
retro-Cope-ovim premestanjem ponovo preureduje u elemol. Sve navedene tvrdnje idu u prilog pogreSne
identifikacije, tj. zamene elemola hedikariolom, koji iz njega nastaje u energetski (termalno) katalizovanom procesu.
Jedino se na taj nacin moZe objasniti “iznenaduju¢i” nedostatak korelacije hedikariola sa elemolom. Predlog
biogenetske ifili artefaktualne veze (muurolani i kadinani nastaju sekundarmnim transformacijama iz germakrena
(Hackl et al., 2004; Bullou i Konig 2000)) molekula za koje su navedeni korelacioni odnosi dat je na Semi 17.
Korelacija “hedikariola” i Siobunola moze da se objasni zajedni¢kim prekursorom- (E,E)-germakra-1(10),4-dienil
kation, odakle zahvatom molekula vode nastaju dva seskviterpenska alkohola: germakra-1(10)4-dien-6-ol i
germakra-1(10),4-dien-11-ol (hedikariol), koji se Cope-ovim premes$tanjem preureduju u odgovarajuce elemanole:
germakra-1(10),4-dien-6-ol u Siobunol, a germakra-1(10),4-dien-11-ol u elemol. Siobunol moze nastati i iz
biciklogermakrena enzimskim (Ce-C11) raskidanjem ciklopropanskog prstena (Hackl et al., 2004), a navedeni proces
dovodi do formiranja karbokatjona identiénog onom koji nastaje iz (E,E)-germakra-1(10),4-dienil katjona uz 1,3-H
premesStanje. Put “nastanka” Siobunola preko biciklogermakrena?' zbog nepostojanja korelacije izmedu ova dva
molekula deluje da je malo verovatan (Sema 17b).

2 Korelacija Siobunola i biciklogermakrena je zanemarljivo mala. Moguce obja$njenje je da je biciklogermakren kao biosintetski intermedijer
Cvrsto vezan za enzim - sintazu i da se odatle brzo preureduje dalje, ili da se jake pozitivne korelacije gube jer biciklogermakren kao prekursor
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Sema 17. Postulirana biosintetska ifili artefaktualna veza a) molekula hedikariola (640), cis-gvaja-3,9-dien-11-ola (840), gvaja-
3,10(14)-dien-11-ola (842), bulnezola (844), selina-4,11-diena (685), 7-epi-a-eudezmola (691), a-kopaen-11-ola (824) i
14-hidroksi-a-muurolena (797); b) hedikariola, elemola (651) i Siobunola (653).

uCestvuje u formiranju drugih strukturnih tipova koji medusobno nisu uslovijeni, ili se nalazi kao prekretnica na grani viSe nezavisnih
seskviterpenskih biosintetskih puteva (stepeni korelacije za sam biciklogermakren kre¢u se u rasponu 0,221-0,428).
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Aromadendranski skeletni tipovi: palustrol, ledol, ciklokolorenon i a-gurjunen koreliSu sa eudezmanskim:
torilenol (0,941; 0,759; 0,988; 0,840, respektivno), epi-torilenol (0,941; 0,759; 0,988; 0,840, respektivno), izo-
daukanskim (salviolanskim): salvia-4(14),5-dien-13-ol (0,941; 0,759; 0,988, 0,840, respektivno), gvajanskim: y-
gurjunen (0,938; 0,764; 0,996; 0,840) i kadinanskim: a-korokalen (0,874; 0,740; 0,892; 0,745, respektivno) , a
navedene strukture i medusobno (0,745-1,000). Sema 18 pretpostavlja medusobne biogenetske ifili artefaktualne
veze. lako predlozene veze podrazumevaju postojanje zajednickin prekursora: (E,E)-germakra-1(10),4-dienil i
biciklogermakrenil katjona, nije prime¢en bitan stepen korelacije izmedu struktura koje nastaju deprotonovanjem
predloZenih biosintetskih intermedijera (primarno formiranih katjona): germakrena A ifili B (eudezmani biogenetski
nastaju iz germakrena B, dok se njihova veza sa strukturom germakrena D smatra artefaktualnom, Sema 11)22, D i
biciklogermakrena. Moguce je da su intermedijerni germakradienil katjoni ili germakreni A i B (proizvodi primarne
ciklizacije iz FPP/NPP), ali i oni nastali preuredivanjem inicijalnih intermedijera- biciklogermakren i germakren D, kao
biosintetski intermedijeri ¢vrsto vezani za enzim(e)- seskviterpenske ciklaze, i da se odatle brzo preureduje dalje u

odgovarajuce strukture.
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Sema 18. Postulirana biosintetska ifili artefaktualna veza aromadendrana: palustrol, ledol, ciklokolorenon i a-gurjunen
eudezmana: torilenol (0,941; 0,759; 0,988; 0,840, respektivno), epi-torilenol (0,941; 0,759; 0,988; 0,840, respektivno), salviolana:
salvia-4(14),5-dien-13-ol (0,941; 0,759; 0,988, 0,840, respektivno) i gvajana: y-gurjunen (0,938; 0,764; 0,996; 0,840),

855

Korelacioni odnosi izmedu diterpenoida ukazuju na postojanje najmanje tri tipa verovatno polifunkcionalnih
enzimskih sistema - diterpenskih sintaza. Najkompleksniji odnos koji proizilazi na osnovu tumacenja korelacione
matrice dovodi u vezu abietanski, pimaranski, labdanski i kauranski tip skeleta. Pimara-8(9),15-dien se dovodi u jaku

22 Ne postoji uzorak ulja (od 180 koliko ih je uzeto u obzir) sa germakrenom C kao identifikovanom komponentom
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vezu sa molekulima abietatrienom (0,694), abieta-8,11,13-trien-7-onom (0,876), kaur-16-enom (0,804), 13-epi-
manoil-oksidom (0,624), 13-epi-manoolom (0,679), [-hidroksi-13-epi-manoil-oksidom (0,681), labd-13-en-8,15-
diolom (0,681), cis-totarolom (0,543), biformenom (0,543) i cembrenom A (0,543). Istovremeno, beleZi se i
medusobna jaka korelacija struktura: abietatrien sa abieta-8,11,13-trien-7-onom (0,616), kaur-16-enom (0,417), i sa
cis-totarolom; biformen i cembren A (0,744); abieta-8,11,13-trien-7-on sa kaur-16-enom (0,902), 13-epi-manoli-
oksidom (0,685), 13-epi-manoolom (0,734), sa B-hidroksi-13-epi-manoil-oksidom i labd-13-en-8,15-diolom (0,742), sa
cis-totarolom, biformenom i cembrenom A (0,667); kaur-16-en sa 13-epi-manoli-oksidom (0,851), 13-epi-manoolom
(0,912), sa [-hidroksi-13-epi-manoil-oksidom i labd-13-en-8,15-diolom (0,921); 13-epi-manoli-oksid sa 13-epi-
manoolom (0,919), sa B-hidroksi-13-epi-manoil-oksidom i labd-13-en-8,15-diolom (0,928); 13-epi-manool sa B-
hidroksi-13-epi-manoil-oksidom (0,990) i labd-13-en-8,15-diolom (1,000). Jo§ su Ruzi¢ka, Eschenmoser i Heusser
(1953) na osnovu strukturne veze izmedu smolnih kiselina izolovanih iz Eetinara predloZili biogenetsko poreklo
strukturnih tipova diterpena: geranil-geraniol — labdani — pimaradieni — abietadieni. Hu i saradnici (2007) utvrdili
su biogenetsku vezu izmedu pimara-8-enil katjona i (ent-)kaurena. Moguce objadnjenje korelacija koje su uoCene za
navedene tipove struktura mozda lezi u zajednickom intermedijeru (ili prekursoru) pimarenil i/ili pimaradienil (ili
kopalil) katjonu, odakle delovanjem diterpenskih sintaza (npr. jednog seta enzima sa polifunkcionalnim svojstvima, ili
simultanim delovanjem viSe razli¢itih sintaza: ciklaza, izomeraza, oksigenaza i dehidrogenaza) nastaju identifikovani
isparljivi proizvodi diterpenske strukture. Interesantno je da uglavnom sve navedene strukture koreliu i sa izofitolom i
cis-fitolom. Korelacioni odnosi prethodno pomenutih acikliénih diterpena kreCu se u rasponu od 0,498 (sa pimara-
8(9),15-dienom) do 0,740 (sa [B-hidroksi-13-epi-manoil-oksidom i labd-13-en-8,15-diolom). Nasuprot izofitolu i cis-
fitolu, trans-fitol koreliSe sa trans-fitil-formijatom (0,741), sa sva tri izomera neofitadiena (0,624) (smatra se da su
nastali dehidratacijom fitola u termalnom procesu katalizovanom kiselinom (Rowland, 1957)) i sa svega dve
diterpenske strukture pimaranskog tipa: izopimarolom i sandarakopimaradien-33-olom (0,663). Uglavnom se do sada
navodila i potencirala izvedena priroda diastereoizomermnih fitola. Naime, fitoli se smatraju hidrolitickim proizvodima
hlorofila - ex hlorofil (artefakti nastali u procesu izolovanja), ali mozda nije neracionalno (a stiCe se utisak i na osnovu
znacajnog broja pozitivnih i ,jakin“ korelacija) pretpostaviti da se biosinteza izomernih fitola moze vrSiti i de novo
delovanjem mozda Cak dva odvojena enzimska sistema. Osim fitola (cis-/frans-) pretpostavija se da su i za
biosintezu diasteroizomernih feruginola odgovorni razliCiti setovi enzima (na osnovu nepostojanja korelacija izmedu
feruginola kao molekulskih vrsta). Dalje, primecen je visok stepen korelacije izmedu molekula izopimara-9(11),15-
diena i abienola (0,793), lariksola (0,822), 7-a-hidroksimanoola (0,777), trans-labda-7,12,14-trien (0,712), 2-keto
manoil oksida (0,808) i 13-epi-dolabradiena (0,793); navedene komponente koreliSu i medusobno (0,579-0,997).
Pretpostavka je da je sintaza koja vrSi konverziju prekursora (izopimara-9-il katjona) specifiéna po tome $to je
odgovorna za biosintezu samo dva strukturna tipa — labdanskog i pimaranskog. Analiziranjem odnosa koje daje
korelaciona matrica se moze vrsiti i uoCavanje ,sumljivih® komponenata. Tome u prilog slede¢e zapazanije: veliki
stepen zavisnosti strukture kaur-15-ena i abietanskih skeletnih tipova (abieta-7,13-dien-3-ona (0,880), 4-epi-
dehidroabietola (0,545), dehidroabietala (0,679), abietadiena (0,646) i trans-feruginola (0,893)). Kao $to ne treba
iskljuciti pogre$nu identifikaciju kao moguénost?, tako ne treba prenebreci ni €injenicu da su mozda dva enzimska
sistema u sadejstvu. U globalu, osim korelacija sa strukturama koje su sli¢ne po biogenetskom poreklu (diterpenima),
prisutne su i korelacije i sa mono i sa seskviterpenima, $to ponovo potvrduje meduzavisnost i uslovljenost
biosintetskih puteva terpenoida.

Diskriminaciona analiza (DA) primenjena je na 180 opservacija (biljnih vrsta). U analizi su kori§¢ena dva tipa
varijabli: kvalitativne varijable koje su opisivale pripadnost svake od opservacija jednoj od Cetiri familije (postojeca
taksonomska Kklasifikacija- pripadnost familiji), i kvantitativne koje su predstavijale originalne varijable®-

23 7bog razlike u masenim spektrima malo je verovatno da su identifikovane kauranske strukture umesto abietanskih
2 7a ovaj tip analize bile su ujedno i inicijaine varijable
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identifikovane isparljive komponente (bez uvodenja aproksimacije kojom bi limitirali kriterijume unosa). Za model
postavljen na ovakav nacin, cilj primenjene diskriminantne analize bio je da ispita da li originalne varijable
(procentualna zastupljenost svih identifikovanih komponenata u makar jednom od 180 uzoraka) mogu da posluze
kao pouzdani kriterijumi (u zavisnosti od toga da li se rezultati dobijeni primenom DA analize podudaraju sa
usvojenom taksonomskom klasifikacijom na nivou familije ili ne) za razdvajanje (razlikovanje) razmatranih vrsta (180)
u okviru postojece taksonomske klasifikacije na familije. Slika 50 daje prikaz zavisnosti opservacija od faktora F1 i F2
(faktori na osama F1 i F2 ekstrahovani su iz originalnih varijabli)?.

Observations (axes F1 and F2: 100.00 %)
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Slika 50. Graficki prikaz distribucije opservacija — odabranih taksona u DA analizi dobijen primenom kvantitativnih
(originalnih) varijabli (relativni procenti svih komponenata identifikovanih u makar jednom od 180 uzoraka etarskih ulja —
opservacija) i kvalitativnih varijabli (dobijenih klasifikacijom svake od primenjenih opservacija u adekvatnu taksonomsku
kategoriju tipa familije). Faktori F1 i F2 (objasnjava 100,00 i 0,00% ukupne varijanse, respektivno) su ekstrahovani iz originalnih
varijabli.

Sa Slike 50 mozemo konstatovati da ne postoji diskriminacija izmedu opservacija, a na osnovu disperzione
(konfuzione) matrice koja sumira reklasifikaciju opservacija i omoguc¢ava direktan uvid u procenat uspeSnosti
predikciie modela, tj. daje odnos broja valjano klasifikovanih opservacija naspram ukupnog broja opservacija, da je
uspesnost predikcije modela 25,56%. Drugim re€ima, u postavljenom modelu klasifikacija koja odgovara postoje¢oj
taksonomskoj (kvalitativne varijable) izvr$ena je valjano jedino za familiju Apiaceae (46 od 180 opservacija), odnosno
inicijalne informacije (kvantitativne varijable) kori¢ene u svrhu pravlienja razlike izmedu opservacija na osnovu
kvalitativnih (opisnih) varijabli nisu od (presudnog) znagaja. Ni nakon izvrSene redukcije broja opservacija
(eliminisanjem podvrsta familije Lamiaceae iz baze za statisti¢ku obradu) u cilju usrednjavanja broja opservacija po
familiji analiza nije dala drugadije rezultate.

% Pribeglo se pokuSaju smanjivanja obima varijabli, tako $to su se izdvojile samo one za koje je model predpostavio da su od znacaja (p <
0,05) pri klasifikaciji opservacija u grupe. Nad takvim (novim) varijablama ponovo je izvrSena DA analiza. Rezultati ni u ovom primenjenom
(ponovljenom) slugaju nisu bili zna&ajni, tj. stepen predikcije modela je ostao isti (25,56%).
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4.2.1.2. Komponente identifikovane u uljima sa relativnim procentom =1

Dendogram (AHC analiza) za slu€aj kada se za varijable posmatraju komponente identifikovane sa
procentualnom zastuplieno3¢éu = 1% (makar jednom u) uzorku- opservaciji dat je u Prilogu 6 (Slika 51b). Na Slici 51a
prikazana je hijerarhijska struktura nastala po presecanju dendograma dobijenog nakon n-tog grupisanja. Na ovako
uproS¢enom prikazu uoCava se kompleksna struktura koju Cine 34 grupe (klase) klastera. Tumacenjem dendograma
ne uoCava se veza sa taksonomskom klasifikacijom odabranih vrsta na familije, veza izmedu subfamilija, ili tribusa.
OteZavajuca okolnost je Sto se zbog nepostojanja informacija u publikovanim podacima ne moze sagledati ni veza sa
ekolodkim, geomorfolodkim (pedoloskim, edafskim), klimatskim faktorima.
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Slika 51a. Klasteri izdvojeni presecanjem dendograma (AHC analiza), koji predstavija meru razliCitosti hemijskog sastava
isparljivih komponenata detektovanih u odabranim uzorcima 180 etarskih ulja (opservacija). Za varijable kori§¢ena procentuaina
zastupljenost komponenata = 1% (identifikovanih u makar jednom od 180 uzorka- opservacija). Kriterijum za razvoj klastera-
Vardov metod; kriterijum procene stepena razligitosti klastera- Euklidova udaljenost u okviru intervala 0-1776. |zdvojene su 34
grupe ulja, broj ¢lanova svake gupe naznacen u zagradi: C1-C34. €1 (3): Ly, Lz, Ls; C2 (3): Ls, Le, Lis; C3 (34): L5, L8, L11, L12, L20, L22, L23,
L25, 132, U4, U21, U22, U23, U25, U30, U36, U46, A10, A19, A20, A21, A24, L39, L40, L42, L52, L58, L64, L68, L76, L77, L78, L82, L8Y; C4 (9): L7, L9, L10,
L13, L14, L15, L67, L8O, L81; C5 (3): L17, L18, L74; C6 (83): L19, L21, L26, L28, L30, A1, U1, U2, U3, U5, U6, U7, U8, U9, U10, U11, U12, U13, U14, U15, U1,
U17, U18, U19, U20, U24, U26, U27, U29, U31, U32, U33, U34, U37, U38, U39, U40, U41, U42, U43, U4, U45, C3, A6, AT, A9, A12, A14, A15, A16, A22, A23,
A25, A29, A32, A36, A37, A38, A39, A40, Ad1, A42, L33, L34, L36, L37, L38, L41, L43, L44, L45, L47, 148, L49, L51, L53, L54, L55, L56, L57, L70, L79, L84;
C7 (3): L24, L31, L86; C8 (2): L27, L25; C9 (1): L29; C10 (3): U28, A4, A8; C11 (1): U35; C12 (2): C1, A26; C13 (2): C2, L46; C14 (1): A2; C15 (1): A3; C16 (1):
AB; C17 (1): A11; C18 (1): A13; C19 (1): A17; €20 (1): A18; C21 (1): A27; C22 (1): A28; C23 (1): A31; C24 (1): A30; C25 (1): A33; C26 (1): A34; C27 (1): A35;
€28 (3): L35, L50, L72; C29 (8): L59, L60, L61, L62, L63, L65, L66, L87; C30 (1): L69; C31 (2): L71, L85; €32 (1): L73; C33 (1): L83; C34 (1): L88.

Dobijeni klasteri grupisani su tako da se kao celina uocavaju opservacije koje kao varijable ne sadrze ili
sadrze jako mali procenat germakrena D (grupe C24, C1, C21, C17, C26- karakteriSu ih terpenski estri; C24:
cis/trans-lanceil-acetat (7,3; 3,7%), lavandulil-3-metilbutanoat (4,2%), neril-2-metil propanoat (2,4%), lavandulil-2-
metilpropanoat (1,3%); C1: 8a-acetoksielemol (6,9-21,3%); C21: artemizil-acetat (8,1%), cis-hrizantenil-acetat
(1,2%), trans,trans-geranil-linalool (1,1%), lavandulil-acetat (0,2%); C21, C17 i C26 bliski su po prisustvu
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trikvinanskih seskviterpenoida?. Manja Euklidova udaljenost (0-1642), tj. veCi stepen sli¢nosti odlikuje narednu
grupu- klade koje grupiSu opservacije u klastere C15, C33, C34 i C29. Njih karakteride visok sadrzaj alkana (i do
28,4%), trans-fitola (do 32,8%) i cis-3-heksen-1-ola (do 19%), prisustvo heksahidrofarnezilacetona (0,5-7,4%) i p-
vinilgvajakola (0,05-3,8%). U centralnom delu dendograma, grubo posmatrano, uo¢avamo dve podgrupe (Euklidovo
rastojanje 0-1225); kompleksni skup kome pripada velika vecina opservacija (154) karakteriSe prisustvo a-pinena ifili
B-pinena ifili limonena ifili p-cimena ifili y-terpinena ifili linaloola ifili B-kariofilena ifili &-kadinena ifili germakrena D ifili
spatulenola ifili kariofilen-oksida. Monotipski klaster C23 (Argyranthemum adauctum, A23) se razlikuje od ostalih u
okviru posmatranog kompleksa po mentofuranu, p-metilacetofenonu, a-bisabolol-oksidu B, a-sinesalu (isparljive
komponente koje se najveCim delom javljaju samo u ovom uzorku). Sledeci klaster, takode monotipski (Echinops
ritro, A5), odlikuje potpuno odsustvo seskviterpenske frakcije. lako je prilian broj jedinjenja tipa seskviterpenoida
identifikovano u vrstama roda Echinops (Weyerstahl et al., 1998; Hymete et al., 2007) objaSnjenje izostanka
seskviterpenoida moZe da se pripiSe delu biljike iz koga je izolovano ulje. Verovatno je da je biosinteza/akumulacija
terpenoida kompartmentizovana; cvetovi bilike ostvaruju funkciju priviaenja insekata opraSivaéa produkujuci i
emitujuci monoterpenoide (1,8-cineol, p-cimen i linalool su medu dominantnim komponentama identifikovanim u
uzorku AS5), dok seskviterpenoidi ostvaruju drugaciju funkciju, nisu atraktanti i ne akumuliraju se u cvetu. Srodnost
uzoraka C13 klastera: C2 (Scleria hirtella) i L46 (Melissa officinalis) je u sadrzaju geraniala i nerala (25,3; 23,4 i 15,3;
16,5%, respektivno). Klasteri C32 (S. spinosa, L73), C18 (Inula oculus-christi, A13) i C10 (Bupleurum praealtum,
U28; Centaurea cuneifolia, A4 i Aster hesperius, A8) osim slinosti u sastavu seskviterpenske frakcije
(karakteristiCna za Citav kompleks), mogu se uporediti po visokom sadrzaju isparljivih masnih kiselina. Najmanja
razlika izmedu opservacija (Euklidovo rastojanje 0-725) u dendogramu postoji izmedu grupa C3, C11i C6 (Slika 51a,
videti legendu). Ova ulja karakteriSe dominacija jednog od terpencidnih biosintetskih puteva (izrazena je produkcija ili
mono- ili seskviterpena), tako da u C3 grupi dominira seskviterpenska, a u grupi C6 monoterpenska frakcija. Moze se
re¢i da ulja biliaka familije Lamiaceae, kao opservacije skoncentrisane unutar grupe C3, u potpunosti sledi
generalizaciju postavljenu od strane Lawrence-a (1992), da uljima siroma$ne bilike iz familije Lamiaceae produkuju
uglavnom ugljovodonike, sa germakrenom D kao dominantnom isparljivom komponentom. Medutim, opservacije pod
klasterima (grupama) C5, C2 i C4 karakteriSe jako nizak sadrzaj etarskog ulja (0,002-0,012), sve one pripadaju
familiji Lamiaceae, a odlikuju se potpunim odsustvom germakrena D (prisutni uglavnom seskviterpenski
ugljovodonici: B-kariofilen, a-humulen, B-elemen, y-muurolen, d-kadinen i oksigenovani seskviterpeni: spatulenol,
kariofilen-oksid, a/-muurolol, a-kadinol). Germakren D se smatra biosintetiCckim prekursorom mnogih
seskviterpenskih uglijovodonika, medutim Bullou i Konig (2000) su ustanovili da germakren D podleze strukturnim
transformacijama u uslovima kisele katalize, odnosno u uslovima termalne indukcije, i da su tako nastali proizvodi
identiéni onima koji nastaju u in-vivo procesima (enzimski vodenim reakcijama u biljci), pa takva jedinjenja mogu biti i
artefakti nastali tokom procesa dobijanja etarskih ulja hidrodestilacijom?’. -Elemen, y-muurolen i 8-kadinen nastaju
iz germakrena D u uslovima kisele katalize, $to ukazuje da koli¢ina germakrena D (ali i jedinjenja koja pripadaju istoj
klasi (Bullou i Konig, 2000)) u uzorcima analiziranih ulja dobijenih hidrodestilacijiom ne moze biti pouzdan
hemotaksonomski marker, §to je i istaknuto u radu koji se bavio hemotaksonomijom roda Stachys (Radulovi¢ et al.,
2007a) primenjujuéi isparljiive metabolite kao markere. Tada je istaknuta vaznost primene klasa jedinjenja, a ne
pojedinacnih konstituenata ulja. Na osnovu rezultata AHC analize izgleda da se moze formulisati jo$ jedna uopStena

% Biosinteza/akumulacija tricikli¢nih seskviterpenoida se dovodi u vezu sa korenovim sistemom (Lazarevic et al., 2010; Jovanovic et al., 2010;
Lourenco et al., 1999) i verovatno predstavlja biogenetsku/hemotaksonomsku karakteristiku subfamilije ASTEROIDEAE. Na Zalost, mali je broj
radova koji je istraZivao ovu vrstu problematike. Nije isklju¢ena ni moguénost da ova jedinjenja, buduéi da se akumuliraju u korenovom sistemu
bijlke, ostvaruju i izvesnu bioloSku aktivnost- npr. deluju kao fitocidi, ali ni to da su oni zapravo metaboliti nastali delovanjem mikroorganizama.
21 Banthrope i saradnici (1972) utvrdili su da pH tokom procesa hidrodestilacije moze imati jako niske vrednosti, i do 2,8, $to uz zagrevanje
(preko 100 °C) smeSe koja hidrodestiluje tokom najmanje 2,5h moZe da predstavija gotovo idealne uslove za pomenute transformacije izvorne
strukture.
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Observations (axes F1and F2: 4.84 %)
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Slika 52. Grafi¢ki prikaz PCA analize (distribucija opservacija) dobijene kada se za originalne varijable primeni
procentualna zastupljenost komponenata = 1% identifikovanih u makar jednom od 180 uzoraka etarskih ulja - opservacija. Ose
(F1 i F2 faktori- prva i druga glavna komponenta) odnose se na ordinacione skorove uzoraka. Osa F1 doprinosi objaSnjenju
2,53%, a osa F2 2,31% ukupne varijanse.
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Slika 53. Graficki prikaz distribucije opservacija — odabranih taksona u DA analizi dobijen primenom kvantitativnih
(originalnih) varijabli (procentualna zastupljenost komponenata = 1% identifikovanih u makar jednom od 180 uzoraka etarskih
ulja) i kvalitativnih varijabli (dobijenih klasifikacijom svake od primenjenih opservacija u adekvatnu taksonomsku kategoriju tipa
familije). Faktori F1 i F2 (objaSnjava 100,00 i 0,00% ukupne varijanse, respektivno) su ekstrahovani iz originalnih varijabli.
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konstatacija. Naime, bilke familje Lamiaceae koje pripadaju grupi C6 su uglavnom taksoni koji se mogu
okarakterisati kao vrste bogate etarskim uljem, sa prinosom izolovanog ulja 0,2-4,2%. Sve one uglavnom sadrZe jako
izrazenu (gotovo dominantnu) monoterpensku komponentu (nije u vezi sa naro€itim tipom skeleta), pa mogu da se
podvedu pod sledecu generalizaciju: visok prinos etarskog ulja — izrazena monoterpenska frakcija. Prethodno je
pomenuta postulirana veza izmedu prinosa i sastava ulja, predloZzena za predstavnike familije Lamiaceae siromane
uliem (Lawrence, 1992), a rezultati statisticke analize (kada se za varijable definiSu komponente ulja sa procentualnom
zastuplienocu 2 1%) hipotezu ,prinos-sastav* dopunijuju, prenoseci je i na predstavnike familije bogate uljem?.

Rezultat PCA statistiCke analize, za slu€aj kada su kao originalne varijable koriséene komponente sa
procentualnom zastuplienoS¢u = 1%, prikazan je na Slici 52. PCA faktorska ravan (konstruiSu je ose F1 i F2)
objaSnjava 4,84% od ukupne varijabilnosti komponenata prisutnih u svim analiziranim uzorcima. Osa F1 objasnjava
2,53%, dok osa F2 objasnjava 2,31% ukupne varijanse (varijabilnosti). Rezultati dobijeni PCA analizom uporedivi su
(i komplementarni) sa rezultatima koje je predoCila AHC analiza (posmatrajuéi interval Euklidovog rastojanja). Za
odabrani set varijabli one koje najvise doprinose objadnjenju faktora (dobijaju se iz tabele koja sadrzi podatke o
vrednostima cos? od unetih varijabli) F1 su cis-2-penten-1-ol, cis-3-heksen-1-ol, 2-fenil-1-etanol,
heksahidrofarnezilaceton, trans-fitol, dokozan, a varijable koje doprinose objasnjenju faktora F2 su m-menta-1(7),8-
diene, mentofuran, a-terpinen-7-al, p-metilacetofenon, 14-hidroksi-a-humulen, epi-a-bisabolol, a-bisabolol-oksid.
Raspodela taCaka (opservacija) na dvodimenzionom prikazu za faktore F1 i F2 je uglavnom u zavisnosti od
prisustva/odsustva navedenih komponenata i njihovog medusobnog odnosa (za klastere koji sadrze najveéi broj
opservacija C3 i C6, karakteristicno je odsustvo navedenih komponenata, ili identifikovane male koliine trans-fitola
ifili heksahidrofarnezilacetona). Na dvodimenzionom prikazu (Slika 52) uo€avamo da su opservacije A31, A3, L88 i
A30, L1-L3, A2, A34 (odgovaraju kladama sa najveCim Euklidskim rastojanjem na dendogramu, Slika 51a))
najudaljenije, ali i da postoji mnostvo grupa sa razlikama koje su nedovoljno izrazene (razlika u sastavu ulja
minimalna da bi se izvrSila zadovoljavajuca diferencijacija i diskriminacija).

Na osnovu rezultata diskriminantne analize (DA) koja je primenjena na setu kvantitativnih (komponente =1
% u ma kom od odabranog seta uzoraka) i kvalitativnih (pripadnost familiji) varijabli deluje da biosinteza isparljivin
sekundarnih metabolita ima isti/srodan metabolicki put na nivou odabranih familija, te da isparljivi sekundarni
metaboliti ne mogu biti pouzdani/stabilni hemo(taksonomski) karakteri koji bi bili od koristi za klasifikaciju i
odredivanje pripadnosti na nivou razliCitih familija. Slika 53 daje prikaz zavisnosti opservacija od faktora F1 i F2
(faktori na osama F1 i F2 ekstrahovani su iz originalnih varijabli). UspeSnost predikcije postavlienog modela bila je
25,56%, 1. klasifikacija u okviru zadatih kvalitativnih varijabli odgovara jedino za sluaj familije Apiaceae (46 od 180
opservacija), odnosno da informacije (inicijalne varijable, komponente ulja = 1%) koriS¢ene u svrhu razlikovanja
opservacija na osnovu unapred definisanih/poznatih kvalitativnih (opisnih) varijabli u DA analizi nisu od znacaja, jer
ne daju zadovoljavajucu diskriminaciju opservacija.

4.2.1.3. Komponente identifikovane u uljima sa relativnim procentom 25

Dendogram (AHC analiza) za slu€aj kada se za varijable koriste komponente ulja identifikovane sa procentualnom
zastuplieno$¢u = 5% (u makar jednom) uzorku- opservaciji dat je u Prilogu 6 (Slika 54b). Na Slici 54a prikazana je
hijerarhijska struktura nastala po presecanju dendograma dobijenog nakon n-tog grupisanja (nakon postignutog
zadovoljavajuceg stepena homogenosti unutar klastera predstavijenih opservacijama). MoZzemo konstatovati da se
izborom komponenata- varijabli sa procentualnom zastuplieno3¢u = 5%, drasticno smanjio broj grupa koje
predstavljaju opservacije, j. stepen slicnosti izmedu grupa se povecao. Za razliku od prethodnog slu¢aja, gde su

28 Radulovi¢ i Blagojevi¢ (2010) idu korak dalje u generalizaciji hipoteze, sa tvrdnjom da se na osnovu prinosa ulja moze steci brz i jednostavan
uvid u operativnost biosintetskih metabolickih puteva viSe familija.

100



Dendrogram

822

772 T

722+

Dissirnilarity

872 +

822 T

572 I__I

G b o B o =} O

Slika 54a. Klasteri izdvojeni presecanjem dendograma (AHC analiza) koji predstavlja meru razliCitosti hemijskog sastava
isparljivih komponenata detektovanih u odabranim uzorcima 180 etarskih ulja (opservacija). Za varijable koris¢ena procentualna
zastupljenost komponenata = 5% (identifikovanih u makar jednom od 180 uzorka- opservacija). Kriterijum za razvoj klastera
(grupisanije) - Vardov metod; kriterijum procene stepena razlicitosti grupa - Euklidova udaljenost (interval 0-781). Izdvojeno je 7
grupa ulja: C1-C7. €1: L1, L2, L3, A26, L43; C2: L4, L5, L6, L7, L8, L9, L10, L11, L12, L13, L14, L15, L16, L17, L18, L19, L20, L24, L 25, L 26, L28, U1, U4,
U18, U23, U24, U28, U30, U36, U43, U45, C1, A2, A5, A10, A14, A20, A21, A24, A30, A31, A34, L35, 139, L40, L42, L52, L67, L68, L72, L74, LT6, L77, LT8,
L80, L81, L82, L89; C3: L21, L27, L30, A1, L31, L32, U2, U3, U5, Us, U7, U8, U9, U10, U11, U12, U14, U15, U16, U17, U19, U20, U21, U22, U25, U26, U27,
U29, U31, U32, U33, U34, U35, U37, U38, U39, U40, U41, U42, U44, U46, C2, C3, A4, AB, AT, A8, A9, A11, A12, A15, A16, A17, A18, A19, A22, A23, A25,
A27, A28, A29, A32, A33, A35, A36, A37, A38, A39, A40, A41, A42, L34, L36, L37, L38, L44, L45, L46, L47, L48, L49, L50, L51, L53, L54, L55, L56, L57, L58,
L69, L70, L71, , L73,L75, L79, L84, L85, L86; C4: L22, L23, A13, L59, L60, L61, L62, L63, L64, L65, L66, L83, L87, L88; C5: L29; C6: U13, L33, L41; CT: A3,

izdvojene 34 grupe ulja (varijable = 1%), aktuelna analiza izdvaja svega sedam grupa. U okviru izdvojenih grupa, C2
i C4 grupe imaju najveéi stepen homogenosti (831,504 i 846,304, respektivno; monotipske grupe C5 i C7 se ne
uzimaju u obzir). Najveéi stepen homogenosti (sli€nosti) izmedu grupa moze da se objasni uporedivim sadrzajem [3-
kariofilena, i povecanim ili dominantnim prisustvom monoterpenskih komponenata. Razlika koja postoji u okviru
izdvojenih grupa ne moze se pripisati aktuelnoj taksonomskoj klasifikaciji vrsta na familije, odnosno ne moze se uociti
postojanje jake genetske podloge koja bi bila odgovorna za produkciju/dominaciju samo jedne (ili nekoliko) klasa
isparljivih sekundarnih metabolita koji bi mogli da posluze kao obeleZje pripadnosti taksonomskim kategorijama viseg
ranga. Ipak, dobijeni podaci (smanjenje broja, a povecanje obima grupa) mogli bi da daju jednako vrednu vrstu
informacije, tj, da ukazu na specifiCnost isparljivih metabolita koje produkuju vrste u okviru taksonomskih kategorija
nizih od nivoa subfamilije ili tribusa. Na Zalost, Siroko geografsko podruje koje je uslo u obzir prilikom odabira
opservacija, ali i nedovoljno detaljna upuéenost (ili nenavodenje) u podatake koji daju opis stanista, informaciju o
geoloskoj podlozi, nadmorskoj visini, ili precizno navode lokalitet, predstavija (kako se ispostavilo) bitan nedostatak
pri zakljuCivanju. Ako zanemarimo Cinjenicu da su opservacije (L33 i L41) koje prezentuju familiju Lamiaceae,
subfam. NEPETOIDEAE, tribus ELSHOLTZIEAE malobrojne, publikovani radovi o isparljivoj hemiji rodova tribusa
ELSHOLTZIEAE (Perilla, Elsholtzia i Mosla) osim el3olcija-ketona i dehidroelSolcija-ketona navode i srodne furanske
derivate za koje se pretpostavlja da nastaju iz geraniala (perilen, egoma-keton, izoegoma-keton, perila-keton),
odnosno nerala (a-naginaten, a-nagina-keton, elSolcija-keton, Sizofuran). Pomenuti furanski derivati navode se kao
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dominantne komponente u okviru tribusa ELSHOLTZIEAE, dok se izuzetno retko i u malom procentu (perilen, < 0,1%)
javljaju u svega dve vrste vrste familije Lamiaceae Sideritis ozturkii (Kirimer et al., 2001) i Thymus fedtschenkoi var.
handelii (Basher et al., 2002), tako da ih moZda mozemo smatrati jedinjenjima od hemotaksonomskog znacaja za
razlikovanje tribusa ELSHOLTZIEAE od ostalih tribusa subfamilije NEPETOIDEAE.

Rezultat PCA analize kada se primene identiChe (originalne) varijable prikazan je na Slici 55. Dobijeni
rezultati uporedivi su sa rezultatima AHC analize. PCA faktorska ravan objasnjava 5,96% od ukupne varijabilnosti
komponenata prisutnih u svim analiziranim uzorcima. Osa F1 objadnjava 3,09%, dok osa F2 objasnjava 2,87%
ukupne varijanse (varijabilnosti). Varijable koje doprinose objasnjenju faktora F1 su: trikozan, heptakozan,
heksahidrofarnezilaceton, trans-fitol, hentakozan, fenilacetaldehid, palmitinska kiselna, linolenska kiselina, terpinen-
4-0l, tetrakozan, a-tujen, a-terpinen, a-pinen, kamfen, trikozan (vrednosti cos?za date varijable 0,418, 0,374, 0,326,
0,295, 0,216, 0,21, 0,189, 0,145, 0,114, 0,112, 0,096, 0,09 i 0,08, respektivno), a faktor F2 objasnjavaju &-kadinen, 1-
muurolol, a-kadinol, B-elemen, epi-bicikloseskvifelandren, manoil-oksid, a-kopaen, leden, a-eudezmol, eremofilen,
sklaren i p-cimen (0,346, 0,283, 0,275, 0,195, 0,179, 0,169, 0,157, 0,152, 0,132, 0,081, 0,074 i 0,069, respektivno).
Komponente ujedno objasnjavaju razliku koja se moze uoditi na 2D grafiku izmedu grupa ulja. Jedna od grupa
predstavljena je skupom opservacija A3 (najviSe izdvojena) i L22, L23, A13, L59-L66, L83, L87 i L88. Ovaj skup
karakteriSe relativno visok sadrzaj varijabli koje doprinose objasnjenju faktora F1 (prethodno pomenute). Sa
dijagrama se mogu uoditi jo$ najmanje dve grupe ulja, ali razlike izmedu njih su nedovoljno izrazene da bi se izvrsila
zadovoljavajuca diferencijacija.

Observations (axes F1and F2: 5.96 %)

F2 (287 %)

-2

F1(2.09 %)

Slika 55. Graficki prikaz PCA analize (distribucija opservacija) dobijene kada se za originalne varijable primeni procentualna
zastupljenost komponenata = 5% identifikovanih u makar jednom od 180 uzoraka etarskih ulja - opservacija. Ose (F1 i F2
faktori- prva i druga glavna komponenta) odnose se na ordinacione skorove uzoraka. Osa F1 doprinosi objasnjenju 3,09%, a osa
F2 2,87% ukupne varijanse.

Diskriminaciona analiza (DA) primenjena na modelu koji za kvantitativne varijable koristi komponente ulja
identifikovane u relativnom procentu = 5% u ma kom od 180 uzoraka (opservacija) i kvalitativne (pripadnost familiji)
varijable ne daje zadovoljavajucu diskriminaciju opservacija. Slika 56 daje prikaz zavisnosti opservacija od faktora F1
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i F2 (faktori na osama F1 i F2 ekstrahovani su iz originalnih varijabli). UspeSnost predikcije postavljenog modela bila
je 25,56%, tj. klasifikacija u okviru zadatih kvalitativnih varijabli odgovara taksonomskoj klasifikaciji na familije jedino
za slu¢aj Apiaceae (46 od 180 opservacija), odnosno da informacije (komponente ulja = 5%) koriS¢ene u svrhu
razlikovanja opservacija na osnovu poznatih kvalitativnih (opisnih- pripadnost familiji) varijabli nisu od znacaja.

Observations (axes F1 and F2: 98.40 %)
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Slika 56. Graficki prikaz distribucije opservacija — odabranih taksona u DA analizi dobijen primenom kvantitativnih
(originalnih) varijabli (procentualna zastupljenost komponenata = 5% identifikovanih u makar jednom od 180 uzoraka etarskih
ulja) i kvalitativnih varijabli (dobijenih klasifikacijom svake od primenjenih opservacija u adekvatnu taksonomsku kategoriju tipa
familije). Osa F1 doprinosi objasnjenju 91,71%, a osa F2 6,69% ukupne varijanse (faktori F1 i F2 ekstrahovani su iz originalnih
varijabli).

4.2.1.4. Komponente identifikovane u uljima sa relativnim procentom =10

Dendogram (AHC analiza) za slu¢aj kada se za varijable uzima zastupljenost komponenata identifikovanih
sa procentualnom zastuplieno$¢u = 10% (u makar jednom) uzorku- opservaciji dat je u Prilogu 6 (Slika 57b). Na Slici
57a prikazana je hijerarhijska struktura nastala po presecanju dendograma dobijenog nakon n-tog grupisanja.
Izborom komponenata sa procentualnom zastuplienos¢u = 10% za varijable, broj grupa koje predstavijaju
opservacije se smanjio u odnosu na predhodni slu¢aj za jedan, ali je doSlo i do preraspodele u sklopu svake od
predasnje uocenih grupa. Redukcijom broja varijabli informacije koje su bile od zna¢aja pri prethodnim klasifikacijama
smo izgubili, medutim iako se stepen sli¢nosti izmedu grupa povecao (Euklidovo rastojanje smaniilo), nije doslo do
pregrupisavanja u skladu sa taksonomskim kategorijama na nivou vis§em od ranga familije. Interesantno, za familiju
Lamiaceae na dendogramu (Slika 57a) do izrazaja dolazi podela unutar klastera C1 i C2 gde mozemo da
konstatujemo jasnu podelu u okviru subfamilija NEPETOIDEAE i LAMIOIDEAE na bazi isparljivih profila etarskih ulja.
Ovaj slucaj je izraZen je samo ukoliko uzimamo u obzir varijable koje su po procentualnoj zastupljenosti vece od 10%
(i zanemarimo ve¢ prime¢enu hemotipifikaciju u okviru vrsta roda Stachys, subfamilija LAMIOIDEAE). Interesantno je
napomenuti da sa ovim tipom varijabli dolazi do odvajanja vrste roda Nepeta u vidu monotipskog klastera C6(najvece
Euklidovo rastojanje, 543), a komponente koje su ,zasluzne® za postavljanje pomenute vrste na nivo zasebne grupe
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Slika 57. Klasteri izdvojeni presecanjem dendograma (AHC analiza) koji predstavija meru razli¢itosti hemijskog sastava isparljivih
komponenata detektovanih u odabranim uzorcima 180 etarskih ulja (opservacija). Za varijable koris¢éena procentualna
zastupljenost komponenata = 10% (identifikovanih u makar jednom od 180 uzorka- opservacija). Kriterijum za razvoj klastera
(grupisanije) - Vardov metod; kriterijum procene stepena razlicitosti grupa - Euklidova udaljenost (interval 0-543). Izdvojeno je 6
grupa ulja:C1: L1, L2, L3, L21, L30, A1, L31, U3, U4, U5, U6, U7, U8, U9, U10, U11, U12, U13, U14, U15, U16, U17, U19, U20, U25, U27, U29, U31, U32,
U33, U34, U35, U38, U39, U40, U41, U42, U43, U44, U45, U46, C3, Ad, A8, A9, A12, A15, A16, A18, A19, A22, A23, A25, A26, A27, A28, A29, A32, A33, A35,
A36, A37, A38, A39, A40, Ad1, Ad2, L33, L34, 136, L37, L38, L39, L41, L43, L44, 145, L47, L48, L49, L51, L53, L54, L5, L57, L69, L73, L84, L86; C2: L4, L5,
L6, L7, L8, L9, L10, L11, L12, L13, L14, L15, L16, L17, L18, L19, 120, L22, L.23, L24, L.25, L.26, L.27, L.28, L32, U1, U2, U18, U21, U22, U23, U24, U26, U28,
U30, U36, U37, C1, A2, A5, A6, A7, A10, A11, A13, A14, A17, A20, A21, A24, A30, A31, A34, L35, L40, L42, L50, L52, L58, L59, L60, L61, L62, L63, L64, L65,
L66, L67, L68, L70, L71, L72, L74, L75, L76, L77, L78, L79, L8O, L81, L82, L83, L85, L87, L88, L8Y; C3: L29; C4: C2, L46; C5: A3; C6: L56.

su za rod Nepeta poznati taksonomski markeri- (diasteroizomerni) nepetalaktoni. Sto se ti¢e familje Apiaceae, u
okviru grupe C1 izdvajaju se klasteri sa najmanjim Euklidovim rastojanjem za uzorke U3, U31, U7 i U34, i za uzorke
U40, U27, U42 i U5 (Tabela 5). Rezultati molekularne filogenetske analize coDNA restrikcionih mesta i rps16
intronskih sekvenci ukazuju na blisku (sestrinsku) vezu izmedu tribusa Caucaliedeae, Scandiceae i Tordilieae (Lee i
Downie, 2000), a deluje da navedene veze mogu biti sagledane i na osnovu profila isparljivih sekundarnih metabolita
unutar izdvojenih podgrupa.

Rezultat PCA analize za slu¢aj kada su kao originalne varijable kori§éene komponente sa zastuplienoséu =
10%, prikazan je na Slici 58. PCA faktorska ravan objasnjava 5,78% od ukupne varijabilnosti komponenata prisutnih
u svim analiziranim uzorcima. Osa F1 objaSnjava 3,14%, dok osa F2 objadnjava 2,64% ukupne varijanse
(varijabilnosti). Varijable koje doprinose objasnjenju faktora F1 su: &-kadinen, T-muurolol, - kariofilen, a-kopaen, a-
kadinol, B-elemen, leden, kariofilen-oksid, manoil-oksid, p-cimen, spatulenol (0,437, 0,307, 0,297, 0,24, 0,237, 0,21,
0,155, 0,155, 0,132, 0,101, 0,09, respektivno), a faktor F2 objadnjavaju cis-3-heksen-1-ol, pentakozan, terpinen-4-ol,
a-pinen, sabinen, (0,399, 0,193, 0,15, 0,1, 0,096, respektivno). Kako je F1 i F2 osom objanjeno svega 5,78 % od
ukupne varijabilnosti (ujedno ose koje pruzaju maksimum informacija), ne iznenaduje mali stepen diferencijacije
izmedu opservacija prikazanih na Slici 58 u odnosu na svojstvo (varijable koje objasnjavaju faktore).
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Observations (axes F1and F2: 5.78 %)
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Slika 58. Grafi¢ki prikaz PCA analize (distribucija opservacija) dobijene kada se za originalne varijable primeni procentualna
zastupljenost komponenata = 10% identifikovanih u makar jednom od 180 uzoraka etarskih ulja - opservacija. Ose (F1 i F2
faktori- prva i druga glavna komponenta) odnose se na ordinacione skorove uzoraka. Osa F1 doprinosi objasnjenju 3,14%, a osa
F2 2,64% ukupne varijanse.

Observations (axes F1 and F2: 95.53 %)
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Slika 59. Graficki prikaz distribucije opservacija — odabranih taksona u DA analizi dobijen primenom kvantitativnih (originainih)
varijabli (procentualna zastupljenost komponenata = 10% identifikovanih u makar jednom od 180 uzoraka etarskih ulja) i
kvalitativnih varijabli (dobijenih klasifikacijom svake od primenjenih opservacija u adekvatnu taksonomsku kategoriju tipa
familije). Osa F1 doprinosi objasnjenju 82,56%, a osa F2 12,97% ukupne varijanse (faktori F1 i F2 ekstrahovani su iz originalnih
varijabli).
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Uspednost predikcije postaviienog modela diskriminacione analize (DA) primenjene na kvantitativne
(komponente = 10% u ma kom od odabranog seta uzoraka- opservacija) i kvalitativne (pripadnost familiji) varijable
bila je 25,56%, {j. klasifikacija u okviru zadatih kvalitativnih varijabli odgovara kvalitativnoj jedino za slucaj familije
Apiaceae (46 od 180 opservacija). Slika 59 daje prikaz zavisnosti opservacija od faktora F1 i F2 (faktori na osama F1
i F2 ekstrahovani su iz originalnih varijabli), odnosno da informacije (komponente ulja = 10%) koris¢ene u svrhu
pravlienja razlike izmedu opservacija na osnovu poznatih kvalitativnin (opisnih) varijabli kada se porede kategorije
ranga odabranih familija nisu od znacaja.

4.2.1.5. Komponente identifikovane u uljima sa relativnim procentom 2 20

Graficki prikaz AHC analize (Prilog 6, Slika 60b) sa komponentama identifikovanim = 20% odabranim za
varijable dat je na Slici 60a. Tumacenjem dendograma ne dobijamo informacije koje bi bile od koristi za razlikovanje
kategorija ranga familija. Znacajna informacija sa taksonomskom pozadinom je $to i pored nastalog pregrupisavanja
(u skladu sa redukovanim brojem varijabli), postoji tendencija za razlikovanje tribusa SATUREIEAE (izuzev vrste roda
Acinos uzete u obzir prilikom formiranja baze za statistiCku obradu koju ne odlikuje visok prinos etarskog ulja,
0,05%), subfamilije NEPETOIDEAE na bazi isparljivih profila etarskih ulja i sadrZaja etarskog ulja. Naime, sve vrste
tribusa SATUREIEAE uzete za (aktuelne) opservacije, grupisale su se pod klasterom C2 (L34, L39, L43, L49, L51, L53,
L54, L55, L57), i sadrze izrazenu (oksigenovanu) monoterpensku komponentu (uz u vecini slu¢ajeva naglasenu
dominaciju skeleta tipa p-mentana: L34, L49, L51, L53, L54, L55, L57). ZajedniCka karakteristika svih navedenih
opservacija je visok prinos etarskog ulja (0,35-4,2, Tabela 5), $to ponovo ukazuje na prethodno uo&enu i pomenutu
hipotezu ,prinos-sastav‘ (za slu¢aj taksona familije Lamiaceae bogatih etarskim uliem, za varijable uzimane
komponente identifikovane sa relativnim procentom = 1). U okviru tribusa SATUREIEAE na bazi profila etarskih ulja
mozemo uvesti sledeCu generalizaciju: visok prinos etarskog ulia — izrazena oksigenovana (p-mentanska?)
monoterpenska frakcija. lako poznat po predstavnicima koji su mahom bogati etarskim uljem, u okviru tribusa postoje
i izuzetci- taksoni (Cesto u okviru istog roda, npr. Acinos i Micromeria, imamo oba slucaja) koji se ne odlikuju visokim
sadrzajem ulja. Da bi testirali postavljenu hipotezu, na osnovu literaturne pretrage?® odabrano je jo$ taksona tribusa
SATUREIEAE bogatih/siroma$nih uljem (Slavkovska et al., 2005; Kaya et al., 1999a; 1999b; 1999c). U vecini slu¢ajeva
uoena je pomenuta pravilnost, ti. da se kod visokog prinosa ulja oCekuje i dominantna oksigenovana
monoterpenska frakcija. U uljem siromaSnim predstavnicima tribusa dominira uglavnom seskviterpenska frakcija.

Rezultat PCA statisticke analize za date varijable, prikazan je na Slici 61. PCA faktorska ravan objasnjava
7,77% od ukupne varijabilnosti komponenata prisutnih u svim analiziranim uzorcima. Osa F1 objadnjava 4,28%, dok
osa F2 objadnjava 3,49% ukupne varijabilnosti. Varijable koje najviSe doprinose objasnjenju faktora F1 su
4aa,7a,7ap/4aa,7a,7aa/4ap,7a,7aB-nepetalakton (sa vrednostima za cos? 0,99), a varijable koje doprinose
objaSnjenju faktora F2 su a-pinen, limonen, sabinen i mircen (0,32, 0,3, 0,261 i 0,237, respektivno). Na 2D prikazu
(Slika 61) uo€avamo da su opservacije uglavnom skoncentrisane oko ose F2, osim opservacije L56, Ciju varijabilnost
u potpunosti pripisujemo identifikovanim nepetalaktonima.

Diskriminaciona analiza (DA), primenjena na odabrane kvantitativne i kvalitativne (pripadnost familiji)
varijable sa uvedenom aproksimacijom koja se odnosi na redukciju broja komponenata (varijabli), ne ide u prilog
primene isparljivih sekundarnih metabolita kao stabilnih karaktera koji bi bili od koristi za klasifikaciju i odredivanje
pripadnosti na nivou posmatranih familija. Slika 62 daje prikaz zavisnosti opservacija od faktora F1 i F2 (faktori na
osama F1 i F2 ekstrahovani su iz originalnih varijabli). UspeSnost predikcije postavljenog modela bila je 25,56%, t].
klasifikacija u okviru zadatih kvalitativnih varijabli odgovara taksonomskoj jedino za slu¢aj familije Apiaceae (46 od
180 opservacija).

2 Limitirajuéi faktor je bio broj publikovanih radova o hemijiskom sastavu etarskih ulja predstavnika tribusa SATUREIEAE siromasnih uljem
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Slika 60a. Klasteri izdvojeni presecanjem dendograma (AHC analiza) koji predstavija meru razlicitosti hemijskog sastava isparljivih komponenata detektovanih u odabranim
uzorcima 180 etarskih ulja (opservacija). Za varijable koris¢ena procentualna zastupljenost komponenata = 20% (identifikovanih u makar jednom od 180 uzorka- opservacija).
Kriterijum za razvoj klastera (grupisanje) - Vardov metod; kriterijum procene stepena razliCitosti grupa - Euklidova udaljenost (interval 0-542). Izdvojeno je 6 grupa ulja: C1: L1, L2,
L3, L4, L5, L6, L7, L8, L9, L10, L11, L12, L13, L14, L15, L16, L17, L18, L19, L20, L22, L23, L24, L25, L26, L27, L28, L29, A1, L32, U1, U2, U17, U19, U21, U22, U23, U24, U26, U28, U30, U36, U37,
C1, C2, A2, A4, A5, A6, A7, A8, A11, A13, A15, A17, A20, A21, A24, A30, A31, A34, A39, L33, L35, L38, L40, L41, L42, L45, L46, L47, L48, L50, L52, L58, L59, L60, L61, L62, L63, L64, L65, L66,
L67, L68, L69, L70, L71,L72, L73, L74, L75, L76, L77, L78, L79, L8O, L81, L82, L83, L84, L85, L86, L87, L88; C2: L21, U3, U4, U5, U, U7, U8, U9, U10, U11, U12, U13, U14, U15, U20, U25, U27,
U29, U31, U32, U33, U34, U35, U38, U39, U40, U41, U42, U43, U44, U45, U46, C3, A9, A10, A12, A19, A22, A23, A25, A28, A36, A38, L34, L37, L39, L43, L44, L49, L51, L53, L54, L55, L57, L89;
C3: L30, L31, U16, A14, A16, A18, A26, A27, A29, A32, A33, A35, A37, A40, Ad1, A42, L36; C4: U18; C5: A3; C6: L56.
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Observations (axes Fland F2: 7.77 %)
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Slika 61. Graficki prikaz PCA analize (distribucija opservacija) dobijene kada se za originalne varijable primeni procentualna
zastupljenost komponenata = 20% identifikovanih u makar jednom od 180 uzoraka etarskih ulja - opservacija. Ose (F1 i F2
faktori- prva i druga glavna komponenta) odnose se na ordinacione skorove uzoraka. Osa F1 doprinosi objasnjenju 4,28%, a osa
F2 3,94% ukupne varijanse.

Observations (axes Fland F2: 87.12 %)
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Slika 62. Graficki prikaz distribucije opservacija — odabranih taksona u DA analizi dobijen primenom kvantitativnih (originainih)
varijabli (procentualna zastupljenost komponenata = 20% identifikovanih u makar jednom od 180 uzoraka etarskih ulja) i
kvalitativnih varijabli (dobijenih klasifikacijom svake od primenjenih opservacija u adekvatnu taksonomsku kategoriju tipa
familije). Osa F1 doprinosi objasnjenju 52,55%, a osa F2 34,57% ukupne varijanse (faktori F1 i F2 ekstrahovani su iz originalnih
varijabli).
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4.2.2. Statisti¢ka analiza reklasifikovanih komponenata ulja - transformisane varijable

Na znaCaj statistiCke analize koja za varijable ima isparljive komponente sistematizovane u zavisnosti od
pripadnosti tipu/klasi ukazali su Radulovi¢ et al. (2007a,b), 8to je ve¢ i istaknuto u eksperimentalnoj sekciji. U
nastojanju da se pronade sistem koji bi ukazao na vezu izmedu taksonomske klasifikacije (bilo kog ranga) i profila
isparljivih metabolita pribeglo se svodenju originalnih varijabli na manji broj transformisanih u skladu sa usvojenim
klasifikacijama: 1) prema najopstijem tipu metabolizma, 2) zastuplienosti podklasa izvedenih iz najopstijeg
metabolizma, 3) zastupljenosti mono- ili seskviterpenskih skeletnih tipova, 4) prema stepenu oksigenacije u okviru
najzastuplienijeg skeletnog tipa. Redukcija varijabli izvrSena je sumiranjem procenata isparljivih komponenata
identifikovanih u uzorcima etarskih ulja (opservacije) u zavisnosti od pripadnosti ,reprezentativnim” (pod)klasama
(transformisane varijable).

4.2.2.1. Komponente ulja klasifikovane prema najopstijem tipu sekundarnog metabolizma

IzvrSena je najopstija moguca sistematizacija klasa isparljivih metabolita shodno pripadnosti metaboli¢kom
putu kojim se biosintetiSu: klasa terpenoida- T, klasa metabolita nastala iz karotenoida (transformacijom)- CR, klasa
metabolita koji vode poreklo iz Sikimatnog metabolizma- ArC,, klasa masnih kiselina i derivati masnih kiselina- FAD i
jedinjenja koja strukturom nisu mogla da se povezu sa ma kojim od prethodno ponudenih kriterijuma klasifikacije- O.
Primenjene transformisane varijable u AHC analizi za rezultat daju podelu na deset grupa ulja: C1-C10. Izmedu
opservacija koje ¢ine grupu C2 je najmanii stepen varijabilnosti u okviru grupe(a) i iznosi svega 13,58. Izdvojene C1,
C2, C4 i C10 grupe ulja imale su uporediv sadrzaj terpenoida kao glavnih metabolita (79,8-94,1%). Vecina
opservacija pripada navedenim grupama. Grupi C1 pripadaju mahom vrste familije Lamiaceae, subfam. Lamioideae,
ali i predstavnici familija Apiaceae i Asteraceae (ne razlikuju se ni po pripadnosti uze definisanoj taksonomskoj
kategoriji, odnosno uzoj geografskoj regiji, odnosno tipu stanista). C2 grupi pripadaju uglavnom vrste familije
Lamiaceae, subfamilije Nepetoideae, ali i predstavnici familija Apiaceae i Asteraceae (ne razlikuju se ni po
pripadnosti uze definisanoj taksonomskoj kategoriji, odnosno uzoj geografskoj regiji, odnosno tipu stanista). Grupe
C5 i C8 karakteriSu terpenoidi i fenilpropanoidi kao glavni tipovi isparljivih metabolita, C6 terpenoidi i karotenoidi, a
grupe C7, C9 i C3 karakteriSe produkcija uglavnom terpenoida i derivata masnih kiselina. Podela na grupe nije
specificna, i ne odnosi se isklju¢ivo na odredenu taksonomsku kategoriju tipa familije. Grafiki prikaz AHC analize za
slu€aj a) transformisanih varijabli dat je na Slici 63a (za viSe informacija pogledati videti legendu).

PCA analiza za transformisane varijable, prikazana je na Slici 64. PCA faktorska ravan obja3njava 64,36%
od ukupne varijabilnosti komponenata prisutnih u svim analiziranim uzorcima. Osa F1 objadnjava 41,72%, dok osa
F2 objaSnjava 22,64% ukupne varijabilnosti. Transformisane varijable koje za ovaj slufaj najviSe doprinose
objaSnjenju faktora F1 su FAD i T (sa vrednostima za cos? 0,585 i 0,937, respektivno), a varijabla koja doprinosi
objaSnjenju faktora F2 je ArC, (0,681). Sa grafika se uoCava da na osnovu odabranih varijabli ne postoji valjano
razdvajanje. |zdvojene opservacije odgovaraju opservacijama koje je ve¢ izdvojila klaster analiza (Slika 63, grupe
C8-C3), ali i u ovom sluéaju izostaje interpretacija koja bi potvrdila vezu izmedu produkcije klas(e)a isparljivih
metabolita i pripadnosti taksonomskoj kategoriji.

Diskriminaciona analiza ne daje vezu izmedu isparljivih metabolita klasifikovanih prema najopstijem tipu
(sekundarnog) metabolizma u opservacijma sa taksonomskom podelom na familije. UspeSnost predikcije
postavljenog modela bila je 25,56%, tj. klasifikacija u okviru zadatih kvalitativnih varijabli odgovara taksonomskoj
jedino za sluaj familije Apiaceae (46 od 180 opservacija), tj. imputi (transformisane varijable) kori§ceni u svrhu
pravljenja razlike izmedu opservacija na osnovu poznatih kvalitativnih (opisnih) varijabli nisu od zna¢aja.
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Slika 63a. Klasteri izdvojeni presecanjem dendograma (AHC analiza) koji predstavlja meru razliCitosti hemijskog sastava 180 uzoraka etarskih ulja (opservacija). Klase jedinjenja
identifikovanih u uzorcima etarskih ulja slede najopstiji metaboli¢ki put (pet transformisanih varijabli: T- terpenoidi, CR- karotenoidi, ArCr- metaboliti koji vode poreklo iz Sikimatnog
puta, FAD- masne kiseline i derivati masnih kiselina, O- neklasifikovani metaboliti). Primenjen Vardov metod kao kriterijum za grupisanje i Euklidova udaljenosti kao kriterijum

procene stepena razliCitosti grupa: interval 0-297. Izdvojeno 10 grupa ulja. ¢1 (65): L1, L2, L3, L4, L5, L6, , L7, L8, L9, L10, L11, L12, L13, L14, L15, L16, L19, L22, L 23, 124, L26, L27, L.28, L29, A1, U1,
U6, U7, U9, U14, U18, U23, U24, U25, U26, U27, U30, U36, U37, U38, U39, U45, C3, A1, A17, A18, A19, A23, A30, A35, A37, Ad0, A42, L40, L42, L45, L46, L52, L58, L64, L67, L6S, L74, L75, L76, L8O, L81; C2 (75): L15,
L17, L18, L21, L25, L30, L32, U2, U3, U4, U5, U8, U13, U15, U17, U19, U20, U21, U22, U29, U31, U32, U33, U34, U40, U41, U42, U43, C1, A2, AB, A7, A9, A12, A14, A16, A20, A21, A22, A24, A25, A26, A27, A28, A29,
A32, A33, A34, A36, A38, A39, A0, Ad1, L34, L36, L37, L39, L41, L43, L44, L48, L49, L51, L53, L54, L55, L56, L57, L77, L78, L79, L82, L84, L86, L8Y; C3 (9): L20, A4, A8, A13, L35, L60, L66, L73, L88; C4 (2): L31, A31;
C5(6): U10, U1, U12, U16, L47, L50; C6 (4): U28, L69, L72, L83; CT7 (3): U35, A3, L61; C8 (3): U4, A15, L38; C9 (12): U46, C2, A5, A10, L59, L62, L63, L65, L70, L71, L85, L87; C10 (1): L33,
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Slika 64. Graficki prikaz PCA analize (distribucija opservacija) dobijene kada se za transformisane varijable primeni zastupljenost
komponenata identifikovanih u 180 uzoraka etarskih ulja (opservacija) klasifikovanih prema pripadnosti najopstijem tipu
metabolizma kojim se biosintetiSu. Ose (F1 i F2 faktori- prva i druga glavna komponenta) odnose se na ordinacione skorove
uzoraka. Osa F1 doprinosi objasnjenju 41,72%, a osa F2 22,64% ukupne varijanse.
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Slika 65. Graficki prikaz distribucije opservacija — odabranih taksona u DA analizi dobijen primenom kvantitativnih varijabli
(transformisanih) i kvalitativnih varijabli (dobijenih klasifikacijom svake od primenjenih opservacija u adekvatnu taksonomsku
kategoriju tipa familije). Osa F1 doprinosi objaSnjenju 68,87%, a osa F2 27,24% ukupne varijanse (faktori F1 i F2 ekstrahovani
su iz transformisanih varijabli).
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4.2.2.2. Komponente ulja klasifikovane prema tipu sekundarnih metabolita

Klasa terpenoida predstavljena je hemiterpenoidima- HT, monoterpenskim ugljovodonicima- MH, oksigenovanim
monoterpenima- MO, seskviterpenskim ugljovodonicima- SH, oksigenovanim seskviterpenima- SO, diterpenskim
ugljovodonicima- DH, oksigenovanim diterpenima- DO, triterpenoidima- TT, klasa metabolita nastala iz karotenoida-
CR, klasa metabolita koji vode poreklo iz Sikimatnog metabolizma- ArC,, masne kiseline i derivati masnih kiselina-
FAD, - GL, acetileni- ACT, alkamidi- ALK, i identifikovana jedinjenja koja strukturom nisu mogla da se povezu sa ma
kojim od prethodno ponudenih kriterijuma klasifikacije- O.

AHC analiza transformisanih varijabli dala je podelu na tri grupe ulja: C1-C3 (Slika 66a). Klasifikacija u okviru
grupa izvrSena je na osnovu zastupljenosti izvesnih (pod)klasa metabolita etarskih ulja, pa se grupa C1 razlikuje po
dominaciji seskviterpenoida (SH ifili SO), grupu C2 karakteriSe prisustvo derivata masnih kiselina bilo da je re€ o
vi§im masnim kiselinama, njihovim estrima, ili 0 derivatima koji su nastali iz masnih kiselina u procesima enzimske ili
hemijske transformacije (GL), a uz to moZe imati izraZenu monoterpenoidnu ili seskviterpenoidnu komponentu. C1
ima najmanje izrazen stepen varijacije u okviru grupe ulja koju predstavlja, sto ne iznenaduje, obzirom da ovu grupu
Cine opservacije koje pripadaju rodu Stachys. Zajedni¢ka karakteristika svih klastera koji pripadaju grupi C3 je
relativno visoka (u nekim slu¢ajevima i dominantna) zastuplienost MH, MO i SH. U okviru ove klase nalaze se
uglavnom biline vrste koje pripadaju subfamiliji NEPETOIDEAE (izuzev predstavnika roda Acinos). Treba
napomenuti da su se u okviru ove grupe na$la svega fri predstavnika subfam. Lamiocideae; za dve vrste L86 (S.
iberica) i L84 (S. glutinosa) se povetana produkcija monoterpenoida (MH/MO) moZe smatrati izvesnom vrstom
adaptivne karakteristike3® na mozda surov(ije)e klimatske uslove, a nije iskljueno da je to slu¢aj i sa vrstom L21 (S.
plumosa). Diferencijaciju na klastere u okviru izdvojenih grupa na osnovu klasa koje Cine isparljivi metaboliti ne
mozemo povezati sa specifitnos¢u samo jedne familije, subfamilije (izuzev slu¢aja NEPETOIDEAE) ili tribusa, a ni sa
karakteristikama klimatskih ili edafskih faktora geografski bliskih lokaliteta3!. Ocigledno je da se radi o kompleksnom
uticaju niza faktora, i deluje teSko, ako ne i nemoguce (buduéi da se radi o vrstama koje nisu odgajane pod
kontrolisanim uslovima, ve¢ potiCu iz prorodnih okruZenja) odrediti dominantan uticaj jednog od njih.

PCA statisticka analiza za transformisane varijable, prikazana je na Slici 67. PCA faktorska ravan objasnjava
26,09% od ukupne varijabilnosti komponenata prisutnih u svim analiziranim uzorcima. Osa F1 objadnjava 15,11%,
dok osa F2 objadnjava 10,98% ukupne varijabilnosti. Transformisane varijable koje za ovaj slu€aj najviSe doprinose
objaSnjenju faktora F1 su FAD, DO, MH i TT (sa vrednostima za cos? 0,521, 0,454, 0,327 i 0,276, respektivno), a
varijable koje doprinose objasnjenju faktora F2 su SO i SH (0,405 i 0,391, respektivno). Na Slici 67 dat je preklopljen
prikaz opservacija i transformisanih varijabli skoncentrisanih oko faktora F1 i F2. Najve¢i doprinos faktoru F1 daju
opservacije L60 i L65 (FAD/DO), dok najveci doprinos faktoru F2 daje opservacija A34 (SH/SO).

Diskriminaciona analiza (DA) primenjena na kvantitativne (transformisane) i kvalitativne (pripadnost familijama)
varijable nije pokazala vezu izmedu produkcije klasa isparljivih metabolita i taksonomske klasifikacije odabranih
opservacija — 180 taksona odabranih da predstavljaju Cetiri familije razdela Magnoliophyta. Slika 68 daje prikaz
zavisnosti opservacija od faktora F1 i F2 (faktori na osama F1 i F2 ekstrahovani su iz transformisanih varijabli).
UspesSnost predikcije postavlienog modela bila je 25,56%, . klasifikacija u okviru zadatih kvalitativnih varijabli
odgovara taksonomskoj jedino za slucaj familije Apiaceae (46 od 180 opservacija), odnosno da transformisane
varijable nisu od znacaja na taksonomskom rangu visem od familije.

3% Poznato je da bilike usvajaju mehanizme kojima smanjuju transpiraciju, gubitak vode, ili pregrevanje biline mase pove¢anom produkcijom
jako isparljivih jedinjenja- npr. monoterpenoida.

31 Ova konstatacija, se naravno ne odnosi na hemotipifikaciju, uo¢enu kod opservacija koje sadrze informacije o sastavu etarskih ulja istih
vrsta, a zaposedaju razli¢ita Zivotna stanista.
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Slika 66a. Klasteri izdvojeni presecanjem dendograma (AHC analiza) koji predstavlja meru razli¢itosti hemijskog sastava 180 uzoraka etarskih ulja (opservacija). Koriéeno
petnaest transformisanih varijabli (HT- hemiterpenoidi, MH- monoterpenski ugljovodonici, MO- oksigenovani monoterpeni, SH- seskviterpenski ugljovodonici, SO- oksigenovani
seskviterpeni, DH- diterpenski ugljovodonici, DO- oksigenovani diterpeni, TT- triterpeni, CR- karotenoidi, ArCr- metaboliti koji vode poreklo iz Sikimatnog puta, FAD- masne
kiseline i derivati masnih kiselina, GL- ,green leaf” metaboliti, ACT- acetileni, ALK- alkamidi, O- ostali neklasifikovani metaboliti) identifikovanih u uzorcima 180 etarskih ulja -
opservacija. Vardov metod primenjen kao kriterijum za grupisanje, Euklidova udaljenost primenjena kao kriterijum procene stepena razli¢itosti grupa (interval 0-286). Izdvojene 3
grupe ulja. €1 (80): L1, L2, L3, L4, L5, L6, L7, L8, L9, L10, L11, L12, L13, L14, L15, L16, L17, L18, L19, L22, L23, L24, L 25, L 26, L27, L28, L29, A1, L32, U1, U18, U21, U22, U23, U24, U25, U26, U30, U37, U46, C1, C3,
A2, AB, A7, A10, A11, A14, A17, A19, A20, A21, A24, A30, A34, A36, A38, L39, L40, L42, L44, L52, L58, L59, L63, L64, L67, L68, L70, L74, L75, L76, L77, L78, L79, L8O, L81, L82, L85, L89; C2 (23): L20, U28, U35, U3,
C2, A3, A4, A5, A8, A13, L35, L60, L61, L62, L65, L66, L69, L71, L72, L73, L83, L87, L88; C3 (77): L21, L30, L31, U2, U3, U4, U5, Us, U7, U8, U9, U10, U11, U12, U13, U14, U15, U16, U17, U19, U20, U27, U29, U31, U32,
U33, U4, U38, U39, U40, U41, U42, U43, U4, U45, A9, A12, A15, A16, A18, A22, A23, A25, A26, A27, A28, A29, A31, A32, A33, A35, A37, A39, Ad0, A41, A42, L33, L34, L36, L37, L38, L41, L43, L45, L46, L47, L48,
L49, L50, L51, L53, L54, L55, L56, L57, L84, L86
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Slika 67. Graficki prikaz PCA analize (distribucija opservacija) dobijene kada se za transformisane varijable primeni procentualna
zastupljenost komponenata u zavisnosti od pripadnosti jednoj od petnaest (pod)klasa identifikovanih u 180 uzoraka etarskih ulja
(opservacija). Ose (F1 i F2 faktori- prva i druga glavna komponenta) odnose se na ordinacione skorove uzoraka. Osa F1
doprinosi objasnjenju 41,72%, a osa F2 22,64% ukupne varijansePCA distribucija opservacija i transformisanih varijabli. Ose (F1
i F2 faktori- prva i druga glavna komponenta) odnose se na ordinacione skorove uzoraka. Osa F1 doprinosi objadnjenju 15,11%,
a osa F10,98% ukupne varijanse.
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Slika 68. Graficki prikaz distribucije opservacija— odabranih taksona u DA analizi dobijen primenom kvantitativnih varijabli
(transformisanih) i kvalitativnih varijabli (dobijenih klasifikacijom svake od primenjenih opservacija u adekvatnu taksonomsku
kategoriju tipa familije).Osa F1 doprinosi objasnjenju 65,62%, a osa F2 22,87% ukupne varijanse (faktori F1 i F2 ekstrahovani su
iz transformisanih varijabli).
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4.2.2.3. Komponente ulja klasifikovane prema pripadnosti monoterpenskom strukturnom tipu

Kada se kao transformisane varijable primene komponente ulja sumirane prema pripadnosti
monoterpenoidnim strukturnim tipovima, AHC analiza daje podelu na ¢etrnaest grupa ulja. U okviru grupa deluje da
se sinteza monoterpenoidnog strukturnog tipa nalazi pod vecim uticajem ekoloskih/geografskih faktora (a broj takvih
sluCajeva veci je ako posmatramo vrste u okviru iste familije), nego pod kontrolom enzimskog sistema koji bi bio
specifican za odredenu familiju. Tako na primer, AHC bliske grupe ulja najjaée odrazavaju uticaj geografski bliskih
celina, odnosno deluje da su usvojile sliéne mehanizme adaptacije na uslove sredine npr. nadmorska visina, uslovi
planinske ili mikroklime (naroito izraZzeno ukoliko se prate sli¢nostifrazlike u okviru iste familije; grupe C9, C10, C5,
C11, C4). | u slu€aju kada se kao kriterijum usvoji podela prema monoterpenoidnom strukturnom tipu, za familiju
Lamiaceae se moZe uoditi razlika izmedu subfamilija Nepetoideae i Lamioideae. Tako je u grupi ulia C1 medu
¢lanovima familije Lamiaceae zastupliena subfamilija Lamioideae, dok je u bliskim grupama C5, C6, C8 iskljucivo
zastupliena subfamilija Nepetoideae. Grafiki prikaz AHC analize za slu¢aj primenjenih transformisanih varijabli dat je
na Slici 69a (za vide informacija videti legendu).
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Slika 69a. Klasteri izdvojeni presecanjem dendograma (AHC analiza) koji predstavlja meru razli¢itosti hemijskog sastava 180
uzoraka etarskih ulja (opservacija). Strukturni tipovi monoterpenoida identifikovanih u uzorcima etarskih ulja koris¢eni kao
transformisane varijable (aciklicni, fenhanski, iregularni, iridoidi, izo-kamfanski, kamfanski, karanski, pinanski, triciklicni, tujanski i
mentanski), Vardov metod kao kriterijum za grupisanje i Euklidova udaljenosti kao kriterijum procene stepena razlicitosti grupa
(interval 0-245). Izdvojeno je 14 grupa ulja: €1 (75): L1, L2, L3, L4, L5, L6, L7, L8, L9, L10, L11, L12, L13, L14, L15, L16, L17, L18, L19, L20, L22,
L23, L27, L28, L29, U1, U18, U22, U23, U24, U25, U26, U28, U30, U35, U36, U44, C1, C3, A3, Ad, A7, A11, A13, A15, A21, A24, A34, L35, L 38, L42, L50, L52,
L58, L59, L60, L61, L62, L63, L64, L65, L66, L67, L70, L72, L74, L75, L76, L77, L78, L8O, L81, L83, L87, L88; C2 (8): L21, U6, U12, A12, A22, A25, A38, L43;
C3(43): L21, Us, U12, A12, A22, A25, A38, L43, U11, U16, U29, U32, U33, U37, U38, U40, U45, U46, A2, A5, A6, A8, A9, A10, A16, A17, A19, A20, A23, A30,
A31, A32, A36, L39, L40, L44, L68, L71, L73, L79, L84, L85, L89; C4 (1): L25; C5 (4): L30, U20, U4, L36; C6 (14): U2, U17, U19, U21, C2, A28, L33, L41, L45,
L46, L47, L69, L82, L86; C7 (7): U3, U8, U27, U31, U34, A29, A39; C8 (14): U4, U, U13, U14, U15, L34, L37, L48, L49, L51, L3, L54, L55, L57; €9 (2): U39,
U42; €10 (1): U43; C11 (7): A14, A33, A35, A37, Ad0, Ad1, Ad2; C12 (1): A18; C13 (2): A26, A27; C14 (1): L56.
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Slika 70. PCA distribucija opservacija (180 uzoraka etarskih ulja) i transformisanih varijabli (strukturni tipovi monoterpenoida identifikovanih u uzorcima odabranih etarskih ulja).
Ose (F1 i F2 faktori- prva i druga glavna komponenta) odnose se na ordinacione skorove uzoraka. Osa F1 doprinosi objadnjenju 17,73%, a osa F12,50% ukupne varijanse.
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PCA statistiCka analiza za slu¢aj monoterpenoidnih tipova kao varijabli prikazana je na Slici 70. PCA
faktorska ravan objasnjava 26,09% od ukupne varijabilnosti komponenata prisutnih u svim analiziranim uzorcima.
Osa F1 objadnjava 17,73%, dok osa F2 objadnjava 12,50% ukupne varijabilnosti. Transformisane varijable koje za
ovaj sluCaj najvide doprinose objadnjenju faktora F1 su izo-kamfanski, pinanski i tricikliéni strukturni tip (sa
vrednostima za cos? 0,702, 0,432 i 0,400, respektivno), a varijable koje doprinose objasnjenju faktora F2 su
kamfanski i fenhanski tip (0,539 i 0,526, respektivno). U korelacionoj matrici Pearson-ovog tipa nema znacajnih
koeficijenta korelacije izmedu strukturnih tipova koridéenih pri klasifikaciji (transformisane varijable), Sto iskljucuje
meduzavisnost relativnih koli¢ina odredenih monoterpenoidnih tipova i sugeride da su verovatno razlidite ciklaze
odgovorne za biosintezu razli¢itih strukturnih tipova (a kako se iz priloZzene AHC analize moze primetiti i nepostojanje
genetske uslovljenosti za slu€aj poredenja na nivou posmatranih familija), mada se moguéim ¢ini i da na nivou
razli¢itih familija deluju razli€ite ciklaze, tj. pojedine ciklaze mogu biti specijalizovane za biosintezu jednog skeletnog
tipa, dok u drugoj familiji mogu biti npr. multifunkcionalne- odgovorne za biosintezu dva ili viSe tipa skeleta (buduéi da
istovremeno poredimo viSe familija to onemoguéuje pravi uvid u potencijalne veze).

Diskriminaciona analiza (DA) primenjena na kvantitativne (transformisane) i kvalitativne (pripadnost
odabranim familjama) varijable nije pokazala vezu izmedu isparljivih metabolita tipa monoterpenoida svedenih na
strukturne tipove sa postojeom taksonomskom klasifikacijom ranga iznad familije. Slika 71 daje prikaz zavisnosti
opservacija od faktora F1 i F2 (faktori na osama F1 i F2 ekstrahovani su iz transformisanih varijabli). Uspe$nost
predikcije postavlienog modela bila je 25,56%, tj. klasifikacija u okviru zadatih kvalitativnih varijabli odgovara
taksonomskoj jedino za sluaj familije Apiaceae (46 od 180 opservacija), odnosno da primenjene inicijaine
informacije (transformisane varijable u postavliemom modelu) ne prate taksonomsku klasifikaciju definisanu pomoc¢u
poznatih kvalitativnih (opisnih) varijabli.

Observations (axes F1 and F2: 98.85 %)
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Slika 71. Graficki prikaz distribucije opservacija— 180 odabranih taksona u DA analizi dobijen primenom kvantitativnih varijabli
(transformisanih) i kvalitativnih varijabli (dobijenih klasifikacijom svake od primenjenih opservacija u adekvatnu taksonomsku
kategoriju tipa familije). Osa F1 doprinosi objaSnjenju 60,66%, a osa F2 38,20% ukupne varijanse (faktori F1 i F2 ekstrahovani
su iz transformisanih varijabli).
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4.2.2.4. Komponente ulja- monoterpenski derivati klasifikovani prema polozaju oksigenacije

Naredni slu¢aj za transformisane varijable koristi poloZaj oksigenacije derivata najzastupljenijeg
monoterpenskog skeleta, skeleta p-mentana (P1-P4, P7-P9, Pn). Odgovarajue komponente ulja sumirane su u
zavisnosti od polozaja kiseoni¢ne funkcije na skeletu p-mentana (numeracija vrSena u skladu sa Dictionary of natural
products, Buckingham, 1994). AHC analiza daje podelu na tri grupe ulja (Slika 72a). Razlike izmedu opservacija
(tumacimo ih na osnovu Euklidove udaljenosti) sada su znatno manje, i daju vise informacija u odnosu na prethodne
sluCajeve. Osim do sada uoCenih veza koje se mogu (do izvesnog stepena) tumaciti uslovljeno3éu naslednog faktora
kod subfamilije Nepetoideae, i hemotipifikacije u okviru roda Stachys, do diferencijacije dolazi i u sklopu roda
Achillea; na osnovu polozaja oksigenacije p-mentanskog skeletnog tipa uoCava se podela koja prati taksonomsku
klasifikaciju na nivou sekcija. Tako se u grupi ulia C2 odvaja sekcija Achillea s.l. sa opservacijama A40 i A35 (Tabela
5), Anthemoideae (DC.) Heimerl. s.I. (A39), A. ochroleuca agg. (A41), i A. millefolium agg. (A38, A33, A42, grupa ulja
C3). Za svaku navedenu sekciju tipi¢na je pripadnost istom klasteru, u okviru koga Euklidovo rastojanje ima bliske
vrednosti 0 ili je 0. Poznato je da isparljivi metaboliti mogu biti od zna&aja pri klasifikaciji na sekcije u okviru roda
Achillea (Radulovi¢ et al., 2007b), ali da se ovaj oblik transformisanih varijabli moZe koristiti u iste svrhe nije poznato.
Verovatno tumacenje ove Einjenice je da na nivou roda Achillea mogu delovati sekcijama (genetski / evolutivno /
adaptivno) svojstvene monoterpenske oksigenaze, na osnovu kojih se, osim originalnih varijabli (Radulovi¢ et al.,
2007b), moze odrediti stepen srodnost / pripadnost sekciji (poloZaj oksigenacije monoterpenskih skeleta). Osim
odnosa koji se mogu smatrati karakteristikom definisanom tipicnom genetskom odlikom (navedeni slucajevi),
konstatuju se i relacije koje su verovatno posledica ekogeografskih uticaja. Veliki je broj opservacija koje pripadaju
razliCitim sistemima klasifikacije (familijama, tribusima, rodovima u okviru iste familije) koje leze ispod istog klastera,
sa minimalnim Euklidovim rastojanjem, a koje su poreklom sa sliénog ili bliskog geografskog lokaliteta (Prilog 6, Slika
72b i Tabela 5). Klaster sa najve¢im Euklidovim rastojanjem na dendogramu za grupu ulja C1 (monotipski, S. recta
subsp. baldaccii, opservacija L88) odvaja se od ostalih ¢lanova koji pripadaju istoj taksonomskoj kategoriji (sekciji,
grupi, pa ¢ak i podvrsti), a ovaj primer mozda najbolie odrazava uticaj geoloSke podloge na produkciju narocitog tipa
isparljivin metabolita. Naime, za razliku od ostalih vrsta (ukljuCujuéi i podvrste) koje su izabrane da predstavljaju rod,
a koje uglavnom rastu na kreénjaku ili na nekoj baznoj geolo$koj podlozi, ova vrsta se o€ito razlikuje po svojstvenom
obliku adaptivn(ih)og mehaniz(a)ma koje je usvojila nastanjujuéi silikatnu podlogu. Na osnovu svega izlozenog, moze
se primetiti da uticaj genetske podloge do izvesne mere determiniSe (odnosno da su oksigenaze verovatno kategoriji
svojstvene iz razloga Sto su se npr. evolutivno brze menjale, prate¢i razvoj cvetnica) pripadnost taksonomskim
kategorijama tipa subfamilije/sekcije, ali i da je uticaj faktora sredine/stanita takode izrazen. Ne postoji jasno (jako)
izrazen uticaj genetskog faktora na biosintezu isparljivih metabolita, niti je on izdvojen od uticaja ekogeografskih ili
edafskih faktora. Najizglednije je da svi oni u kompleksnom sadejstvu (a ne nezavisno jedni od drugih) utiCu na
biosintezu isparljivih metabolita. Nemoguce je potencirati dominantan uticaj samo jednog od faktora iskljuCujuci
doprinose ostalih.

PCA analiza za posmatrani slu¢aj transformisanih varijabli prikazana je na Slici 73. PCA faktorska ravan
objadnjava 43,09% od ukupne varijabilnosti transformisanih varijabli prisutnih u svim analiziranim uzorcima. Osa F1
objadnjava 29,19 %, dok osa F2 objaSnjava 13,90% ukupne varijabilnosti. Transformisane varijable koje najvise
doprinose objasnjenju faktora F1 su P8, P4 i P1 (sa vrednostima za cos? 0,673, 0,657 i 0,655, respektivno) polozaji u
skeletu p-mentanskog tipa, dok varijabla koja doprinosi objasnjenju faktora F2 je polozaj P3 (0,467). Na 2D prikazu
(Slika 73) dat je pojedinacan i kombinovan prikaz varijabli i opservacija skoncentrisanih oko faktora F1 i F2. U
korelacionoj matrici Pearson-ovog tipa (PCA analiza) najveci koeficijent korelacije je izmedu poloZaja P1 i P4, i iznosi
0,63. Vrednost koeficijenta moZzemo smatrati srednje jakom, a moguca su dva tumacenja sa opreénim pristupom.
Srednje jak koeficijent meduzavisnosti iskljuéuje meduzavisnost relativnih koli€ina p-mentanskih oksigenovanih
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Slika 72a. Klasteri izdvojeni presecanjem dendograma (AHC analiza) koji predstavlja meru razlicitosti hemijskog sastava uzoraka etarskih ulja 180 taksona (opservacija). Za
transformisane varijable kori§¢eni relativni procenti dobijeni po sumiranju oksigenovanih komponenata p-mentanskog skeletnog tipa u zavisnosti od poloZaja oksigenacije na
skeletu. Dobijeno osam transformisanih varijabli (P1-P4, P7-P9, Pn); Vardov metod je koriS¢en kao kriterijum za grupisanje, a Euklidova udalienosti kao kriterijum procene
stepena razli¢itosti grupa (interval 0-246). Izdvojene 3 grupe ulja. €1 (142): L1, L2, L3, L5, L6, L7, L8, L10, L12, L13, L14, L15, L17, L18, L19, L20, L21, L22, L. 23, L24, L25, L26, L27, L 28, L29, L30, L32, U1,
U2, U4, U, Us, U8, U10, U11, U12, U13, U16, U17, U18, U19, U20, U21, U22, U23, U24, U25, U26, U27, U28, U29, U30, U32, U33, U35, U36, U37, U38, U39, U40, U41, U42, U43, U44, U45, U46, C1, C2, C3, A2, A3, A4,
AB, AB, A7, A10, A11, A13, A14, A15, A18, A19, A20, A21, A22, A24, A25, A26, A27, A28, A29, A30, A31, A33, A34, A36, A37, A38, A42, L33, L35, L38, L39, L40, L41, L42, L43, L44, L46, L47, L50, L52, L56, L58, L59,
L60, L61, L62, L63, L64, L65, L66, L67, L68, L69, L70, L71, L72, L74, L75, L76, L77, L78, L79, L8O, L81, L82, L83, L85, L86, L87, L88; C2 (24): L4, L9, L11, L16, L31, U3, U7, U9, U31, U34, A9, A12, A16, A17, A23, A32,
A35, A39, Ad0, A41, L36, L45, L84, L8Y; C3 (14): A1, U14, U15, A8, L34, L37, L48, L49, L51, L53, L54, L55, L57, L73.
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Slika 73. Pojedinacni prikaz PCA distribucije opservacija (180 taksona) i transformisanih varijabli (dobijenih sumiranjem oksigenovanih komponenata p-mentanskog skeletnog tipa,
identifikovanih u uzorcima 180 etarskih ulja, u zavisnosti od polozaja oksigenacije). Ose (F1 i F2 faktori- prva i druga glavna komponenta) odnose se na ordinacione skorove
uzoraka. Osa F1 doprinosi objadnjenju 29,19%, a osa F13,90% ukupne varijanse.
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derivata u poloZajima 1 i 4, tj. da je za oksigenaciju u polozaju 1 i 4 angaZovano vie oksigenaza koje deluju
simultano. | drugo, da ukoliko je angazovana ista monoterpenska oksigenaza i ukoliko do oksigenacije dolazi na
istom reaktivnom (ili alosteri€nom) enzimskom centru koji uslovljava reakciju iz (energetski) nepovoljne konformacije
cikloheksana, specifiéna reakcija oksigenacije Ce i¢i u oba (1 i 4) poloZaja. Moguce, ako ne i najverovatnije
tumacenje je da su poloZaji 1 i 4, u kojima e se vrsiti oksigenacija, pod kontrolom istog gena, prisutnog, bez razlike,
na nivou svih familija. Na Slici 73 se jasno vidi izdvojenost grupe opservacija koje karakteriSu dominantni polozaji
oksigenacije skeleta p-mentana P2 i P3, a koje pripadaju uglavnom subfamiliji Nepetoideae. Kokkini, (1991) je uocio
da je kvalitativna produkcija ulja Mentha, a verovatno i vecine predstavnika subfamilije Nepetoideae, pod kontrolom
jednostavnog genetskog sistema. Kod Mentha vrsta produkciju P2 oksigenovanih mentana reguliSe dominantnan
gen, dok je produkcija P3 oksigenovanih mentana izraZzena u recesivnom genotipu. Bilo da je pod uticajem
dominantnog, ili recesivnog gena, zajednicka odlika vecine rodova subfamilije Nepetoideae je dominanacija
oksigenovanih derivata p-mentana u poloZajima ili P2 ili P3. Za ostale opservacije se ne mogu uociti dobro definisane
izdvojene grupe (ne postoje veca odstupanja). Ove opservacije objadnjene su oksigenacijom u poloZajima P1i P4, a
geni koji reguliSu biosintezu/oksigenaciju po svemu sudeéi nisu bitni za taksonomska razmatranja, odnosno nisu
tipiCni ni za jednu familiju, tribus, sekciju ili vrstu jer su jedinjenja nastala njihovim (ne)posednim delovanjem Siroko
rasprostranjena u svim familijama, tribusima, sekcijama, vrstama. Usled male zastupljenosti u opservacijama poreklo
P9 oksigenovanih derivata verovatno nije biosintetsko, ve¢ izvedeno (artefakti).

Diskriminaciona analiza (DA) primenjena na kvantitativne (transformisane) i kvalitativne (pripadnost familiji)
varijable nije pokazala vezu izmedu poloZzaja oksigenacije kod monoterpena p-mentanskog skeletnog tipa sa
taksonomskom klasifikacijom ranga familije. Slika 74 daje prikaz opservacija i faktora F1 i F2 (faktori na osama F1 i
F2 ekstrahovani su iz transformisanih varijabli). UspeSnost predikcije postaviienog modela bila je 25,56%, f.
klasifikacija u okviru zadatih kvalitativnih varijabli odgovara taksonomskoj jedino za slu¢aj familije Apiaceae (46 od
180 opservacija), odnosno transformisane varijable koris¢ene u svrhu pokuSaja razlikovanja opservacija na osnovu
poznatih kvalitativnih (opisnih) varijabli za vrste koje pripadaju razli€itim familijama nisu od znacaja.

Observations (axes F1and F2: 97.53 %)
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Slika 74. Craficki prikaz DA distribucije opservacija dobijen primenom kvantitativnih varijabli (transformisanih) i kvalitativnih
varijabli (dobijenih klasifikacijom svake od primenjenih opservacija u adekvatnu taksonomsku kategoriju tipa familije). Osa F1
doprinosi objasnjenju 58,03%, a osa F2 39,50% ukupne varijanse (faktori F1 i F2 ekstrahovani su iz transformisanih varijabli).
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4.2.2.5. Komponente ulja klasifikovane prema pripadnosti seskviterpenskom strukturnom tipu

Kada se kao transformisane varijable primene komponente ulja sumirane prema pripadnosti
seskviterpenoidnim strukturnim tipovima (podela na 45 tipa: akoranski, bergamotanski, hamigranski, kedranski,
kuparanski, lauranski, santalanski, tujopsanski, zizanski, aristolanski, eremofilanski, iSvaranskii, aciklicni, drimanski,
humbertanski, daukanskii, kubebanskii, paCulanski, salviolanski, himahalanski, longibornanski, longipinanski,
petazitanski, trikvinanski, iregularni, bisabolanski, spirovetivanski, burbonanski, humulanski, amorfanski, gvajanski,
germakranski, kalamenenski i kolokaranski, longifolanski, muurolanski, aromadendranski, valeranski, kadinanski,
kariofilanski, eudezmanski, elemanski, kopakamfanski, kopaanski, oplopanski, sativanski), AHC analiza daje podelu
na Sest grupa ulja. Grupe odlikuje jako izrazena heterogenost u sklopu klastera, a sve prethodno uocene veze (iako
malobrojne) izostaju pri primeni ovog sistem klasifikacije varijabli. Ne deluje moguée sagledati vezu izmedu
produkcije narogitog seskviterpenskog tipa i taksonomskih kategorija bilo kog ranga, niti utvrditi postojanje zavisnosti
produkcije naroCite klase i faktora sredine. Graficki prikaz AHC analize za slu¢aj primenjenih transformisanih varijabli
dat je na Slici 75a (Prilog 6, Slika 75b).

PCA analiza za slu¢aj transformisanih varijabli prikazana je na Slici 76. PCA faktorska ravan objasnjava
14,07% od ukupne varijabilnosti transformisanih varijabli prisutnih u analiziranim uzorcima. Osa F1 objasnjava 7,70
%, dok osa F2 objasnjava 6,38% ukupne varijabilnosti. Transformisane varijable koje najvie doprinose objasnjenju
faktora F1 su seskviterpenski tipovi: kadinanski, elemanski, kopaanski, valeranski i muurolanski (sa vrednostima za
cos? 0,440, 0,320, 0,304, 0,241 i 0,240, respektivno), dok varijable koja doprinose objasnjenju faktora F2 su skeletni
tipovi spirovetivanski, oplopanski, sativanski, zizanski i hamigranski (0,392, 0,326, 0,317, 0,311, 0,288 i 0,281,
respektivno). Sve ostale varijable ne upuéuju na znacajnu varijabilnost za slu¢aj izabranih vrsta u okviru Cetiri familije,
pa se mogu smatrati uobiCajenim, tj. opstim isparljivim metabolitima. U korelacionoj matrici Pearson-ovog tipa (PCA
analiza) jak koeficijent korelacije se uoCava za iSvaranski i eremofilanski tip skeleta (0,971), dok se srednje jaki
koeficijenti beleze za amorfanski i kalamenenski/kolokarenski (0,782), kopaanski i sativanski (0,686), muurolanski i
kadinanski tip (0,621), humulanski i kariofilanski (0,542). lako se mogu okarakterisati kao korelacije srednje jacine,
one su za sada jedini pokazatelj “bliske” biosintetske veze pomenutih skeletnih tipova. Izostanak korelacija moze da
se tumaci nespecificno$¢u biosinteze seskviterpenoida, da ukazuje na postojanje univerzalnih prekursora i postojanje
vise biosintetskih puteva u kojima se univerzalni prekursori transformiu do finalnih metabolita seskviterpenskog
porekla. U ovom slu€aju nespecificnost seskviterpenske klase predstavlja meru sli¢nosti u okviru taksona (bez obzira
na pripadnost kategoriji), koja se ogleda najverovatnije u postojanju svojevrsne bioloske funkcije jedinstvene u svom
delovanju na nivou svih familija. lzdvojenost opservacija na 2D dijagramu moze se pripisati postojanju strukturnih
tipova se relativno ograni¢enom ucestalo$¢u javljanja (A2 (hamigranski i zizanski), A34 (oplopanski), L1,L.2 i L3
(oplopanski i spirovetivanski).

Diskriminaciona analiza (DA) primenjena na kvantitativne (transformisane) i kvalitativne (pripadnost familiji)
varijable nije pokazala vezu izmedu isparljivih metabolita tipa seskviterpenoida svedenih na klase strukturnih tipova
sa taksonomskom na nivou poredenja u okviru familija. Slika daje prikaz zavisnosti opservacija od faktora F1 i F2
(faktori na osama F1 i F2 ekstrahovani su iz originalnih varijabli). UspeSnost predikcije postavijenog modela bila je
25,56%, 1. klasifikacija u okviru zadatih kvalitativnih varijabli odgovara taksonomskoj jedino za slucaj familije
Apiaceae (46 od 180 opservacija), odnosno da informacije (inicijalne- transformisane varijable) koriS¢ene u svrhu
pravljenja razlike izmedu opservacija na osnovu poznatih kvalitativnih (opisnih) varijabli nisu od zna&aja.
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Slika 75a. Klasteri izdvojeni presecanjem dendograma (AHC analiza) koji predstavlja meru razliéitosti hemijskog sastava uzoraka etarskih ulja 180 taksona (opservacija). Relativni
procenti seskviterpenskih strukturnih tipova (akoranski, bergamotanski, hamigranski, kedranski, kuparanski, lauranski, santalanski, tujopsanski, zizanski, aristolanski,
eremofilanski, iSvaranskii, aciklicni, drimanski, humbertanski, daukanskii, kubebanskii, paculanski, salviolanski, himahalanski, longibornanski, longipinanski, petazitanski,
trikvinanski, iregulami, bisabolanski, spirovetivanski, burbonanski, humulanski, amorfanski, gvajanski, germakranski, kalamenenski i kolokaranski, longifolanski, muurolanski,
aromadendranski, valeranski, kadinanski, kariofilanski, eudezmanski, elemanski, kopakamfanski, kopaanski, oplopanski, sativanski) identifikovanih u uzorcima etarskih ulja
kori¢eni su za transformisane varijable, Vardov metod kao kriterijum za grupisanje i Euklidova udaljenosti kao kriterijum procene stepena razlicitosti grupa (interval 0-428).

Izdvojeno je 6 grupa ulja: ¢1 (3): L1, L2, L3; €2 (50): L4, L5, L6, L7, L8, L9, L10, L11, L12, L13, L14, L15, L16, L17, L18, L20, L25, L26, L28, L 29, A1, L32, U1, U18, U22, U23, U24, U26, U27, U30, U46, C1, A6, A7,
A13, A14, A17, A21, A30, A31, L50, L67, L74, L75, L76, L77, L78, L8O, L81, L83; C3 (121): L19, L21, L22, L23, L24, L27, L30, L31, U2, U3, U4, U5, U6, U7, U8, U9, U10, U11, U12, U13, U14, U15, U16, U17, U19, U20,
U21, U25, U28, U29, U31, U32, U33, U34, U35, U36, U37, U38, U39, U40, U41, U42, U43, U44, U45, C2, A3, A4, A5, A8, A9, A10, A12, A15, A16, A18, A19, A20, A22, A23, A24, A25, A26, A27, A28, A29, A32, A33, A3,
A37, A38, A39, A40, Ad41, Ad2, L33, L34, L35, L36, L37, L38, L39, L40, L41, L42, L43, L44, L45, L46, L47, L48, L49, L51, L62, L53, L54, L55, L56, L57, L58, L59, L60, L61, L62, L63, L64, L65, L66, L68, L69, L70, L71, L72,
L73, L79, L82, L84, L85, L86, L87, L8Y; C4 (1): C3; C5 (1): A2; C6 (4): A11, A34, A35, L88.
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Slika 76. Pojedinacni prikaz PCA distribucije opservacija (180 taksona) i transformisanih varijabli (relativnih procenata seskviterpenskih strukturnih tipova identifikovanih u
uzorcima etarskih ulja 180 taksona. Ose (F1 i F2 faktori- prva i druga glavna komponenta) odnose se na ordinacione skorove uzoraka. Osa F1 doprinosi objasnjenju 7,70%, a osa
F2 6,38% ukupne varijanse.
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Ohservations (axes F1and F2: 91.58 %)
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Slika 77. Graficki prikaz DA distribucije opservacija (180 taksona) dobijen primenom kvantitativnih varijabli (transformisanih) i
kvalitativnih varijabli (dobijenih klasifikacijom svake od primenjenih opservacija u adekvatnu taksonomsku kategoriju tipa
familije). Osa F1 doprinosi objaSnjenju 78,38%, a osa F2 13,20% ukupne varijanse (faktori F1 i F2 ekstrahovani su iz
transformisanih varijabli).

4.2.2.6. Komponente ulja klasifikovane prema pripadnosti biogenetski srodnim seskviterpenskim tipovima

Ukoliko bi dodatnoj redukciji prethodno kori§éenih transformisanih varijabli- skeletni tipovi seskviterpenoida,
i sveli ih samo na one koji su biosintetski srodni (Sema 11, 9 redukovanih transformisanih varijabli: bisabolanski,
eudezmanski, farnezanski, germakranski, gvajanski, humulanski (sa kariofilanskim), iregularni, trikvinanski i
kadinanski struktumni tip), dobili bi upro$éeniji prikaz AHC analize (dendogram) koji daje podelu na tri grupe ulja.
Poredeci istu vrstu analize sa drugacije koncipiranim varijablama (ovaj i prethodni slu¢aj) doSlo je do sazimanja
grupa i do smanjivanja stepena razli¢itost izmedu opservacija koje se porede, ali bez bitne izmene odnosa. Grupe
odlikuje jako izrazena heterogenost u sklopu klastera, a sve do sada uoCene veze (iako malobrojne) izostaju pri
primeni ovog/oba sistema klasifikacije varijabli. Ne deluje moguée sagledati vezu izmedu produkcije naroditog
seskviterpenskog tipa i taksonomskih kategorija bilo kog ranga, niti utvrditi postojanje zavisnosti produkcije narocite
klase i faktora sredine. Graficki prikaz AHC analize dat je na Slici 78a (Prilog 6, Slika 78b).

PCA analiza za sluéaj posmatranih transformisanih varijabli (seskviterpenoida svrstanih prema
biogenetskom poreklu u klase strukturnih tipova) prikazana je na Slici 79. PCA faktorska ravan objasnjava 31,77% od
ukupne varijabilnosti transformisanih varijabli prisutnih u analiziranim uzorcima. Osa F1 objadnjava 18,83 %, dok osa
F2 objasnjava 12,94% ukupne varijabilnosti. Transformisane varijable koje najvise doprinose objasnjenju faktora F1
su kadinanski, gvajanski, bisabolanski i humulanski tipovi (sa vrednostima za cos? 0,454, 0,363, 0,309 i 0,276,
respektivno), dok varijable koja doprinose objasnjenju faktora F2 su germakranski i farnezanski skeletni tipovi (0,369
i 0,286). Na 2D prikazu (Slika 79) dat je pojedinacan prikaz i varijabli i opservacija skoncentrisanih oko faktora F1 i
F2.

Diskriminaciona analiza ni za ovaj sluCaj primenjenih kvantitativnih (transformisanih) i kvalitativnih
(pripadnost jednoj od Cetiri familije) varijabli nije pokazala vezu izmedu isparljivih metabolita tipa seskviterpenoida
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Slika 78a. Klasteri izdvojeni presecanjem dendograma (AHC analiza) koji predstavlja meru razliCitosti hemijskog sastava uzoraka etarskih ulja 180 taksona (opservacija). Relativni
procenti biogenetski srodnih seskviterpenskih strukturnih tipova (bisabolanski, eudezmanski, farnezanski, germakranski, gvajanski, humulanski (sa kariofilanskim), iregularni,
trikvinanski i kadinanski) koriséene su za transformisane varijable, Vardov metod kao kriterijum za grupisanje i Euklidova udaljenosti kao kriterijum procene stepena razli¢itosti

grupa (interval 0-217). Izdvojene su 3 grupe ulja: €1 (77): L1, L2, L3, L4, L5, L6, L7, L8, L9, L10, L11, L12, L13, L14, L15, L16, L17, L18, L19, L20, L22, L23, L24, L25, L26, 128, L29, A1, L32, U1, U18, U21,
U22, U23, U24, U25, U26, U28, U30, U46, C1, C3, A2, Ad, A6, A7, A14, A17, A20, A21, A24, A30, A31, A35, A36, A38, L35, L39, L40, L42, L44, L50, L52, L58, L59, L64, L65, L67, L8, L74, L76, L77, L78, L80, L81, L82,
L89; €2 (100): L21, L27, L30, L31, U2, U3, U4, U5, Us, U7, U8, U9, U10, U11, U12, U13, U14, U15, U16, U17, U19, U20, U27, U29, U31, U32, U33, U34, U35, U36, U37, U38, U39, U40, U4, U42, U43, U44, U45, C2, A3,
A, A8, A9, A10, A12, A13, A15, A16, A18, A19, A22, A23, A25, A26, A28, A29, A32, A33, A37, A39, A40, Ad1, A4, L33, L34, L36, L37, L38, L41, L43, L45, L46, L47, 148, L49, L51, L53, L54, L55, L56, L57, L60, L61, L62,
L63, L66, L69, L70, L71, L72, L73, L75, L79, L83, L84, L85, L86, L87, L8s; C3 (3): A11, A27, A4,
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Slika 79. Pojedinacni prikaz PCA distribucije opservacija (180 taksona) i transformisanih varijabli (relativnih procenata biosintetski srodnih seskviterpenskih strukturnih tipova
identifikovanih u uzorcima etarskih ulja 180 taksona. Ose (F1 i F2 faktori- prva i druga glavna komponenta) odnose se na ordinacione skorove uzoraka. Osa F1 doprinosi
objasnjenju 18,83%, a osa F2 12,94% ukupne varijanse.
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svedenih na klase biosintetski srodnih strukturnih tipova sa postoje¢om taksonomskom klasifikacijom na familije.
Slika 80 daje prikaz zavisnosti opservacija od faktora F1 i F2 (faktori na osama F1 i F2 ekstrahovani su iz originalnih
varijabli). UspeSnost predikcije postavljenog modela bila je 25,56%, {j. klasifikacija kada se koriste transformisane
varijable (seskviterpenoidni biogenetski tipovi skeleta) odgovara taksonomskoj jedino za slu¢aj familije Apiaceae (46
od 180 opservacija).

Observations (axes F1 and F2: 85.61 %)
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Slika 80. Graficki prikaz DA distribucije opservacija (180 taksona) dobijen primenom kvantitativnih varijabli (transformisanih) i
kvalitativnih varijabli (dobijenih klasifikacijom svake od primenjenih opservacija u adekvatnu taksonomsku kategoriju tipa
familije). Osa F1 doprinosi objaSnjenju 58,25%, a osa F2 27,36% ukupne varijanse (faktori F1 i F2 ekstrahovani su iz
transformisanih varijabli).

4.1.2.7. Fluks (pod)klasa terpenoidnog metabolizma - transformisane varijable

U do sada razmatranim sluCajevima za varijable su koris¢ene relativne zastupljenosti individualnih
komponenata identifikovanih u opservacijama, ali i jedinjenja svedena na klase metaboli¢kih, odnosno metaboli¢ki
bliskih (terpenoidnih) strukturnih tipova. Obrada “sirovih podataka” direktno preuzimanih iz primarne literature, i pored
nastojanja da se eliminiSu sumnijivi podaci nosi izvestan stepen greske?, §to opredeljuje za uvodenije transformisanih
varijabli. Transformisane varijable su kreirane udruzivanjem (sumiranjem) originalnih, prema unapred definisanom
sistemu klasifikacije. Kako ni ovakav pristup nije dao rezultata (smatra se da je uticaj faktora sredine/biokomunikacija
od velikog, ako ne i od “presudnog” uticaja na produkciju naro€itog tipa/klase isparljiv(ih)og metabolita) krenulo se od
pretpostavke da je mozda metabolicki fluks terpenoida genetski uslovljen, tj. da postoji veza (odnos koji se mozda
podudara sa taksonomskom klasifikacijom na familije, ili kategorije nize od ranga familije) izmedu produkcije narocite
klase terpenoida i ukupne koli¢ine identifikovanih terpenoidnih metabolita. Da bi se odredila povezanost fluksa
terpenoidnog metabolizma preradunate su i primenjene transformisane varijable tipa: HT: — odnos relativne

32y publikovanim radovima mogu se naci identifikovani sintetickih proizvodi, stabilizatori ili kontaminanti kao komponente ulja; greSka moze lako
nastati pri identifikaciji, naroCito ukoliko se ne vr3i koinjekcija da bi se identifikacija potvrdila, ne primenjuje specijalizovana baza podataka, ne
vrsi provera retencionih indeksa, ne koristi opcija dekonvolucije GC-MS podataka; sama metoda izolovanja ulja hidrodestilacijom vodi termalno
indukovanim sekundarnim transformacijama, kao i primenjivana standardna GC-MS analiticka procedura (doduse, u manjoj meri).
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procentualne zastuplienosti jedinjenja klase hemiterpencida i relativne procentualne zastuplienosti svih
identifikovanih jedinjenja terpenoidnog metabolizma, MH; — odnos relativne procentualne zastupljenosti jedinjenja
klase monoterpenskih ugljovodonika i relativne procentualne zastuplienosti svih identifikovanih jedinjenja
terpenoidnog metabolizma, MO — odnos relativne procentualne zastuplienosti jedinjenja klase oksigenovanih
monoterpena i relativne procentualne zastuplienosti svih identifikovanih jedinjenja terpenoidnog metabolizma, SH: -
odnos relativne procentualne zastuplienosti jedinjenja klase seskviterpenskih ugljovodonika i relativne procentualne
zastuplienosti svih identifikovanih jedinjenja terpenoidnog metabolizma, SO; — odnos relativne procentualne
zastuplienosti jedinjenja klase oksigenovanih seskviterpena i relativne procentualne zastuplienosti svih
identifikovanih jedinjenja terpenoidnog metabolizma, DH: — odnos relativne procentualne zastuplienosti jedinjenja
klase diterpenskih ugljovodonika i relativne procentualne zastupljenosti svih identifikovanih jedinjenja terpenoidnog
metabolizma, DO - odnos relativne procentualne zastupljenosti jedinjenja klase oksigenovanih diterpena i relativne
procentualne zastupljenosti svih identifikovanih jedinjenja terpenoidnog metabolizma, TT: — odnos relativne
procentualne zastupljenosti jedinjenja klase triterpenoida i relativne procentualne zastupljenosti svih identifikovanih
jedinjenja terpenoidnog metabolizma. Nad tako transformisanim varijablama vréena je statistiCka analiza.

AHC analiza daje podelu na tri grupe ulja. Grupe C1i C3 su medusobno srodnije (Slika 81a). Grupu ulja C2
odlikuje heterogenost varijabli, ali su za razliku od prethodnih slu¢ajeva, izmedu opservacija koje pripadaju istim
taksonomskim kategorijama (niZzim od roda) moze da se uoCi manja razlika i blize su grupisane- izdvojene u bliske ili
se nalaze pod istim klasterom. Osim vrste roda Acinos u grupi C2 su skoncentrisane opservacije koje pripadaju
subfamiliji Nepetoideae, familije Lamiaceae. Ove opservacije donekle® prate i podelu na tribuse u okviru subfamilije
Nepetoideae. Kod familije Asteraceae, subfamilija ASTEROIDEAE, uglavnom su vrste tribusa ANTHEMIDEAE (9 od
12), skoncentrisane u okviru ove grupe, medutim hemizam ne prati klasifikaciju na nize taksonomske kategorije
(sekcije u okviru roda Achillea). Izgleda da je uticaj geografskih faktora bitan kada se posmatra metabolicki fluks
terpenoida za rod Achillea, jer su uglavnom u okviru ove grupe izdvojene vrste koje rastu u planinskoj regiji (A35,
A41, A33, A40, A42, A37, A39, Tabela 5, Prilog 6, Slika 81b). Vrsta Otfanthus maritimus®* (A27), bliska je sa A.
grandifolia (A35), a njena pripadnost/srodnost tribusu ANTHEMIDEAE nedvosmislena je i sa stanovista taksonomije i
sa stanovista molekularne analize (taksonomski- postojanje roda Ofanthus u okviru tribusa ANTHEMIDEAE, ili
molekularni- postojanje sekcije Otanthus u okviru roda Achillea). Blizak klaster u okviru C2 izdvojene grupe za
opservacije ima vrste koje pripadaju tribusima INULEAE (A12), HELIANTHEAE (A18), SENECIONEAE (A16, A23).
Takode, u vidu klastera sa veoma malim vrednostima Euklidovog rastojanja (bliski 0), odvajaju se uglavnom vrste
familije Apiaceae, a ono $to karakteriSe ovaj klaster je izrazena heterogenost tribusa u okviru subfamilije APIOIDEAE
(izuzev za tribus LASERPITIEAE koji je izdvojen u poseban klaster, blizi Asteraceae/Lamiaceae U32, U33). U okviru
familije Apiaceae uoCava se razlika u metaboliCkom fluksu (zasebni klasteri) kada se porede vegetativni delovi
biljaka: seme (U13, U14, U15) i nadzemni delovi. Izgleda da dolazi do izvesne favorizacije terpenoidnog fluksa u
zavisnosti od dela bilke koji se ispituje. Biosintetski je mogute da se metabolizam (produkcija i akumulacija)
terpenoida odvija na nivou drugadijih puteva u razliéitim organima jedne iste biljke (delovanjem razli¢itih terpenskih
sintaza), medutim deluje logi¢nije da je pre akumulacija metabolita ograniena. Takva pojava se do sada (aktuelna i
u ovom sluéaju) mogla jasno uociti jedino u sluéaju familije Asteraceae (izdvojenost korena i nadzemnog dela biljke
po kriterijumu viSe razli¢itih varijabli za opservacije A33, A34). Klase C1 i C3 odlikuju se heterogeno$¢u sastava (ne
moze se sagledati jasna relacija, niti dominantan faktor), a kada poredimo odnose izmedu samih grupa uo¢avamo

33 Konstatacija koju treba proveriti, tribusi LAVANDULEAE, ROSMARINEAE, OCIMEAE i MERIANDREAE zastupljeni su sa po jednom vrstom-
opservacijom (L45, L30, L47 i L36, respektivno).

3 Molekularni sistematicari uvode podelu roda Achillea na osnovu sekvence nriTS i plastidnog tmL-F DNA na pet sekcija: Achillea,
Anthemoideae, Otanthus, Ptarmica i Babounya (Ehrendorfer i Guo, 2005).
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Slika 81a. Klasteri izdvojeni presecanjem dendograma (AHC analiza) koji predstavlja meru razliCitosti hemijskog sastava uzoraka etarskih ulja 180 taksona
(opservacija). Za transformisane varijable koriS¢ena relativna zastupljenost odabranih terpenoidnih klasa naspram ukupne relativne zastupljenosti svih jedinjenja terpenoidnog
metabolizma u svakoj od analiziranih opservacija: HT, MHt, MOy, SHt, SO, DH, DOy, TT). Klasteri dobijeni primenom Vardovog metoda kao kriterijuma za grupisanje i Euklidove

udaljenosti kao kriterijuma procene stepena razlicitosti grupa (interval 0-272). |zdvojene su 3 grupe ulja: €1 (95): L1, L2, L3, L4, L5, L6, L7, L8, L9, L10, L11, L12, L13, L14, L15, L16, L17, L18, L19,
L20, L22, 123, L24, L25, 26, L27, L28, L29, A1, L32, U1, U18, U21, U22, U23, U24, U25, U26, U28, U30, U36, U37, U46, C1, C3, A2, A6, AT, A8, A10, A11, A13, A14, A15, A17, A19, A20, A21, A24, A30, A31, A34, A36,
A38, L35, L38, L39, L40, L42, L44, L50, L52, L58, L59, L61, L63, L64, L66, L67, L68, L70, L72, L74, L5, L76, L77, L78, L79, L8O, L81, L82, L83, L85, L88, L89; C2 (80): L21, L30, L31, U2, U3, U4, U5, U, U7, U8, U9, U10,
U11, U12, U13, U14, U15, U16, U17, U19, U20, U27, U29, U31, U32, U33, U34, U35, U38, U39, U40, U41, U42, U43, U44, U45, C2, A3, A5, A9, A12, A16, A18, A22, A23, A25, A26, A27, A28, A29, A32, A33, A35, A37,
A39, A0, Ad1, A42, L33, L34, L36, L37, L41, L43, L45, L46, L47, L48, L49, L51, L53, L54, L55, L56, L57, L69, L1, L73, L84, L86; C3 (5): Ad, L60, L62, L65, L8T.
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Slika 82. Pojedinacni prikaz PCA distribucije opservacija (180 taksona) i transformisanih varijabli (relativna zastupljenost odabranih terpenoidnih klasa naspram ukupne relativne
zastupljenosti svih jedinjenja terpenoidnog metabolizma u svakoj od analiziranih opservacija). Ose (F1 i F2 faktori- prva i druga glavna komponenta) odnose se na ordinacione
skorove uzoraka. Osa F1 doprinosi objasnjenju 23,96%, a osa F2 16,55% ukupne varijanse.
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veliki stepen srodnosti (Euklidova udaljenost 191, a izmedu grupa C2 i C1-C3 272). Klasa C3 je $to se predstavnika
familije Lamiaceae ti¢e, uglavnom sastavljena iz subfamilije LAMIOIDEAE.

PCA analiza za slucaj transformisanih varijabli (predstavljaju metabolicki fluks klasa terpenoida) prikazana
je na Slici 82. PCA faktorska ravan objasnjava 40,51% od ukupne varijabilnosti. Osa F1 objadnjava 23,96 %, dok osa
F2 objaSnjava 16,55% ukupne varijabilnosti. Transformisane varijable koje najvise doprinose objasnjenju faktora F1
su SH: i SOx (cos? 0,471 i 0,314), dok transformisane varijable koja doprinose objasnjenju faktora F2 su MOy i MH;
(0,541 0,405). Na 2D prikazu (Slika 82) dat je prikaz varijabli i varijabli i opservacija skoncentrisanih oko faktora F1 i
F2. Rezultati PCA prate rezultate AHC analize. UoCava se podela na tri grupe ulja. C2 grupa ulja u AHC analizi
objadnjena je faktorom F2, izrazen MH; i/ili MO fluks terpenoidnog metabolizma. Na 2D dijagramu je moguce
razlikovati C2 opservacije koje su se podelile u dva dominantna klastera: A35-L47(dominacija MOy) i U7-U40
(dominacija MHy). Grupa C1 u AHC analizi objaSnjena je faktorom F1, izraZzen SH; i/ili SO; fluks terpenoidnog
metabolizma.

Slika 83 daje prikaz zavisnosti opservacija od faktora F1 i F2 (faktori na osama F1 i F2 ekstrahovani su iz
transformisanih varijabli). UspeSnost predikcije postavlienog modela u diskriminantnoj analizi bila je 66,67%, (120 od
180 opservacija ispravno dodelieno u pretpostavljenom modelu) tj. klasifikacija u okviru zadatih kvalitativnih varijabli
u do sada postavljanim modelima najviSe odgovara taksonomskoj. Ipak, iako dobijeni procenat predikcije modela nije
u velikoj meri zadovoljavajuci, pokazao se kao najbolji kada treba vrsiti poredenje u izmedu odabranih familija.
Predvidanja modela i reklasifikacija priloZzeni su u Tabeli 7.

Observations (axes Fland F2: 97.73 %)

® Apiaceae

® Asteraceae

® Cyperaceae

F2(17.45 %)

#® Lamiaceae

O Centroids

F1(80.28 %)

Slika 83. Craficki prikaz DA distribucije opservacija dobijen primenom kvantitativnih varijabli (transformisanih: relativna
zastupljenost odabranih terpenoidnih klasa naspram ukupne relativne zastupljenosti svih jedinjenja terpenoidnog metabolizma u
svakoj od analiziranih opservacija) i kvalitativnih varijabli (dobijenih klasifikacijom svake od primenjenih opservacija u adekvatnu
taksonomsku kategoriju tipa familije). Osa F1 doprinosi objasnjenju 80,28%, a osa F2 17,45% ukupne varijanse (faktori F1 i F2
ekstrahovani su iz transformisanih varijabli).
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Tabela 7. Klasifikacija opservacija (180 nasumi¢no odabranih taksona predstavnika cetiri familije klase Magnoliopsida) prema
modelu koji predvida disktiminantna analiza. Pogresno reklasifikovane opservacije (izvrene od strane programa) naglaene su

boldiranim oznakama.

Obs Prior Posterior Pr(APl) Pr(AST) Pr(CYP) Pr(LAM)  F1 F2 F3  DXAPl) D3AST) DCYP) DXLAM)
L1 LAM  CYP 0019 0268 0540 0173 -0443 2112 2535 19656  14.396 12993  15.269
L2 LAM  LAM 0034 0227 0077 0662 -0.795 0580 -1.756 16.269  12.478 14639  10.339
L3 LAM LAM 0013 0107 0023 085 -1.360 -0.099 -1.461 25153 20972  24.007  16.810
L4 LAM  LAM 0024 009 0003 0883 -1.070 -0780 -0.375 10174  7.537 14489  2.978
L5 LAM  LAM 0059 0117 0003 0821 -0613 -0813 -0469 753 6173 13621  2.283
L6 LAM  LAM 0016 0049 0001 0934 -1.290 -1345 -0.347 11.914 9676 17219  3.785
L7 LAM  LAM 0080 0115 0001 0804 -0456 -1.015 -0.141 8069  7.345 16071  3.456
L8 LAM  LAM 0019 0072 0002 0907 -1.209 -0945 -0.371 12451 9740 16748  4.668
L9 LAM LAM 0057 0133 0003 0808 -0621 -0677 -0.283 7.843 6157 13815  2.543
L10 LAM  LAM 0020 0081 0002 0897 -1170 -0.844 -0328 10415  7.315 14327  2.494
L11 LAM  LAM 0021 0137 0003 0839 -1.109 -0296 0471 9563 5791 13203  2.159
L12 LAM  LAM 0104 0160 0002 0734 0286 -0.702 -0.081 5944 5006 13734  2.045
L13 LAM  LAM 0031 0172 0025 0773 0912 0107 -1243 9826 6368 10240  3.361
L14 LAM  LAM 0028 0147 0017 0809 0971 -0091 -1.133 10009 6703  11.036  3.286
L15 LAM  LAM 0085 0252 0026 0657 -0476 0297 -1.107 8129 5422 9949  3.501
L16 LAM  LAM 0023 0080 0002 0895 -1.089 -0.934 -0274 9990  7.534 14919 2707
L17 LAM  LAM 0039 0313 0180 0469 0573 1172 -1970 13487 9019 10127 8210
18 LAM  LAM 0035 0287 0146 0531 0679 1017 -1.899 13033 8833 10181  7.602
19 LAM  LAM 002 015 0013 0802 0999 -0021 -0761 10158 6526  11.561  3.289
20 LAM  LAM 0032 0190 0028 0750 -0.880 0219 -1216 10509 6930  10.740  4.179
21 LAM APl 0909 0058 0000 0032 2210 -0.636 -0081 4519 10021 22174 11195
L2 LAM LAM 0018 0055 0001 0926 -1.238 -1.284 -0.188 13533 11267 19157 5612
123 LAM  LAM 0038 0118 0005 0839 -0.834 -0599 -0637 9470  7.224 13649 3294
24 LAM LAM 0088 0428 0023 0461 -0.153 0888 -0.330 6622 3449 9330  3.301
125 LAM LAM 0075 0142 0003 0780 -0477 -0676 -0412 8036 6768 14337  3.354
126 LAM APl 0451 0455 0001 0393 0699 -0.961 -0030 4469 6604 17175 4741
127 LAM  LAM 0001 0002 0000 0997 -2850 -3794 0615 114312 111.942 123095 99512
128 LAM  LAM 0042 0135 0005 0817 0772 -0475 -0587 9499  7.482 13625 3582
129 LAM  LAM 0030 0109 0004 0858 -0.963 -0.616 -0491 10577  7.976 14573  3.844
L30 LAM APl 0405 0351 0002 0242 0892 0236 0745 4383 4665 15486 5410
Al AST  AST 0020 0480 0078 0422 -0803 1742 -0.342 11838 5505 9136 5760
131 LAM  LAM 0018 0444 0028 0510 0941 1451 0372 11827 5385 10881  5.110
132 LAM  LAM 0032 0191 0008 0769 -0.865 0024 -0200 8539 4976 11417  2.196
Ul APl AST 0070 0403 0370 0457 0214 2034 -2314 14997 11494 11663 13376
U2 APl API 0816 0126 0000 0058  1.889 -0.145 0156 3412  7.147 18639  8.708
U3 APl API 0932 0051 0000 0017 2540 -0.368 0126 4725 10542 23241  12.782
U4 APl API 0942 0040 0000 0018 2511 -0.663 -0007 4482 10781 23578  12.425
Us APl API 0904 0058 0000 0038 2128 -0.801 0100 3953 9462 22156  10.268
Us APl API 0939 0047 0000 0014 2614 -0.384 0212 5015  11.018 24043  13.376
U7 APl API 043 0291 0003 0276 0842 0054 -0.133 3161 3942 12960  4.044
Us APl API 0972 0022 0000 0006 3073 0572 0069 6554 14124  27.770  16.872
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U9 API API 0.969 0.024 0.000 0.006 3.015 -0.540 0.092 6.328 13.684  27.250 16.398
Uu10  API API 0.891 0.072 0.000 0.036 2149 -0470 0.012 3.728 8.748 20.775 10.136
ut1t  API API 0.810 0.133 0.001 0.055 1.900 0.009 -0.164  3.458 7.066 17.614 8.824
U12 APl API 0.975 0.020 0.000 0.005 3.154 0562 0.083 6.849 14.608 28.388 17.511
U13  API AST 0.285 0.406 0.002 0.307 0618 0.375 0.844 5174 4.469 14.911 5.031
Ut4  API LAM 0.065 0.266 0.002 0.667  -0.452 0.008 0.833 7.571 4.736 14.156 2.900
Uts  API AST 0.329 0.399 0.002 0.270 0.745 0381 0.844 4.952 4.566 15.183 5.347
U16  API API 0.934 0.050 0.000 0.016 2567 -0.361  0.236 4.893 10.727 23.707 13.054
U17  API LAM 0.019 0.403 0.006 0572 -0.951 1.054 1.363  13.483 7.351 15.688 6.651
u18 APl LAM 0.038 0.176 0.007 0779  -0.794 -0.131 -0.354  10.889 7.833 14.259 4.859
u19 APl API 0.961 0.031 0.000 0.008 2911 -0.370 -0.145  5.920 12.797 25.418 15.567
U20 APl API 0.918 0.054 0.000 0.028 2279 -0.658  0.056 4.092 9.760 22.359 11.048
u21 APl LAM 0.301 0.152 0.001 0.546 0353 -1.024 -0.083 5195 6.561 16.603 4.004
u22  API LAM 0.018 0.064 0.002 0917 1239 -1.077 -0.268  13.660 11.063 18.458 5.742
u23 APl LAM 0.069 0.222 0.017 0692  -0469 0.068 -0.978  7.807 5.470 10.645 3.200
u24 APl LAM 0.029 0.127 0.008 0836  -0957 -0.365 -0.750  10.470 7.539 13177 3.778
U25 APl LAM 0.028 0.086 0.001 088  -0978 -1.103 0728  17.128 14.896 24.978 10.240
U26  API LAM 0.112 0.374 0.026 0488  -0.072 0663 -0.784  6.241 3.831 9.130 3.298
u2r APl API 0.820 0.111 0.000 0.069 1.807 -0.398  0.053 3.201 7.197 18.714 8.157
u28 APl AST 0.377 0.577 0.006 0.040 1709 2113 0709  52.958  52.110 61.216 57.441
u29  API API 0.742 0.149 0.001 0.108 1542 -0298 -0.152  2.970 6.180 16.697 6.819
u3d  API LAM 0.120 0.278 0.049 0553 0117 0375 -1.744 9479 7.795 11.274 6.421
U3t API API 0.754 0.156 0.001 0.089 1646 -0.154  0.079 3.061 6.209 17.187 7.334
us2 APl AST 0.312 0.381 0.002 0.305 0.661 0.282 0.753 4.712 4.312 14.748 4.759
U33  API API 0.447 0.337 0.001 0.214 0996 0233 0.706 4.087 4.656 15.544 5.557
Us4  API API 0.878 0.086 0.000 0.036 2148 -0.306  0.271 3.883 8.525 20.896 10.266
U35  API API 0.945 0.040 0.000 0.015 2604 -0.541 -0.004  4.861 11.192 23.947 13.201
U3  API API 0.996 0.002 0.000 0.002 3575 2177 2312 170317 182.821 194171 182.949
us7r  API LAM 0.187 0.267 0.006 0.540 0128 -0.102 -0.363  4.741 4.026 1.723 2.616
u3g  API API 0.811 0.110 0.000 0.079 1737 -0484 -0.037  3.155 7151 18.492 7.823
U39  API API 0.814 0.127 0.001 0.058 1872 -0.032 -0486  3.565 7.287 17.122 8.836
U40  API API 0.938 0.047 0.000 0.015 2577 -0.402  0.050 4.791 10.790 23.421 13.010
U4t API API 0.826 0.117 0.001 0.056 1901 -0166 -0.149  3.350 7.258 18.104 8.717
u42 AP API 0.942 0.042 0.000 0.016 2566 -0.550  0.130 4.845 11.043 24.062 13.012
U43  API API 0.905 0.065 0.000 0.029 2256 -0478  0.151 3.999 9.261 21.772 10.850
U4 API API 0.921 0.054 0.000 0.026 2334 -0.633 0271 4.381 10.071 23.200 11.552
U45  API API 0.906 0.064 0.000 0.029 2260 -0.499  0.202 3.991 9.281 21.945 10.854
U46  API LAM 0.136 0.098 0.001 0.765  -0179 -1.435 0.054 7.017 7.670 17.871 3.566
C1 CYP CYP 0.033 0.336 0.359 0.271 0391 1758  -2.245  15.028 10.413 10.280 10.842
C2 CYP LAM 0.014 0.346 0.007 0634 1156 0974 1.245 13.758 7.277 15.168 6.069
C3 CYP LAM 0.048 0.360 0.227 0365  -0.359 1428 -2.019  12.801 8.759 9.681 8.731
A2 AST LAM 0.020 0.153 0.006 0820 -1123 -0.070 -0.149  10.090 6.004 12.330 2.651
A3 AST AST 0.159 0.810 0.000 0.030 1505 2426 4441 111372 108120 124.969 114.702
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A4 AST AST 0.019 0.860 0.044 0078  -0.017 3364 1.243  90.618  82.940 88.890 87.744
A5  AST AST 0.152 0.453 0.003 0.392 0.206 0.582  0.999 6.780 4.595 14.483 4.880
A6 AST API 0.419 0.402 0.044 0.136 1140 1198 -1.582  7.773 7.856 12.288 10.023
A7 AST LAM 0.077 0.314 0.046 0563 0323 0617 -1.285  8.242 5.440 9.304 4.274
A8  AST LAM 0.022 0.426 0.099 0453  -0.801 1589 -0.758  12.012 6.098 9.014 5.977
A9 AST API 0.762 0.167 0.001 0.070 1763 0121  -0116  3.382 6.424 16.712 8.162
A10  AST API 0.490 0.171 0.001 0.338 0.808 -0.755 -0.161 3.919 6.026 16.146 4.663
A1 AST LAM 0.031 0.388 0.193 0389  -0.590 1.585 -1.561  12.289 7.215 8.612 7.209
A12  AST API 0.568 0.268 0.001 0.163 1237 0.069  0.620 3.760 5.266 16.552 6.256
A13 AST CYP 0.023 0.312 0.493 0172 -0362 2185 -2.324  17.982 12.730 11.816 13.924
Al4 AST AST 0.034 0.473 0.084 0408  -0542 1573 -0.699  10.227 4.990 8.439 5.284
A15  AST LAM 0.234 0.133 0.001 0.631 0.163 -1.138 -0.249  5.979 711 16.670 3.997
A16 AST LAM 0.295 0.341 0.003 0.361 0548 0115  0.438 4.028 3.739 13.545 3.622
A7 AST AST 0.109 0.554 0.092 0.245 0237 1668 -1.073  9.040 5.788 9.369 7.423
A18  AST LAM 0.020 0.405 0.011 0.564  -0934 1139 0886  11.957 5.894 13.041 5.234

A19  AST API 0.428 0.203 0.002 0.367 0.706  -0.553 -0.162 3.692 5.183 14.849 4.001
A20  AST API 0.433 0.153 0.001 0.414 0660 -1.046  0.239 5.224 7.310 18.565 5.311
A21  AST LAM 0.019 0.073 0.002 0.906 -1.207  -0929 -0.335  12.893 10.145 17.212 5.115
A22  AST API 0.946 0.038 0.000 0.016 2.564 -0.657  0.027 4.798 11.212 24.153 12.962
A23  AST API 0.629 0.229 0.001 0.141 1349 -0.018 0415 3.396 5.419 16.530 6.385

A24  AST LAM 0.017 0.060 0.001 0922 1256 -1.153 -0.185  13.884 11.344 19.019 5.886
A25  AST API 0.746 0.164 0.001 0.090 1640 -0.119  0.184 3.161 6.194 17.350 7.398
A26  AST LAM 0.030 0.468 0.024 0477  -0.658 1.329  0.309 9.994 4.522 10.467 4.484
A27  AST AST 0.031 0.534 0.004 0432 0571 1246 1.955  14.898 9.206 19.1563 9.630
A28 AST API 0.885 0.083 0.000 0.031 2218 -0.260  0.296 4.082 8.816 21.275 10.759
A29  AST LAM 0.060 0.411 0.004 0525  -0.372 0.671  1.068 8.852 4.990 14.065 4.497
A30  AST AST 0.137 0.513 0.065 0.284 0275 1366 -1.060  7.705 5.072 9.189 6.252
A31  AST AST 0.088 0.439 0.083 0389  -0.087 1205 -1.285  9.435 6.222 9.544 6.462
A32  AST API 0.337 0.328 0.002 0.334 0.648 0.064  0.450 3.850 3.904 13.958 3.867
A33  AST LAM 0.018 0.421 0.011 0550  -0.969 1.216 1.061  12.972 6.622 14.002 6.088
A34  AST AST 0.032 0.352 0.321 0295  -0452 1.742 -2.078  14.431 9.627 9.807 9.975
A35  AST LAM 0.016 0.400 0.010 0573  -1.019 1158 1.048 12419 6.043 13.405 5.322
A36  AST LAM 0.142 0.188 0.001 0668  -0.090 -0.658  0.332 5.994 5.431 15.229 2.897
A37  AST LAM 0.030 0.415 0.010 0545 0711 1.011 0771 9.715 4.492 11.892 3.946
A38  AST API 0.591 0.169 0.001 0.239 1.065 -0.658 0.105 3.319 5.826 16.778 5.130
A39  AST AST 0.103 0.456 0.005 0435  -0.029 0728  0.800 7122 4.146 13.022 4.242
A40  AST LAM 0.026 0.426 0.008 0539 0772 1.063 1.077  11.601 6.019 13.949 5.548
A41  AST LAM 0.028 0.421 0.006 0545 0739 0976 1.257  11.855 6.445 14.964 5.930
A42  AST LAM 0.036 0.446 0.008 0510  -0.598 1.026 1.009  10.546 5.505 13.589 5.238
L33 LAM LAM 0.013 0.295 0.007 0685  -1.207 0.784 1.021  12.691 6.489 14.082 4.805
L34 LAM LAM 0.029 0.420 0.006 0545 0722 0949 1294  11.869 6.538 15.206 6.014
L35 LAM LAM 0.046 0.178 0.006 0770  -0.704 -0.192 -0.331 8.093 5.366 12.065 2.440
L36 LAM LAM 0.170 0.363 0.003 0.463 0174 0231  0.604 5.191 3.673 13141 3.187
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L37
L38
L39
L40
L41
L42
L43
L44
L45
L46
L47
L48
L49
L50
L51
L52
L53
L54
L55
L56
L57
L58
L59
L60
L61
L62
L63
L64
L65
L66
L67
L68
L69
L70
L71
L72
L73
L74
L75
L76
L77
L78
L79

LAM
LAM
LAM
LAM
LAM
LAM
LAM
LAM
LAM
LAM
LAM
LAM
LAM
LAM
LAM
LAM
LAM
LAM
LAM
LAM
LAM
LAM
LAM
LAM
LAM
LAM
LAM
LAM
LAM
LAM
LAM
LAM
LAM
LAM
LAM
LAM
LAM
LAM
LAM
LAM
LAM
LAM
LAM

LAM
LAM
API
LAM
LAM
LAM
LAM
API
LAM
LAM
LAM
LAM
API
LAM
LAM
LAM
LAM
LAM
LAM
LAM
LAM
LAM
LAM
LAM
LAM
LAM
LAM
LAM
LAM
LAM
LAM
LAM
LAM
LAM
LAM
LAM
LAM
CYP
LAM
LAM
LAM
LAM
LAM

0.038
0.023
0.575
0.115
0.012
0.027
0.032
0.574
0.032
0.018
0.035
0.018
0.510
0.163
0.030
0.015
0.027
0.054
0.013
0.014
0.060
0.043
0.007
0.001
0.012
0.020
0.009
0.013
0.006
0.009
0.097
0.067
0.016
0.060
0.092
0.055
0.017
0.026
0.006
0.042
0.020
0.047
0.005

0.424
0.063
0.176
0.184
0.405
0.131
0.436
0.137
0.401
0.344
0.264
0.374
0.308
0.144
0.382
0.052
0.342
0.433
0.379
0.376
0.445
0.087
0.021
0.003
0.037
0.151
0.036
0.045
0.070
0.103
0.292
0.086
0.301
0.422
0.205
0.112
0.410
0.297
0.019
0.137
0.061
0.260
0.023

0.005
0.001
0.001
0.001
0.007
0.005
0.016
0.000
0.005
0.006
0.004
0.006
0.001
0.001
0.006
0.001
0.005
0.005
0.007
0.006
0.004
0.001
0.000
0.000
0.000
0.001
0.001
0.001
0.000
0.002
0.032
0.001
0.005
0.095
0.003
0.002
0.014
0.507
0.000
0.004
0.001
0.048
0.000

0.533
0.913
0.247
0.699
0.576
0.837
0.516
0.289
0.562
0.632
0.698
0.601
0.180
0.693
0.583
0.932
0.627
0.508
0.601
0.604
0.491
0.869
0.971
0.996
0.951
0.827
0.954
0.940
0.923
0.886
0.579
0.846
0.678
0.423
0.700
0.831
0.560
0.171
0.975
0.817
0.918
0.645
0.972

-0.583
-1.092
1.028
-0.204
-1.150
-0.993
-0.662
0.960
-0.696
-1.013
-0.762
-0.991
1.140
-0.046
-0.748
-1.332
-0.834
-0.405
-1.134
-1.112
-0.334
-0.788
-1.665
-2.554
-1.422
-1.103
-1.588
-1.379
-1.661
-1.531
-0.228
-0.565
-1.124
-0.307
-0.320
-0.649
-1.009
-0.299
-1.782
-0.765
1477
-0.626
-1.822

0.865
-1.312
-0.545
-0.684
1.212
-0.362
1.131
-1.015
0.843
0.844
0.242
0.965
0.195
-1.024
0.817
-1.263
0.676
0.802
1.094
1.057
0.785
-1.110
-2.054
-3.345
-1.647
-0.296
-1.392
-1.386
-1.129
-0.376
0.402
-1.324
0.704
1.270
-0.370
-0.896
1.238
2.103
-2.018
-0.521
-1.202
0.541
-1.918

1.237
0.213
-0.302
0.692
1.557
-0.396
0.481
0.076
1.246
1.174
0.817
1.269
0.701
0.158
1.106
-0.189
1.172
1.076
1.405
1.399
1.209
-0.161
-0.054
-0.836
0.110
0.971
-0.602
-0.171
3.126
0.750
-1.251
0.008
1.243
-1.253
0.179
-0.147
0.835
-2.487
-0.467
-0.235
-0.270
-1.354
0.501

10.808
13.212
3.360
9.067
15.268
10.014
9.695
4.143
11.210
12.385
9.021
13.000
4.052
6.724
10.829
13.757
10.991
9.347
14.720
14.472
9.172
10.353
17.841
109.059
16.798
25.569
22.648
13.463
79.724
22.565
7.358
10.280
12.851
9.330
9.629
9.204
12.491
17.603
28.068
8.876
12.219
9.690
47.041

6.004
11.232
5.723
8.125
8.278
6.858
4.493
7.008
6.147
6.523
4.983
6.953
5.061
6.970
5.728
11.214
5.886
5.168
8.030
7.907
5.160
8.945
15.759
107.194
14.580
21.526
19.814
11.006
74.912
17.632
5.164
9.760
6.922
5.426
8.026
7.778
6.079
12.7115
25.769
6.529
10.000
6.260
44.119

14.868
20.291
15.525
18.619
16.533
13.246
11.122
18.277
14.900
14.653
13.564
15.152
16.202
16.985
14,127
18.936
14,523
14,018
16.137
16.088
14.441
17.288
24.491
114.792
23.428
30.774
26.417
18.885
89.512
25.875
9.566
19.133
15.260
8.406
16.713
16.034
12.851
11.645
33.338
13.851
17.670
9.640
53.686

5.548
5.881
5.047
5.458
7.517
3.144
4.156
5513
5.469
5.304
3.035
6.006
6.132
3.825
4.880
5.440
4670
4.850
7.108
6.957
4.965
4339
8.105
95.623
8.077
18.129
13.279
4.946
69.759
13.330
3.792
5.199
5.298
5.425
5.568
3.777
5.454
13.823
17.870
2.960
4.564
4.443
36.597
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Nastavak Tabele 6
L80 LAM LAM 0.044 0.321 0.171 0464  -0510 1152 -1.953  12.328 8.351 9.617 7.616
L81 LAM LAM 0.012 0.052 0.002 0934  -1.447 -1.072 -0.633 13.299 10.285 16.542 4.528
L82 LAM LAM 0.349 0.163 0.001 0.487 0484 -0.993  0.281 5.781 7.303 18.319 5.118
L83 LAM LAM 0.018 0.161 0.016 0.805 -1.180 0.153 -0.716  15.268 10.850 15.467 7.629
L84 LAM API 0.429 0.306 0.002 0.263 0872 0.088  0.205 3.359 4.037 13.821 4.342
L85 LAM LAM 0.154 0.238 0.002 0.606  -0.003 -0.369  0.400 5.339 4474 14.119 2.602
L86 LAM LAM 0.014 0.369 0.007 0.611 -1.131 1.061 1.277  14.093 7514 15.384 6.505
L87 LAM LAM 0.005 0.032 0.000 0963  -1.823 -1.656 1.516  43.584  39.843  51.330 33.059
L88 LAM LAM 0.006 0.036 0.001 095  -1.752 -1.309 -0.154  25.025  21.461 28.723 14.925

L89 LAM API 0.565 0.238 0.001 0.196 1151 -0.241  0.888 9.317 11.044 23.281 11.431

Obs — opservacija; Prior - klasifikacija u okviru date grupe opservacija; Posterior - predvidanje modela; Pr(FAM) — verovatnoca pripadnosti grupi po modelu;
F1, F2, F3 - faktori vrednosti kvadrata rastojanja (D?); API — Apiaceae; AST — Asteraceae; CYP — Cyperaceae; LAM — Lamiaceae.

4.3. Statisticka analiza sastava etarskih ulja biljnih vrsta predstavnika jedne familije

StatistiCka analiza primenjena je i na slu¢aj svake od uporedivanih familija (osim Cyperaceae), dok su
sistemi Klasifikacije varijabli ograni¢eni na originalne varijable (identifikovane komponente) sa relativnom
procentualnom zastuplieno3¢u u opservacijama = 1%, i na viSe transformisanih varijabli: relativna zastupljenost klasa
isparljivih metabolita identifikovanih u opservacijama, relativna zastupljenost klasa monoterpenoidnih strukturnih
tipova i relativna zastuplienost klasa seskviterpenoidnih strukturnih tipova.

4.3.1. Familija Apiaceae
4.3.1.1. Originalne varijable sa relativnom procentualnom zastupljenoséu 2 1%

AHC analiza daje podelu na devet grupa ulja, a dendogram nastao po presecanju prilikom grupisanja dat je
na Slici 84a. NajveCi stepen homogenosti opservacija unutar grupa (ne uzimajuci u obzir monotipske) je za grupu C6
(332,1015; opservacije U34, U31, U39, U40, U27 i U38, Tabela 5), dok je najmanji stepen homogenosti u grupi C2
(31 opservacija, Prilog 6, Slika 84b, Tabela 5). Grupu C4 (monotipski klaster) karakteriSe najve¢a Euklidova
udaljenost (450), tj. najveci stepen razliitosti u odnosu na ostale grupe (opservacija). U hemijskom smislu
komponente ne velike relativne zastupljenosti, poput 1-dekanola (1,6%), benzil-benzoata (1,2%), seskviterpenoida
aromadendranskog tipa: aromadendren, izo-spatulenol, viridiflorol, globulol (2,1; 1,9; 1,0 i 4,1, respektivno),
odgovorne su za odvajanje opservacije U23 u posebnu grupu. Treba napomenuti da navedena identifikovana
jedinjenja nisu od taksonomskog znacaja, jer ni njihovi relativni procenti, niti uCestalost javljanja nisu izuzetak za
familiju Apiaceae, odnosno za subfamiliju Apieae kojoj U23 pripada (Marongiu et al., 2006; Ayoub et. al., 2006;
Mojab i Nickavar, 2003; Vinokurova et al., 1999). Grupu ulja C7 (monotipska, opservacija U28) karakteriSu
karotenoidni derivati: heksahidrofarnezilaceton, trans-B-damascenon, geranilaceton (5,1; 2,9 i 2,7%, respektivno) i
seskviterpeni kedranskog i kuparanskog tipa: funebren i kuparen (4,7 i 1%). lako je opservacija U28 izdvojena u
posebnu kladu na dendogramu, ni jedna od pomenutih komponenata nema hemotaksonomski znacaj (Kapetanos et
al., 2008; Saad et al., 1995). Grupe ulja C8 (U30), C5 (U24) i C1 (U36, U1,U26) bliske su po sadrZaju B- kariofilena
(2,1-3,2%), a karakteristike svake od njih su C8: germakren D-4-ol, veéi procenat 1-muurolola i -kadinola (12,3; 6,1;
3,1%, respektivno); C5: B-selinen, kariofilen-oksid, a-selinen, trans-kalamenen i ciklokolorenon (44,2;19,2; 4 i 2%,
respektivno); C1: uporediv sadrzaj humulen-epoksida (3,5-5,2%), odnosno oksigenovanih seskviterpena
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humulanskog tipa, a opservacija U36 unutar grupe se razlikuje od U1 i U26 po prisustvu oktil-2-metilbutanoata i oktil-
2-metilpropanoata (25,0 i 16,1%). Sve pomenute komponente gotovo da su uobi¢ajene u familiji Apiaceae, osim oktil-
2-metilbutanoata i oktil-2-metilpropanoata, pa bi ova jedinjenja mozda mogli da uzmemo u obzir kao taksonomske
markere za razlikovanje roda Eryngium? (donoSenju zakljucka treba da prethodi detaljna analiza roda) od ostalih
vrsta familije Apiaceae. Za klasifikaciju svih do sada pomenutih Apiaceae ulja u grupe izgleda da je dominantan uticaj
geografskog i sredinskog faktora (opservacije uglavnom poticu iz planinskih oblasti Srbije). Najhomogeniju grupu,
monotipske klade C3 i C9, karakteriSe komponenta (3E,6E)-a-farnezen, koja nije identifikovana u ostalim
opservacijama. C6 grupu (Prilog 6, Tabela 84b) odlikuje uporediv sadrzaj B-kariofilena, a-humulena i d-kadinena
(relativno nizak procenat pomenutih komponenata u ulju, ne premasuju 5%). U grupi C2 (najveci stepen varijabilnosti
unutar klase, 2582.02), bliskost opservacija U14, U13, U17, i opservacija U7, U19, U9 i U16 (Prilog 6, Tabela 84b) se
povezuje sa bilinim organom iz koga je vrSeno izolovanje ulja: seme bilike, odnosno list. Deluje da je u familiji
Apiaceae za klasifikaciju u grupe ulja bitniji deo bilinog organa iz koga je vr8eno izolovanje nego $to je pripadnosti
taksonomskoj kategoriji tipa sekcije. Primecena specijalizacija u produkciji (ili akumulaciji) isparljivin metabolita moze
biti uslovljena razlikom u sekretornim elementima u pojedinim strukturama tkiva, ili razlikom u funkciji organa biljke.
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Slika 84a. Klasteri izdvojeni presecanjem dendograma (AHC analiza) koji predstavija meru razli¢itosti hemijskog sastava uzoraka
etarskih ulja 46 taksona (opservacija) familije Apiaceae. Za varijable kori¢ena procentualna zastupljenost komponenata = 1%
(identifikovanih u makar jednom od 46 uzorka- opservacija). Vardov metod koriS¢en kao kriterijum za grupisanje, Euklidova
udaljenost koriS¢ena kao kriterijum procene stepena razlicitosti grupa (interval 0-450). Izdvojeno je 9 grupa ulja: C1 (3): U1, U26,
U36; C2 (31): U2, U3, U4, U5, Ue, U7, U8, U9, U10, U11, U12, U13, U14, U15, U16, U17, U18, U19, U20, U22, U25, U29, U32,
U33, U35, U37, U41, U42, U43, U44, U45; C3 (1): U21; C4 (1): U23; C5 (1): U24; C6 (6): U27, U31, U34, U38, U39, U40; C7
(1): U28; C8 (1): U30; C9 (1): U46.

PCA analiza opservacija (familija Apiaceae, varijable komponente ulja = 1%) prikazana je na Slici 85. PCA
faktorska ravan objadnjava 13,00% od ukupne varijabilnosti. Osa F1 objadnjava 7,53%, dok osa F2 objasnjava
5,47% ukupne varijabilnosti. Varijable koje najvise doprinose objadnjenju faktora F1 su B-elemen, spatulenal, y-
kadinen, aromadendren, izospatulenol, (E,Z)-2,4-dekadienal, viridiflorol, globulol, benzil-benzoat, d-kadinen, o-
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muurolen, a-kadinol, (E,E)-2,4-nonadienal, 1-dekanol i biciklogermakren (0,690; 0,609; 0,598; 0,559; 0,535; 0,535;
0,535; 0,533; 0,530; 0,527; 0,501; 0,463; 0,453; 0,434 i 0,416, respektivno), dok su kuparen, trans-B-damascenon,
heksahidrofarnezilaceton, B-funebren, trans-B-jonon, geranilaceton, dekanal i 2-pentilfuran varijable koje doprinose
objasnjenju faktora F2 (0,784; 0,715; 0,714; 0,714; 0,701; 0,690; 0,657 i 0,494, respektivno). Na 2D prikazu (Slika
85) dat je prikaz opservacija skoncentrisanih oko faktora F1 i F2, ali diferencijacija na grupe primeéuje se samo za
opservacije U23 i U28 (jedine sadrZe varijable koje najvise doprinose objasnjenju F1 i F2). Kako je diferencijacija
izostala, smatra se da odabrane varijable (isparljivi sekundarni metaboliti) ne mogu biti od koristi pri uspostavljanju
sistema koji bi pomogao kao pomoéni metod u klasifikaciji i razreSenju komplikovanih ili problematiénih odnosa u
familiji Apiaceae (problem koji postoji kako u taksonomiji , tako i u molekularnoj sistematici), jer ne postoji izraZzena
razlika u njihovoj produkciji.
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Slika 85. Grafi¢ki prikaz PCA analize (distribucija opservacija) dobijene kada se za originalne varijable primeni procentualna
zastupljenost komponenata = 1% identifikovanih u makar jednom od 46 Apiaceae taksona - opservacija. Ose (F1 i F2 faktori-
prva i druga glavna komponenta) odnose se na ordinacione skorove opservacija. Osa F1 doprinosi obja3njenju 7,53%, a osa F2
5,47% ukupne varijanse.

DA analiza na izdvojenom uzorku opservacija familije Apiaceae, kada se za kvalitativne varijable zada
pripadnost subfamiliji (Apicideae, Azorelloideae i Saniculoideae), odnosno tribusima u okviru subfam Apioideae
(Angeliceae, Apieae, Caucalideae, Coriandreae, Laserpitieae, Peucedaneae, Pleurospermeae, Scandiceae,
Smyrnieae i Tordilieae), prikazuje (Slika 86a,b) da primena originalnih varijabli: komponente etarskih ulja 21% ne
prati taksonomsku klasifikaciju, i od ograniCene je upotrebne vrednosti. Predikcija postavljenog modela, i za slucaj
pripadnosti opservacija u sklopu subfamilije (procenat predikcije 2,13%), ali i za slu¢aj pripadnosti tribusima u okviru
subfamilije Apioideae (procenat predikcije 4,35%) je veoma mala.
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Slika 86. Graficki prikaz DA distribucije opservacija (uzoraka ulja 46 taksona familije Apiaceae) dobijen primenom kvantitativnih (relativna zastuplienost komponenata u makar jednom od analiziranih
uzoraka = 1%) i kvalitativnih varijabli: a) za kvalitativne varijable primenjena pripadnost subfamiliji Apiaceae b) za kvalitativne varijable primenjena pripadnost tribusima subfamilije Apicideae.
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4.2.1.2. Transformisane varijable- monoterpenski strukturni tipovi

Kada se kao transformisane varijable nad izdvojenim opservacijama familije Apiaceae primene komponente
ulja sumirane prema pripadnosti monoterpenskim strukturnim tipovima, AHC analiza daje podelu na tri grupe ulja
(Slika 87a). Opservacije koje pripadaju grupi ulja C1 su jako heterogene, tako da se na osnovu odabranih varijabli
te8ko moze sagledati razlika izmedu taksonomskih kategorija tipa tribusa, odnosno subfamilija. Na prikazu na
dendogramu (Prilog 5, Slika 87b ) grupu karakteride pet izdvojenih klastera, a razlike izmedu opservacija unutar
klastera su uslovljene relativnim sadrZzajem mentana, pinana i monoterpenskih struktura acikliénog skeleta. U okviru
ove grupa najmanja razlika (Euklidovo rastojanje blisko 0) medu opservacijama bazira se na minimalnom sadrZaju
monoterpenoida (U35, U23, U44, U25, U28, U36, U18, U22, U24, U10, U30, U46; nesto veli za opservacije U1 i
U37), tako da one Cine zaseban klaster. | na osnovu klasa monoterpenoida kao varijabli ponovo se izdvojila klada na
kojoj se grupiSu opservacije koje za zajednicku karakteristiku imaju pripadnost bilinom organu iz koga je izolovano
ulje, pa su bilike koje se nalaze u fazi ploda (U15, U13, U4, U9 i U14) dovedene u neposrednu vezu. Sa dendograma
mozemo izdvojiti jo§ nekoliko primera koji dovode u blisku vezu opservacije koje pripadaju razliéitim taksonima (i
taksonomskim kategorijama), a potiCu iz iste vegetativne faze, odnosno bilinog organa: U19, U5, U21 (ulje izolovano
iz lista). Najve¢a homogenost (vrednost varijanse 452.258) je unutar grupe ulja C2. Ona je predstavljena
opservacijama koje uglavnom ¢ine vrste roda Peucedanum (U38, U39, U41-U43), odnosno Leutea (U6), koje
pripadaju istom tribusu Peucedaneae, a zajednicka odlika ovih opservacija je dominantno prisustvo monoterpenoida
pinanskog skeletnog tipa (25,9-82,2%).
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Slika 87a. Klasteri izdvojeni presecanjem dendograma (AHC analiza) koji predstavija meru razli¢itosti hemijskog sastava uzoraka
etarskih ulja 46 taksona familije Apiaceae (opservacija). Strukturni tipovi monoterpenoida identifikovanih u uzorcima etarskih ulja
kori¢eni kao transformisane varijable (aciklicni, fenhanski, iregularni, iridoidi, izo-kamfanski, kamfanski, karanski, pinanski,
triciklicni, tujanski i mentanski), Grupisanje u klastere vrSeno primenom Vardov metod, kriterijum procene stepena razli¢itosti

grupa vrSen primenom Euklidove udaljenosti (interval 0-74). Izdvojene tri grupe ulja. €1 (35): U1, U2, U3, U4, U5, U7, U9 U10, U11, U13,
U14, U15, U16, U17, U18, U19, U21, U22, U23, U24, U25, U28, U29, U30, U31, U32, U33, U34, U35, U3, U37, U40, U4d4, U5, U46; C2 (8): UB, U12, U20,
U38, U39, U41, U42, U43; C3 (3): U8, U26, U27.
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Slika 88. Graficki prikaz PCA analize (distribucija opservacija) dobijene kada se za transformisane varijable primeni relativna zastuplienost komponenata ulja
sumiranih prema pripadnosti monoterpenskim strukturnim tipovima identifikovanih u makar jednom od 46 Apiaceae taksona - opservacija. Ose (F1 i F2 faktori-
prva i druga glavna komponenta) odnose se na ordinacione skorove uzoraka. Osa F1 doprinosi objasnjenju 22,69%, a osa F2 15,80% ukupne varijanse.

142



Ohservations (axes F1and F2: 100.00 %) Ohservations (axes Fland F2: 79.73 %)

5 1 #® Angelicess
® Apigas

# Caucalidease

1

& U # Coriandreae
z PR * Apipideze =
= * U I # Laserpitisze
E U usp B # Azorelloidese ﬁ
o 5415 o Saniculoide Il r=ge| ® Peucedansae
P - 9 niculoideze
o a I!E&- up1 [, # Pleurospermezs
'_Eilh_ O Centroids
# Scandiceae
# Smyrnieae
#* Tordilieae
o Centroids
i F1(22.26 %) : F1(52.27 %)

Slika 89. Graficki prikaz DA distribucije opservacija (uzoraka ulja 46 taksona familije Apiaceae) dobijen primenom kvantitativnih (transformisanih varijabli; relativna zastupljenost komponenata ulja
sumiranih prema pripadnosti monoterpenskim strukturnim tipovima) i kvalitativnih varijabli: a) za kvalitativne varijable primenjena pripadnost subfamiliji Apiaceae b) za kvalitativne varijable primenjena
pripadnost tribusima subfamilije Apioideae.
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U grupi C1 postoji veliki stepen sliénosti i izmedu dve opservacije koje pripadaju tribusu Laserpitieae (U32 i U33, isti
zaklju€ak se izvodi i kada se primene originalne varijable- komponente ulja).® U istoj grupi ulja, veliki stepen sliénosti
postoji i izmedu opservacija koje pripadaju tribusu Caucalideae (U3, U31, Tabela 5). Opservacije predstavijene
grupom ulja C3 na dendogramu odlikuju se pove¢anom produkcijom monoterpenoida tujanskog skeletnog tipa.

PCA korelaciona matrica za opservacije koje pripadaju familiji Apiaceae, klase monoterpenoida primenjene
kao transformisane varijable, ne daje visok stepen korelacije izmedu monoterpenskih skeletnih tipova, $to navodi na
zaklju¢ak da su razliite sintaze odgovorne za produkciju razli¢itih tipova. Moguée deluje i to da je do izostanka
korelacija doslo i prilikom ,neuniformnog” odabira opservacija. Izgleda da je na nivou familije Apiaceaae produkcija
isparljivih metabolita pre u vezi sa fenoloSkom fazom, nego Sto je u vezi sa genetskim faktorom. 2D dijagram PCA
analize prikazan je na Slici 88. PCA faktorska ravan objasnjava 38,5% od ukupne varijabilnosti. Osa F1 objasnjava
22,69%, dok osa F2 objasnjava 15,80% ukupne varijabilnosti. Transformisane varijable koje doprinose objasnjenju
faktora F1 su monoterpenski tipovi izo-kamfanski (sa bornanskim), pinanski, kamfanski (0,734; 0,522 i 0,449,
respektivno), dok su triciklicni i tujanski tipovi odgovorni za najveéi doprinos objaSnjenju faktora F2 (0,31 i 0,259).
Veliki broj opservacija je grupisan oko samog koordinatnog poCetka (ne postoji razdvajanje u grupe), $to znaci da
izabrane varijable ne mogu biti primenljene za objasnjenje potencijalnih biogenetskih veza. Najudaljenije opservacije
objaSnjene su dominantnim prisustvom skeletnih tipova u pravcu &ijih osa se i nalaze. Ni ova analiza primenjena na
datom setu varijabli ne daje reSenja koja omogucéavaju logi¢no povezivanje sa raspolazivim injenicama.

DA analiza na izdvojenom setu opservacija (slu¢aj familije Apiaceae) kada se za kvalitativne varijable zada
pripadnost subfamiliji (Apioideae, Azorelloideae i Saniculoideae), odnosno tribusima u okviru subfam Apioideae
(Angeliceae, Apieae, Caucalideae, Coriandreae, Laserpitieae, Peucedaneae, Pleurospermeae, Scandiceae,
Smyrnieae i Tordilieae), prikazana je na Slici 89. Predikcija postavljenog modela, i za slu¢aj pripadnosti opservacija u
sklopu subfamilije (procenat predikcije 4,26%), ali za slu¢aj pripadnosti tribusima u okviru subfam Apioideae
(procenat predikcije 4,35%) je veoma mala.

4.2.1.3. Transformisane varijable- seskviterpenski strukturni tipovi

Kada se kao transformisane varijable primene komponente ulja sumirane prema pripadnosti
seskviterpenoidnim strukturnim tipovima (podela na 33 tipa: akoranski, bergamotanski, hamigranski, kedranski,
kuparanski, tujopsanski, aristolanski, eremofilanski, aciklicni, daukanski, kubebanski, salviolanski, himahalanski,
longipinanski, iregularni, bisabolanski, burbonanski, humulanski, amorfanski, gvajanski, germakranski, kalamenenski
i kolokaranski, longifolanski, muurolanski, aromadendranski, valeranski, kadinanski, kariofilanski, eudezmanski,
elemanski, kopaanski, oplopanski i sativanski), AHC analiza daje podelu na tri grupe ulia. Za sve grupe
karakteristino je da dominiraju (ili su prisutni u najvecéoj relativnoj koli€ini) skeletni tipovi koji nastaju direktnom
ciklizacijom osnovnih biosintetskih prekursora: germakranski, kariofilanski, bisabolanski, aromadendranski ili acikli¢ni
tip strukture. Podela na grupe uslovljena je razlikama njihovih relativnih procenata. Tako se unutar grupe C2 (pripada
najveci broj opservacija, sa varijabilnos$¢éu u okviru grupe 480,106) mogu razlikovati opservacije klasifikovane u
zavisnosti od relativnih koli¢ina germakranskog ifili bisabolanskog ifili aciklicnog ifili aromadendranskog iili
kariofilanskog skeleta. Takode, u okviru ove grupe postoji klaster koji obuhvata opservacije koje se ne odlikuju
znaCajnim procentom seskviterpenoida (karakteriSe ih velika raznovrsnost tribusa). Na osnovu sada$njih unosa,
izgleda da je grana metabolizma koja regulie biosintezu seskviterpenoida u Apiaceae, tribus Peucedaneae
neaktivna, a primenjene opservacije imaju dominantnu monoterpensku frakciju. U familiji Lamiaceae primeéena je
povezanost prinosa ulja i produkcije naroCite klase terpenoida (visok prinos ulja znadi da je u ulju prisutna izrazena

% Mada, nije izvesno da je sli¢nost uslovljena pripadnoSc¢u istom tribusu, koliko bliskim geografskim poreklom (Tabela 5) i uticajem sredinskih
faktora.
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monoterpenska frakcija). Medutim, opservacije tribusa Peucedaneae (Tabela 5, U2, U6, U9, U15, U18, U39-U43,
prinos ulja jako varijabilan 0,01-5,24) ne mogu da se podvedu pod istu generalizaciju. Grupa C3 je monotipska, U28
koji se razlikuje od ostalih opservacija (kada su za varijable uzimaju seskviterpenski skeletni tipovi) po izvesnoj
koli€ini kedranskog tipa prisutnog u uzorku. Grupu ulja C1, sa malim brojem opservacija, izdvaja prisustvo salviolana,
eudezmana, elemana, kopaana i sativana. U okviru grupe C1 izdvaja se posebna subfamilija Saniculoideae (U1 i
U24; najveéi procenat kariofilana, 18,5 i 22,0%). Graficki prikaz AHC analize dat je na Slici 90a.
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Slika 90a. Klasteri izdvojeni presecanjem dendograma (AHC analiza) koji predstavlja meru razli¢itosti hemijskog sastava uzoraka
etarskih ulja 46 taksona familije Apiaceae (opservacija). Strukturni tipovi seskviterpenoida identifikovanih u uzorcima etarskih ulja
su koris¢eni za transformisane varijable (akoranski, bergamotanski, hamigranski, kedranski, kuparanski, lauranski, santalanski,
tujopsanski, aristolanski, eremofilanski, aciklicni, drimanski, daukanskii, kubebanskii, paCulanski, salviolanski, himahalanski,
longipinanski, iregularni, bisabolanski, spirovetivanski, burbonanski, humulanski, amorfanski, gvajanski, germakranski,
kalamenenski i kolokaranski, longifolanski, muurolanski, aromadendranski, valeranski, kadinanski, kariofilanski, eudezmanski,
elemanski, kopaanski, oplopanski, sativanski). Kao kriterijum za grupisanje primenjen Vardov metod, a Euklidova udaljenosti kao

kriterijuma procene stepena razliCitosti grupa (interval 0-174). Izdvojene su tri grupe ulja. €1 (7): U1, U23, U24, U26, U27, U30, U37; C2
(38): U2, U3, U4, U5, Us, U7, U8, U9, U10, U11, U12, U13, U14, U15, U16, U17, U18, U19, U20, U21, U22, U25, U29, U31, U32, U33, U34, U35, U36, U38,
U39, U40, U41, U42, U43, U44, U45, U46; C3 (1): U28.

PCA korelaciona matrica za opservacije koje pripadaju familije Apiaceae, tipovi skeleta seskviterpenoida
primenjeni za transformisane varijable, daje korelacije izmedu skeletnih tipova: oplopanskog i gvajanskog (0,924),
eudezmanskog i longifolanskog (0,831), kadinanskog i muurolanskog (0,780), kedranskog i kuparanskog (0,766),
germakranskog i himahalanskog (0,708) i humulanskog i tujopsanskog (0,703). lako su korelacije brojne, jedina veza
koja se moZe okarakterisati kao biosintetska je za kadinanski i muurolanski tip (postojanje zajedni¢kog prekursora,
Sema 11). Ostale se mozda mogu objasniti uslovlienod¢u biosintetskih puteva, odnosno postojanje jednog tipa
skeleta odgovorno je za mehanizme (ili indukuje) biosinteze drugog. 2D dijagram PCA analize prikazan je na Slici 91.
PCA faktorska ravan objaSnjava 23,34% od ukupne varijabilnosti. Osa F1 objasnjava 14,33%, dok osa F2 objadnjava
9,01% ukupne varijabilnosti. Transformisane varijable koje doprinose objadnjenju faktora F1 su seskviterpenski tipovi
elemanski, kadinanski, aromadendranski, kariofilanski, salviolanski, muurolanski, kopaanski i humulanski (0,558;
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0,517; 0,514; 0,402; 0,388; 0,369; 0,351 i 0,321, respektivno), dok su kedranski, kuparanski i burbonanski tipovi
odgovorni za najve¢i doprinos objasnjenja faktora F2 (0,457; 0,313 i 0,282). Veliki broj opservacija je grupisan oko
samog koordinatnog poCetka (ne postoji razdvajanje u grupe), $to znali da izabrane varijable nisu od koristi za
prouCavanje ili potvrdu taksonomskih veza. Najudaljenije opservacie (Slika 91) objaSnjene su dominantnim
prisustvom skeletnih tipova u pravcu &ijih osa se i nalaze.
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Slika 91. Graficki prikaz PCA analize (distribucija opservacija) dobijene kada se za transformisane varijable primeni relativna
zastupljenost komponenata ulja sumiranih prema pripadnosti seskviterpenskim strukturnim tipovima identifikovanih u makar
jednom od 46 Apiaceae taksona - opservacija. Ose (F1 i F2 faktori- prva i druga glavna komponenta) odnose se na ordinacione
skorove uzoraka. Osa F1 doprinosi objadnjenju 14,33%, a osa F2 9,01% ukupne varijanse.

DA analiza na izdvojenom setu opservacija (familija Apiaceae), kada se za kvalitativne varijable zada
pripadnost subfamiliji (Apioideae, Azorelloideae i Saniculoideae), odnosno tribusima u okviru subfamilije Apioideae
(Angeliceae, Apieae, Caucalideae, Coriandreae, Laserpiticae, Peucedaneae, Pleurospermeae, Scandiceae,
Smyrnieae i Tordilieae), prikazuje da transformisane varijable- skeletni tipovi seskviterpenoida nisu primenljive za
povezivanje taksonomskih kategorija, i ne prate ni jednu do sada poznatu klasifikaciju. Predikcija postavljenog
modela, i za slu¢aj pripadnosti opservacija u sklopu subfamilije (procenat predikcije 0,00%), ali za slu¢aj pripadnosti
tribusima u okviru subfamilije Apioideae (procenat predikcije 4,35%) je veoma mala.
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Slika 92. Graficki prikaz DA distribucije opservacija (uzoraka ulja 46 taksona familije Apiaceae) dobijen primenom kvantitativnih (transformisanih varijabli; relativna zastupljenost
komponenata ulja sumiranih prema pripadnosti seskviterpenskim strukturnim tipovima) i kvalitativnih varijabli: a) za kvalitativne varijable primenjena pripadnost subfamiliji
Apiaceae b) za kvalitativne varijable primenjena pripadnost tribusima subfamilije Apioideae.
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4.3.1.4. Transformisane varijable- isparljivi metaboliti svedeni na klase

AHC analiza kada se za transformisane varijable koriste isparljivi metaboliti svedeni na klase jedinjenja
(klasa terpena predstavljena je hemiterpenoidima- HT, monoterpenskim ugljovodonicima- MH, oksigenovanim
monoterpenima- MO, seskviterpenskim ugljovodonicima- SH, oksigenovanim seskviterpenima- SO, diterpenskim
ugljovodonicima- DH, oksigenovanim diterpenima- DO, klasa metabolita nastala iz karotenoida (transformacijom),
CR, klasa metabolita koji vode poreklo iz Sikimatnog biosintetskog puta- ArC,, masne kiseline i derivati masnih
kiselina- FAD, - GL i identifikovana jedinjenja koja strukturom nisu mogla da se povezu sa ma kojim od prethodno
ponudenih kriterijuma klasifikacije — O) i njihova relativna zastuplienost daje podelu na Getiri grupe ulja, a graficki
prikaz analize predstavlien je na Slici 93a. Grupa ulja C4, monotipski klaster (U46) izdvaja se od ostalih opservacija
po sadrzaju poliacetilena- falkarinola (21,5%, Tabela 6a), i po sadrzaju DH / DO. Moguce je da je ovako visok sadrza;
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Slika 93a. Klasteri izdvojeni presecanjem dendograma (AHC analiza) koji predstavlja meru razlicitosti hemijskog sastava uzoraka
etarskih ulja 46 taksona familije Apiaceae (opservacija). Klase jedinjenja identifikovanih u uzorcima etarskih ulja kori$¢ene za
transformisane varijable (HT- hemiterpenoidi, MH- monoterpenski ugljovodonici, MO- oksigenovani monoterpeni, SH-
seskviterpenski ugljovodonici, SO- oksigenovani seskviterpeni, DH- diterpenski ugljovodonici, DO- oksigenovani diterpeni, CR-
karotenoidi, ArCr- metaboliti koji vode poreklo iz Sikimatnog puta, FAD- masne kiseline i derivati masnih kiselina, GL- ,green leaf”
metaboliti, O- ostali neklasifikovani metaboliti). Vardov metod primenjen kao kriterijum za grupisanje, Euklidova udaljenosti kao

kriterijum procene stepena razliCitosti grupa (interval 0-126). Izdvojene su 4 grupe ulja. €1 (10): U1, U18, U21, U22, U23, U24, U25, U28,
U30, U35; C2 (34): U2, U3, U4, U5, UB, U7, U8, U9, U10, U11, U12, U13, U14, U15, U16, U17, U19, U20, U26, U27, U29, U31, U2, U33, U34, U37, U38, U3,
U40, U41, U42, U43, U44, U45; C3 (1): U36; C4 (1): U46.

poliacetilena vezan za fenoloSku fazu biljke (Tabela 5), ali ono $to je izvesno je da uglavnom vecina biljaka familije
Apiaceae produkuje poliacetilene (zbog termalne nestabilnosti jedinjenja ovog tipa se lako i brzo raspadaju), ali je
poznat mali broj biljaka koji moze da akumulira relativno velike koli¢ine jedinjenja ovog tipa (Asuming et al., 2005).
Ipak, prisustvo ovakvog metabolita koji ne spada ni u retke, niti u specifitne, ne moze da bude dovoljan razlog da bi
ga uvrstili u taksonomske markere. Grupu ulja C2, iako sadrZi veliki broj opservacija (38) ne karakteriSe najveca
varijabilnost unutar grupe. Opservacije su podeljene u klastere prema dominantnom odnosu ArC, ifili MH i/ili MO ifili
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SH ifili SO. Grupu ulja C3 (monotipska, opservacija U36) izdvaja prisustvo HT-a i FAD-a kao dominantne frakcije ulja.
Izmedu ove grupe i grupe C1 najveci je stepen sliénosti (Euklidovo rastojanje 75). Karakteristika opservacija je
seskviterpenska frakcija (SH/SO) koja premaSuje 50% od ukupne koli¢ine identifikovanih (52,2-97,2%), a faktor koji
neposredno utice na produkciju seskviterpenoida je najverovatnije u vezi sa geografskim lokalitetom (klimatskim
faktorima), jer se uglavnom radi o opservacijama koje vode poreklo sa PI. Ozren.

PCA statisticka analiza prikazana je na Slici 94. PCA faktorska ravan objasnjava 40,99% od ukupne
varijabilnosti komponenata prisutnih u svim analiziranim uzorcima. Osa F1 objadnjava 23,37%, dok osa F2
objaSnjava 17,62% ukupne varijabilnosti. Transformisane varijable koje za ovaj slu¢aj najvise doprinose objasnjenju
faktora F1 su ACT, DT, DO (sa vrednostima za cos? 0,816, 0,814 i 0,80, respektivno), a varijable koje doprinose
objaSnjenju faktora F2 su HT, FAD i MH (0,561; 0,484 i 0,271, respektivno). Na 2D prikazu (Slika 94) dat je prikaz
transformisanih varijabli i opservacija skoncentrisanih oko faktora F1 i F2.

DA analiza na izdvojenom setu opservacija (slu¢aj familije Apiaceae), kada se za kvalitativne varijable zada
pripadnost subfamiliji (Apioideae, Azorelloideae i Saniculoideae), odnosno tribusima u okviru subfamilije Apiocideae
(Angeliceae, Apieae, Caucalideae, Coriandreae, Laserpitieae, Peucedaneae, Pleurospermeae, Scandiceae,
Smyrnieae i Tordilieae), a za kvantitativne primene transformisane-klase jedinjenja identifikovanih u uzorcima
etarskih ulja prikazana je na Slici 95. Predikcija postavlienog modela, i za sluéaj pripadnosti opservacija u sklopu
subfamilija (procenat predikcije 4,26%), ali za slu€aj pripadnosti tribusima u okviru subfamilije Apicideae (procenat
predikcije 4,35%) je veoma mala.

4.3.2. Familija Asteraceae

4.3.2.1. Originalne varijable sa relativnom procentualnom zastupljeno$éu = 1%

AHC analiza daje podelu na Sest grupa ulja, a dendogram nastao po presecanju prilikom n-tog grupisanja
dat je na Slici 96a. Grupa C5 predstavljena je sa jednom opservacijom A31 i razlikuje se od ostalih po identifikovanim
seskviterpenima 14-hidroksi-a-humulenu, a-sinensalu i kariofil7(8)-en-6-ol (4,6; 4,2 i 1%, respektivno). Opservaciju
A31 karakteriSu i mentanski monoterpenoidi koji nisu identifikovani u ostalim opservacijama (uzorcima): p-menta-
2,4(8)-dien, mentofuran, a-terpinen-7-al i m-menta-1(7),8-dien (1,9; 1,5; 1,11 1,0%, respektivno). Interesantno bi bilo
napomenuti da se neka od navedenih jedinjenja mogu vrednovati i kao hemotaksonomski markeri (uz pretpostavku
da je izvrSena dobra identifikacija). Jedinjenja 14-hidroksi-a-humulen (Ugiincl et al. 2010), kariofil7(8)-en-6-ol, a-
terpinen-7-al, m-menta-1(7),8-dien i p-menta-2,4(8)-dien (Suleimenov et al., 2003; Suleimenov et al., 2006; Tabanca
et al., 2007;) su ve¢ prijavljivana kao isparljive komponente ulja biljaka familije Asteraceae, ali su narocito
interesantni (iako prisutni u relativno malim koli¢inama) a-sinensal i mentofuran. Jedinjenje a-sinensal se u do sada
(analiziranim isparljivim uzorcima familije Asteraceae) pominje u svega dva rada, i to kao komponenta identifikovana
u pet razli¢itih vrsta roda Argyranthemum (Couladis et al., 2001; Pala-Paul et al., 2001). Na osnovu podataka kojima
raspolazemo mozemo da pomenuto jedinjenje uvrstimo u hemomarker za rod Argyranthemum. ldentifikacija
mentofurana u ulju Argyranthemum je ujedno i jedini literaturni podatak za ovo jedinjenje u familiji Asteraceae. Zna
se da je pojava mentofurana vezana gotovo iskljucivo za familiju Lamiaceae (nije isklju¢eno da jedine imaju aktivnu
mentofuran sintazu), pa se do daljeg primena mentofurna kao hemotaksonomskog markera za vrstu Argyranthemum
adauctum odbacuje kao malo verovatna (u najmanju ruku zbunjujuéa). Grupa ulja C3 je takode monotipska,
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Slika 94. Graficki prikaz PCA analize (distribucija opservacija) dobijene kada se za transformisane varijable primeni relativna zastuplienost komponenata ulja
identifikovanih u makar jednom od 46 Apiaceae taksona — opservacija, sumiranih prema pripadnosti odgovarajuéoj klasi jedinjenja. Transformisane varijable: HT-
hemiterpenoidi, MH- monoterpenski ugljovodonici, MO- oksigenovani monoterpeni, SH- seskviterpenski ugljovodonici, SO- oksigenovani seskviterpeni, DH- diterpenski
ugljovodonici, DO- oksigenovani diterpeni, TT- triterpenoi, CR- karotenoidi, ArCr- metaboliti koji vode poreklo iz Sikimatnog puta, FAD- masne kiseline i derivati masnih
kiselina, GL- »green leaf« metaboliti, O- ostali neklasifikovani metaboliti. Ose (F1 i F2 faktori- prva i druga glavna komponenta) odnose se na ordinacione skorove
uzoraka. Osa F1 doprinosi objasnjenju 23,37%, a osa F17,62% ukupne varijanse.
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Slika 95. Graficki prikaz DA distribucije opservacija (uzoraka ulja 46 taksona familije Apiaceae) dobijen primenom kvantitativnih (transformisanih varijabli; relativna zastupljenost
komponenata ulja sumiranih prema pripadnosti odgovaraju¢oj klasi jedinjenja) i kvalitativnih varijabli: a) za kvalitativne varijable primenjena pripadnost subfamiliji Apiaceae b) za
kvalitativne varijable primenjena pripadnost tribusima subfamilije Apioideae
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Slika 96a. Klasteri izdvojeni presecanjem dendograma (AHC analiza) koji predstavlja meru razliCitosti hemijskog sastava uzoraka etarskih ulja 42 taksona familije Asteraceae
(opservacija). Za varijable kori¢ena procentualna zastupljenost komponenata = 1% (identifikovanih u makar jednom od 42 uzorka- opservacija). Koris¢en je Vardovog metod kao
kriterijum za grupisanje i Euklidova udaljenost kao kriterijum procene stepena razlicitosti grupa (interval 0-622). |zdvojeno 6 grupa ulja: C1 (7): A1, A3, A4, A8, A11, A13, A30; C2
(1): A2; C3 (1): A5; C4 (31): A6, A7, A9, A10, A12, A14, A15, A16, A17, A18, A19, A20, A21, A22, A23, A24, A25, A26, A27, A28, A29, A32, A33, A35, A36, A37, A38, A39, A40,
Ad1, Ad2; C5 (1):A31; C6 (1): A34.
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predstavljena opservacijom A5 (Tabela 5), a od klasa jedinjenja/komponenata koje karakteriSu ovu opservaciju
mozemo da primetimo relativno veliku koli¢inu estarskih derivata masnih kiselina i oksilipina (metaboliti tipa “GL”, (E)-
2-heksenal (21,4%)). Sledec¢a grupa ulja je takode monotipska, predstavljena A2 opservacijom (Tabela 5), a zbog
velike koliine seskviterpena 6-kadinena (25,3%), valerianola i B-hamigrena (3,2 i 2,5%) izdvojena od ostalih u
zasebnu klasu. Opservacije koje pripadaju klasi C1 &ine heterogenu grupu, u okviru koje se uo¢ava podela na dva
klastera. Najveca sliénost u grupi je izmedu opservacija A11% i A30 (predstavljene zasebnim klasterom, karakterise
ih prisustvo metabolita neril-2-metilporpanoata (3,6 i 2,4%)), i izmedu opservacija A3, A13, A4, A1 i A8, pri éemi
poslednje dve navedene dele najveci stepen sliénosti (npr. uporedive koli¢ine timola i karvakrola). Grupa C6 je
monotipska, predstavliena uzorkom ulja ekstrahovanog iz korena A. distans (A34, alismol, 2,3-dihidrofarnezol,
silfiperfol-6-en (14,1; 1,2 i 1,1%, respektivno)). Opservacije koje pripadaju C4 (31) odlikuju se najveom
varijabilnod¢u unutar same grupe; karakteriSe ih dominanacija dve ili viSe mono, rede seskviterpenoidne strukture.
Najveca razlika (unutar grupe) uoCava se za opservacije A27 (jomogi alkohol, kamfor, artemizil alkohol, 24,5; 15,6 i
14,7%, respektivno) i A35 (kamfor i askaridol, 15,6 i 15,5%), i za A33 (cis-hrizantenol i kamfor, 23,4 i 23,2%) i A28
(mircen i santolinatrien, 34,6 i 13,5%), dok najvecu sliénost dele opservacije koje pripadaju bliskim klasterima A39%,
A4238 A40% i A4140, odnosno A36%, A38%, A164, A224 A25% i A124 (jedna od glavnih komponenata koje
karakteriSu ulja je zajednicka;1,8-cineol ifili B-pinen). Primecuje se da i kod vrsta Asteraceae dolazi do razlike u
biosintezi/akumulaciji isparljivih metabolita. Za koren bilke (A34) je mozda karakteristicna ekspresija gena koji
reguliSu biosintezu seskviterpenoida i specificnih metabolita (trikvinana, alkamida), dok nadzemni delovi
produkuju/akumuliraju(?) monoterpenoide.

PCA analiza za opservacije koje pripadaju familiji Asteraceae, komponente ulja = 1% uzete za originalne
varijable, prikazana je na Slici 97. PCA faktorska ravan objaSnjava 13,02% od ukupne varijabilnosti. Osa F1
objadnjava 7,06%, dok osa F2 objanjava 5,96% ukupne varijabilnosti. Varijable koje najviSe doprinose objadnjenju
faktora F1 su: p-metilacetofenon, a-terpinen-7-al, a-bisabolol-oksid B, m-menta-1(7),8-dien, p-menta-2,4(8)-dien,
mentofuran, kariofil-7(8)-en-6-ol, a-sinensal, 14-hidroksi-a-humulen, epi-a-bisabolol, valeranon, kumin-aldehid, trans-
pinokarveol, humulen-epoksid Il, p-cimen-7-ol, lavandulil-2-metilpropanoat i mirtenol (0,902; 0,894; 0,884; 0,875;
0,875; 0,875; 0,875; 0,874; 0,871; 0,868; 0,843; 0,834; 0,699; 0,675; 0,552; 0,420 i 0,411), dok varijable koja
doprinose objasnjenju faktora F2 su oktanal, metil-palmitat, (E)-2-heksenal, menton, tridekanal, metil-linolenat, (E)-2-
nonenal, (E, E)-2,4-dekadienal, nonanal, metil-linoleat, linalool, dekanal, 2-pentilfuran i p-cimen (0,866; 0,864; 0,857;
0,857; 0,857; 0,857; 0,851; 0,850; 0,846; 0,832; 0,827; 0,758; 0,675 i 0,392). Na 2D dijagramu (Slika 97) jako su se
izdvojile opservacije A5 i A31 (doprinos opservacije faktoru: A31 doprinosi F1 sa 0,921, dok A5 doprinosi F2 sa
0,882) i njihovo izdvojeno mesto je gotovo u potpunosti objasnjeno prethodno navedenim varijablama. Sto se ostalih
uzoraka tiCe, sa odabranim varijablama pre mozemo konstatovati sli¢nosti u pogledu produkcije isparljivih metabolita,

% Sadrzi eudezmanolide alantolakton/izlalantolakton koji se mogu smatrati hemotaksonomskim markerima za tribus Inuleae; problem moze biti
i sledece prirode: da li sadrzaj alantolaktona/izlalantolaktona izdvaja Inuleae od ostalih tribusa, ili je primeceno odstupanje pre u vezi sa
nepostojanjem oksigenaza koje bi ove molekule prevele u neisparljiva jedinjenja, jer eudezmanolidi zajedno sa gvajanolidima i
germakranolidima €ine najcesce biogenetske tipove jedinjenja familije Asteraceae.

37 B-tujon, pinokarvon i 1,8-cineol (16,8; 15,6 i 11,3%), respektivno)

38 kamfor, borneol i 1,8-cineol (23,7; 17,3 i 14,1%), respektivno)

3 1,8-cineol i kamfor (38,6 i 19,9%)

40 kamfor i 1,8-cineol (38,7 i24,1%)

41 B-pinen, B-kariofilen i sabinen (32,6; 16,5; 11,5%)

42 B-pinen, kamazulen, B-kariofilen, 1,8-cineol i germakren D (22,5; 19,4; 14,9; 11,41 11,1%)

431,8-cineol i limonen (24,01 20,9%)

44 B-pinen, trans-B-ocimen i mircen (48,0; 13,91 13,7%)

4 a-pinen i 1,8-cineol (45,7 1 27,1%)

46 a-pinen i 1,8-cineol (48,31 10,3%)
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Slika 97. Grafi¢ki prikaz PCA analize (distribucija opservacija) dobijene kada se za originalne varijable primeni procentualna
zastupljenost komponenata = 1% identifikovanih u makar jednom od 42 Asteraceae taksona — opservacija. Ose (F1 i F2 faktori-
prva i druga glavna komponenta) odnose se na ordinacione skorove uzoraka. Osa F1 doprinosi obja3njenju 7,06%, a osa F2
5,96% ukupne varijanse.
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Slika 98. Graficki prikaz DA distribucije opservacija (uzoraka ulja 42 taksona familije Asteraceae) dobijen primenom kvantitativnih
(relativna zastupljenost komponenata u makar jednom od analiziranih uzoraka = 1%) i kvalitativnih varijabli; kao kvalitativne
varijable primenjeni tribusi subfamilije Asteroideae.
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jer kao Sto se iz prilozenog (Slika 97) moZze videti razlike su nedovoljno izrazene da bi dovele do podele na jasno
izdvojene grupe.

Mala dimenzija opservacija- vrsta koje pripadaju subfamilijama Carduoideae i Chichorioideae onemoguéila
je da se DA analiza izvr§i nad skupom opservacija koje bi kao kvalitativne varijable imale pripadnost subfamilijama
familije Asteraceae. Diskriminaciona analiza na izdvojenom uzorku opservacija kada se za kvalitativne varijable zada
pripadnost tribusima u okviru subfamilije Asteroideae (Anthemideae, Astereae, Gnaphalieae, Heliantheae, Inuleae i
Senecioneae) je sprovedena i prikazuje (Slika 98) da primena originalnih varijabli, komponenata ulja sa
procentualnom zastuplienod¢u = 1%, ne moZe biti primenjivana za povezivanje hemijskih profila etarskih ulja sa
taksonomskim kategorijama tipa tribusa pomenute subfamilije. Predikcija postavljenog modela za slucaj pripadnosti
tribusima u okviru subfamilije Asteroideae (procenat predikcije 42,50%) je mala.

4.3.2.2. Transformisane varijable- monoterpenski strukturni tipovi

Kada se za transformisane varijable za slu¢aj familije Asteraceae primene komponente ulja sumirane prema
pripadnosti monoterpenoidnim strukturnim tipovima, AHC analiza daje podelu na tri grupe ulja (Slika 99a). Grupa ulja
C1 je najheterogenija (33 opservacije); u okviru grupe najveéi stepen slinosti dele opservacije A4, A13, A21, A3,
A24, A7, A11, A15 i A34 okarakterisane relativno niskim sadrzajem monoterpenoida 0,6-15,4%, i prisustvom klasa
mentanskog (0,05-6,5%) i acikliénog (0,05-7,5%) strukturnog tipa. Ovom klasteru ne pripadaju vrste familije
Asteraceae, tribus Anthemideae (osim opservacije A34- koren bilike; u vezi ove opservacije zapazanja su ve¢
izneta). Opservaciie A10, A2, A8, kao i A1, A5 i A30 pripadaju istoj podgrupi; karakteriSe ih nesto veéi sadrzaj
monoterpenoida (17,9-50,75%) mentanskog (19,1-40,1%), acikliénog (0,1-9,8%) i pinanskog (0,05-5,5%) skeletnog
tipa. Opservacije A40-A20 (Prilog 6, Slika 98b) imaju jako izrazen sadrzaj mentanskog i pinanskog skeletnog tipa, ali
produkcija ovih tipova izgleda da nije uslovliena pripadno$¢u jednom tribusu, jer makar po jedan predstavnik svih
tribusa subfamilije Asteroideae nalazi mesto u ovoj podgrupi. Opservacija A18 (grupa C3) izdvojila se u monotipski
klaster zbog znacajnog procenta (21,1%) relativno retkog skeletnog tipa- fenhanskog, a bliska je grupi C2 po
sadrZaju monoterpena kamfanskog tipa (42,9%). U grupi C2 izdvajaju se dva klastera koji predstavijaju subfamiliju
Asteroideae (uglavnom tribus Anthemideae: opservacije A32, A33, A37, A14, Ad1 i A42; A26 i A27), a njihova
zajedniCka karakteristika je supresija biosinteze acikli¢nih (minimalna produkcija 0,05-0,8%) i favorizovana produkcija
pinanskog, kamfanskog i mentanskog (iregularnog tipa za opservacije A26 i A27) skeletnog tipa.

PCA korelaciona matrica za opservacije koje pripadaju familiji Asteraceae (skeletni tipovi monoterpenoida
identifikovani u uzorcima ulja primenjeni za transformisane varijable) daje umereni stepen korelacija izmedu
kamfanskog (sa bornanskim) i izo-kamfanskog (0,657), izo-kamfanskog i tricikliénog (0,741) i kamfanskog (sa
bornanskim) i tricikliénog (0,439) skeletnog tipa, Sto sugeriSe na njihovo zajednicko biosintetsko poreklo. Naime,
navedeni monoterpenski strukturni tipovi mogu nastati preko zajedni¢kog karbokatjona kao intermedijera (Sema 11),
a moguce je i da iste sintaze u€estvuju u transformaciji do krajnjeg molekula/tipa. Koeficijenti korelacija koji bi doveli
u neposrednu vezu ostale strukturne tipove su veoma mali, pa bez obzira na veliku zastupljenost i tendenciju da se
javljaju u istom uzorku mentani, tujani i pinani (usled nepostojanja korelacije u Pearson-ovoj matrici) izgleda da se
biosintetiSu pod uticajem razli¢itih sintaza. 2D dijagram PCA analize prikazan je na Slici 100. PCA faktorska ravan
objadnjava 38,40% od ukupne varijabilnosti. Osa F1 objadnjava 23,99%, dok osa F2 objasnjava 14,41% ukupne
varijabilnosti. Transformisane varijable koje doprinose objaSnjenju faktora F1 su monoterpeni izo-kamfanskog (sa
bornanskim), kamfanskog skeletnog tipa i tricikli¢ni (cos? 0.797, 0.626 i 0.716, respektivno), dok su iregularni
monoterpenoidi odgovorni za najveci doprinos objasnjenju faktora F2 (0,541). Izdvojene opservacije na 2D dijagramu
(Slika 100) korespondiraju rezultatima AHC analize (grupe ulja C2i C3).
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Slika 99a. Klasteri izdvojeni presecanjem dendograma (AHC analiza) koji predstavlja meru razli¢itosti hemijskog sastava uzoraka
etarskih ulja 42 taksona familije Asteraceae (opservacija). Strukturni tipovi monoterpenoida identifikovanih u uzorcima etarskih
ulja- opservacija kori§¢eni kao transformisane varijable (aciklicni, iregularni, iridoidi, izo-kamfanski, kamfanski, karanski, pinanski,
triciklicni, tujanski i mentanski). Vardov metod je primenjen kao kriterijum za grupisanje, a Euklidova udaljenosti kao kriterijuma
procene stepena razli€itosti grupa (interval 0-76). |zdvojene su tri grupe ulja. C1 (33): A1, A2, A3, A4, A5, A6, A7, A8, A9, A10,
A11, A12, A13, A15, A16, A17, A19, A20, A21, A22, A23, A24, A25, A28, A29, A30, A31, A34, A35, A36, A38, A39, A40; C2 (8):
A14, A26, A27, A32, A33, A37, Ad1, Ad2; C3 (1): A18.
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Slika 100. Graficki prikaz PCA analize (distribucija opservacija) dobijene kada se za transformisane varijable primeni relativna zastupljenost komponenata ulja sumiranih prema
pripadnosti monoterpenskim strukturnim tipovima identifikovanih u makar jednom od 42 Asteraceae taksona - opservacija. Ose (F1 i F2 faktori- prva i druga glavna komponenta)
odnose se na ordinacione skorove uzoraka. Osa F1 doprinosi objasnjenju 23,99%, a osa F14,41% ukupne varijanse.
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Diskriminaciona analiza na izdvojenom uzorku opservacija- slu¢aj familje Asteraceae, kada se za
kvalitativne varijable zada pripadnost tribusima u okviru subfamilije Asteroideae (Anthemideae, Astereae,
Gnaphalieae, Heliantheae, Inuleae i Senecioneae), prikazuje (Slika 101) da primena transformisanih varijabli
(skeletnih tipova monoterpenoida) nije primenljiva za povezivanje sa taksonomskim kategorijama, i ne prati ni jednu
do sada poznatu klasifikaciju. Predikcija postavlienog modela za sluéaj pripadnosti tribusima u okviru subfamilije
(procenat predikciie 12,50%) je mala.
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Slika 101. Grafiéki prikaz DA distribucije opservacija (uzoraka ulja 42 taksona familije Asteraceae) dobijen primenom
kvantitativnih (transformisanih varijabli; relativna zastuplienost komponenata ulja sumiranih prema pripadnosti monoterpenskim
strukturnim tipovima) i kvalitativnih varijabli (tribusa subfamilije Asteroideae).

4.3.2.3. Transformisane varijable- seskviterpenski strukturni tipovi

Kada se kao transformisane varijable primene komponente ulja sumirane prema pripadnosti strukturnim
tipovima seskviterpena (41), AHC analiza daje podelu na Cetrnaest grupa ulja. Grupa koja se najviSe razlikuje je
predstavijena opservacijom A2 (Tabela 5). Za nju je karakteristéno prisustvo kopaanskog skeleta (7,5%) i retkih
seskviterpenskih tipova: zizana, hamigrana i sativana (2,7; 2,5 i 2,1%, respektivno). Grupe C12, C7 i C13, takode
odstupaju od ostalih na dendogramu (sa dendograma se uoCava i ve¢a sli¢nost izmedu C7 i C13), i sve su
monotipske (A31, A11 i A34, respektivno). Grupu C12 (A31) karakteriSu valeranski i akoranski skeletni tip (3,0 i
0,6%), a grupe C7 (A11) i C13 (A34) trikvinani (2,2 i 5,1%) sa jako izrazenom produkcijom acikliénog (A11, 26,6%),
odnosno kadinanskog (A34, 34,2%) skeleta. Grupe ulia C9-C3 (Slika 102a) odlikuju se prisustvom uobi¢ajenih
seskviterpenskih skeleta: kariofilana ifili germakrana i/ili kadinana ifili eudezmana i/ili aromadendrana, a razlika koja
se kod njih moze uoCiti zasniva se na razliCitim relativnim procentima. Za po taksonomskoj pripadnosti heterogenu
grupu (C3), karakteristicna je mala procentualna zastuplienost seskviterpenoida (0,35-6,4%, aromadendranski ifili
kadinanski i/ili germakranski skelet). Ne deluje moguce sagledati vezu izmedu produkcije naroCitog seskviterpenskog
tipa i taksonomskih kategorija bilo kog ranga, vezu izmedu tipa skeleta i prinosa ulja, niti utvrditi postojanje zavisnosti
produkcije naroCite klase i faktora sredine. Graficki prikaz AHC analize dat je na Slici 102a (Prilog 6, Slika 102b).
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Slika 102a. Klasteri izdvojeni presecanjem dendograma (AHC analiza) koji predstavlja meru razli€itosti hemijskog sastava
uzoraka etarskih ulja 42 taksona familije Asteraceae (opservacija). Klase tipova seskviterpenoida identifikovanih u uzorcima
etarskih ulja koris¢ene za transformisane varijable (akoranski, bergamotanski, hamigranski, kedranski, zizanski, humbertanski,
santalanski, tujopsanski, aristolanski, eremofilanski, aciklicni, drimanski, daukanskii, kubebanskii, padulanski, salviolanski,
himahalanski, longipinanski, iregularni, bisabolanski, kopakamfanski, burbonanski, humulanski, amorfanski, gvajanski,
germakranski, kalamenenski i kolokaranski, longifolanski, longibornanski, muurolanski, aromadendranski, valeranski, kadinanski,
kariofilanski, eudezmanski, elemanski, kopaanski, oplopanski, petazitanski, trikvinanski). Vardov metod je primenjen kao
kriterijum za grupisanje, a Euklidova udaljenosti kao kriterijum procene stepena razli¢itosti grupa (interval 0-218). Izdvojeno je 14

grupa ulja: C1 (3): A1, A8, A18; C2 (1): A2; C3 (17): A3, A5, A9, A12, A4, A15, A22, A23, A26, A27, A28, A29, A33, A39, A40, A41, Ad2; C4 (1): Ad; C5 (3):
A6, A7, A17; C6 (6): A10, A16, A19, A25, A32, A37; CT (1): A11; C8 (1): A13; C9 (4): A20, A30, A36, A38; C10 (1): A21; C11 (1): A24; C12 (1): A31; C13 (1):
A34; C14 (1): A35.

PCA korelaciona matrica za opservacije koje pripadaju familiji Asteraceae, (transformisane varijable
seskviterpenski skeletni tipovi), daje mali broj relativno jakih korelacija koje se tumace ili posredovanjem zajednickog
biosintetskog intermedijera: strukture kedranskog i tujopsanskog tipa (0,975)*" nastaju posredovanjem (Z,E)-farnezil
katjona ili bisabolil katjona, strukture sativanskog i kopaanskog skeleta (0,883) nastaju na istoj grani biosintetskog
puta (verovatno delovanjem istog enzimskog seta), odnosno nastaju Wagner-Meerwajn-ovim premestanjem:
longifolanski nastaje iz longibornskog skeleta 1,2-C migracijom (0,912). Rezultat PCA analize prikazan je na Slici
103. PCA faktorska ravan objasnjava 25,57% od ukupne varijabilnosti komponenata prisutnih u svim analiziranim
uzorcima. Osa F1 objadnjava 13,67 %, dok osa F2 objadnjava 11,90% ukupne varijabilnosti. Transformisane
varijable koje najvise doprinose objasnjenju faktora F1 su seskviterpenski tipovi: hamigranski, zizanski, sativanski,
kopaanski, kalamenenski i kolokaranski, eremofilanski i kadinanski (0,903; 0,893; 0,855; 0,812; 0,787; 0,658 i 0,349,
respektivno), dok varijable koja doprinose objaSnjenju faktora F2 su akoranski, valeranski, longibornanski,
longifolanski, bisabolanski i gvajanski (0,561; 0,538; 0,427; 0,378; 0,288 i 0,188, respektivno). Na 2D prikazu (Slika
103) dat je prikaz opservacija skoncentrisanih oko faktora F1 i F2. Nedostatak diferencijacije, i neobjasnjiva
povezanost pojedinih (ako ne i vecine) primenjenih opservacija doprinose da varijable ovog tipa budu od male
upotrebne vrednosti, ili u potpunosti neupotrebljive pri hemotaksonomskim analizama.

47 ne opisuje relacije izmedu akoranskih, odnosno kuparanskih derivata, €ijim preuredenjem nastaju dve navedene strukture
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DA analiza na izdvojenom uzorku opservacija- slucaj familije Asteraceae, kada se za kvalitativne varijable
zada pripadnost tribusima u okviru subfamilije Asteroideae (Anthemideae, Astereae, Gnaphalieae, Heliantheae,
Inuleae i Senecioneae), prikazuje (Slika 104) da primena transformisanih varijabli tipova skeleta seskviterpenoida ne
prati taksonomsku klasifikaciju. Predikcija postavljenog modela za slu¢aj pripadnosti tribusima u okviru subfamilije
Asteroideae (procenat predikcije 42,50%) je mala.
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Slika 103. Graficki prikaz PCA analize (distribucija opservacija) dobijene kada se za transformisane varijable primeni relativna
zastupljenost komponenata ulja sumiranih prema pripadnosti seskviterpenskim strukturnim tipovima identifikovanih u makar
jednom od 42 Asteraceae taksona - opservacija. Ose (F1 i F2 faktori- prva i druga glavna komponenta) odnose se na
ordinacione skorove uzoraka. Osa F1 doprinosi objasnjenju 13,67%, a osa F2 11,90% ukupne varijanse.
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Slika 104. Graficki prikaz DA distribucije opservacija (uzoraka ulja 42 taksona familije Asteraceae) dobijen primenom
kvantitativnih (transformisanih varijabli; relativna zastuplienost komponenata ulja sumiranih prema pripadnosti seskviterpenskim
strukturnim tipovima) i kvalitativnih varijabli (tribusa subfamilije Asteroideae).
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4.3.2.4. Transformisane varijable- isparljivi metaboliti svedeni na klase

AHC analiza kada se za transformisane varijable koriste isparljivi metaboliti svedeni na klase jedinjenja
(klasa terpena predstavljena je hemiterpenoidima- HT, monoterpenskim ugljovodonicima- MH, oksigenovanim
monoterpenima- MO, seskviterpenskim ugljovodonicima- SH, oksigenovanim seskviterpenima- SO, diterpenskim
ugljovodonicima- DH, oksigenovanim diterpenima- DO, klasa metabolita nastala iz karotenoida (transformacijom)-
CR, klasa metabolita koji vode poreklo iz ikimatnog biosintetskog puta- ArC,, masne kiseline i derivati masnih
kiselina- FAD, - GL i identifikovana jedinjenja koja strukturom nisu mogla da se povezu sa ma kojim od prethodno
ponudenih kriterijuma klasifikacije — O) i njihova relativna zastuplienost daje podelu na sedam grupa ulja, a graficki
prikaz analize predstavljen je na Slici 105a.0pservacije A3 i A5 ¢ine grupu C3 koju odlikuje prisustvo ,GL" metabolita
(38,31 37,6%). Opservacije A4, A8 i A13 predstavljaju sledecu grupu ulja, C4, koju karakteriSu klase FAD (29,8; 42,7
i 41,6%, respektivno) i SO (43,0; 17,1 i 17,3%, respektivno). | jedna i druga grupa sadrze predstavnike subfamilije
Cichorioideae, pa upotreba ovakvih transformisanih varijabli moze biti od koristi za uporedivanje Asteraceae vrsta na
nivou subfamilija. Najve¢a razlika na dendogramu uoCava se za monotipske klastere- grupe C5 i C6 kojima pripadaju
opservacije A15 (ArC,, 86,7%) i A27 (MO, 74,3%). Monotipski klaster C7 (A34) karakterise SO/SH kao dominantna
klasa (64,4 i 21,8%). Grupom ulja C1 dominaniraju oksigenovane frakcije MO i SO (uglavnom su u pitanju vrste koje
nastanjuju planinske predele). Grupa ulja C2 ima izrazeno prisustvo ugljovodoni¢nih frakcija MH i SH.
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Slika 105a. Klasteri izdvojeni presecanjem dendograma (AHC analiza) koji predstavlja meru razliCitosti hemijskog sastava
uzoraka etarskih ulja 42 taksona familije Asteraceae (opservacija). Klase jedinjenja identifikovanih u uzorcijma etarskih ulja
koriS¢ene za transformisane varijable (HT- hemiterpenoidi, MH- monoterpenski ugljovodonici, MO- oksigenovani monoterpeni,
SH- seskviterpenski ugljovodonici, SO- oksigenovani seskviterpeni, DH- diterpenski ugljovodonici, DO- oksigenovani diterpeni,
CR- karotenoidi, ArCr- metaboaliti koji vode poreklo iz Sikimatnog puta, FAD- masne kiseline i derivati masnih kiselina, GL- ,green
leaf” metaboliti, O- ostali neklasifikovani metaboliti). Vardov metod je primenjivan kao kriterijum za grupisanje, a Euklidova

udaljenosti kao kriterijum procene stepena razliCitosti grupa (interval 0-99). Izdvojeno je 7 grupa ulja. €1 (17): A1, A6, A11, A14, A17,
A18, A26, A29, A30, A31, A33, A35, A37, A39, Ad0, Ad1, Ad2; C2 (17): A2, A7, A9, A10, A12, A16, A19, A20, A21, A22, A23, A24, A25, A28, A32, A36, A38; C3
(2): A3, A5; C4 (3): Ad, A8, A13; C5 (1): A15; C6 (1): A27; CT7 (1): A34.
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Slika 106. Graficki prikaz PCA analize (distribucija opservacija) dobijene kada se za transformisane varijable primeni relativna zastupljenost komponenata ulja
identifikovanih u makar jednom od 42 Asteraceae taksona — opservacija, sumiranih prema pripadnosti odgovarajucoj klasi jedinjenja. Transformisane varijable: HT-
hemiterpenoidi, MH- monoterpenski ugljovodonici, MO- oksigenovani monoterpeni, SH- seskviterpenski ugljovodonici, SO- oksigenovani seskviterpeni, DH- diterpenski
ugljovodonici, DO- oksigenovani diterpeni, TT- triterpenoi, CR- karotenoidi, ArCr- metaboliti koji vode poreklo iz Sikimatnog puta, FAD- masne kiseline i derivati masnih
kiselina, GL- »green leaf« metaboliti, O- ostali neklasifikovani metaboliti. Ose (F1 i F2 faktori- prva i druga glavna komponenta) odnose se na ordinacione skorove
uzoraka. Osa F1 doprinosi objaSnjenju 20,33%, a osa F12,58% ukupne varijanse.)
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PCA statistiCka analiza kada su kao varijable kori§Cene transformisane, prikazana je na Slici 106. PCA
faktorska ravan objasnjava 32,91% od ukupne varijabilnosti komponenata prisutnih u svim analiziranim uzorcima.
Osa F1 objaSnjava 20,33%, dok osa F2 objadnjava 12,58% ukupne varijabilnosti. Transformisane varijable koje za
ovaj slu¢aj najviSedoprinose objasnjenju faktora F1 su CR, FAD, DO i TT (sa vrednostima za cos? 0,814, 0,692,
0,552 i 0,378, respektivno), a varijable koje doprinose objasnjenju faktora F2 su SO, ALK i SH (0,527, 0,285 i 0,254,
respektivno). Na 2D prikazu (Slika 106) dat je prikaz transformisanih varijabli i opservacija skoncentrisanih oko
faktora F1i F2.

DA analiza na izdvojenom uzorku opservacija- slu¢aj familije Asteraceae kada se za kvalitativne varijable
zada pripadnost tribusima u okviru subfamilije Asteroideae (Anthemideae, Astereae, Gnaphalieae, Heliantheae,
Inuleae i Senecioneae), prikazuje da primena transformisanih varijabli nije pokazala vezu izmedu isparljivin
metabolita svedenih na klase i taksonomske klasifikacije na nivou tribusa u okviru subfamilije Asteroideae (Slika
107). Predikcija postavljenog modela za slu€aj pripadnosti tribusima u okviru subfamilije (procenat predikcije 42,50%)
je mala.

Ohservations (axes F1and F2: 75.83 %)
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Slika 107. Graficki prikaz DA distribucije opservacija (uzoraka ulja 42 taksona familije Asteraceae) dobijen primenom
kvantitativnih (transformisanih varijabli; relativna zastupljenost komponenata ulja sumiranih prema pripadnosti odgovarajucoj
klasi jedinjenja) i kvalitativnih varijabli (tribusi subfamilije Asteroideae).

4.3.3. Familija Lamiaceae
4.3.3.1. Originalne varijable sa relativnom procentualnom zastupljeno$éu 2 1%

AHC analiza daje podelu na pet grupa ulja, a dendogram nastao po presecanju prilikom grupisanja dat je na
Slici 108a. Najveci stepen homogenosti opservacija unutar grupa je za grupe C4 (100,303; opservacije L17, L18, L74
predstavljaju vrstu S. ionica, Tabela 5) i C1 (204,143; opservacije L1-L3 predstavljaju vrstu S. menthifolia sa PI.
Biokovo, opisane kao locus clasicus, Tabela 5), dok je najmanji stepen homogenosti u grupi C3. Grupu C1
karakteriSe najvec¢a Euklidova udaljenost, tj. najveéi stepen razliCitosti od ostalih grupa (opservacija). Grupa ulja C4
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je bliska grupi C2, a zajedni¢ka karakteristika koju dele ove dve grupe ulja je pripadnosti rodu Stachys. Predstavnici
grupe C4, kao i veCina predstavnika grupe C2 (osim opservacija L25 (sekcija Stachys), L80, L81 (sekcija Candida) i
L84 (sekcija Aucheriana)) veCinom pripadaju sekciji Swainsonianeae. Medutim, opservacije grupe C2 mahom
predstavljaju podvrste S. swainsonii, a tipian predstavnik vrste S. swainsonii subsp. swainsonii (opservacije L13,
L14, L67), odvojen od ostalih u zaseban klaster i bliZi je opservacijama L80, L81 (Tabela 5) iz sekcije Candida, nego
opisanim i razmatranim podvrstama S. swainsonii (uporediv sadrzaj abietatriena (1,4-3,1%), benzil-benzoata (0,7-
3%) i a-kurkumena (0,7-5,6%)). Za podvrste S. swainsonii nije uoCena konstantnost hemijskog sastava, ve¢ naprotiv,
jako je izraZzena hemovarijabilnost; u okviru grupe ne postoje klasteri koji u najblizu vezu dovode predstavnike iste
vrste sa razliCitih lokaliteta, tj. do izrazaja dolazi intrapopulaciona ifili interspecijska diferencijacija (hemotipifikacija).
Verovatno je pretpostaviti da je za ovako stanje odgovorna intezivna izmena gena, {j. da je moguée da navedene
podvrste zapravo predstavijaju (infra ifili intraspecijske) hibride, Sto je tokom vremena za posledicu proizvelo
diferencijaciju na podvrste (i one sve zapravo potiCu od istih roditeljskih vrsta). U prilog ovoj tvrdnji ide i to da su sve
podvrste prostorno blisko povezane- skoncentrisane oko Korintskog moreuza (prefekture Korint, Viotia, Attiki, Fokida
pripadaju centralnom delu Gréke). Intenzivan tok gena, potpomognut efektom adaptacije na specificne klimatske ifili
sredinske uticaje (Persson, 1981) verovatno da je doprineo da isparljivi sekundarni metaboliti koji su (eventualno)
mogli da ukazu na povezanost, ili na specifian roditeljski takson potpuno is€eznu, ili da budu manje izrazeni.
Pripadnici iste sekcije (Swainsonianeae) koji nastanjuju Balkansko poluostrvo (grupa C3: L79, L27, L75, L29, L21 i
Citava grupa C1 (L1-L3)), odnosno predstavnik iste podvrste (grupa C3, L11) koji nastanjuje zapadnu Gréku, nalaze
se grupisane na drugadiji nacin, $to samo potvrduje delovanje klimatskog faktora. Razlikovanje taksona na osnovu
pripadnosti subfamiliji primenom originalnih varijabli (komponente ulia = 1%) ne deluje da je moguce.
Najheterogenija grupa C3 sastoji se od predstavnika subfamilije Lamioideae i Nepetoideae, a u grupi C5 se moze
primetiti da postoji veéi stepen sliCnosti izmedu uzoraka subfamilije Lamioideae koji poti€u sa podrucja isto¢ne i
jugoistocne Srbije (L88, L66, L87, L59, L61, L65, L62, L60, L63, Tabela 5), nego sa uzorcima poreklom iz Mediterana
(L73, L83, Tabela 5). Treba napomenuti i to da navedena grupa podataka potiCe iz iste istraZivacke laboratorije.

PCA analiza za opservacije koje pripadaju familiji Lamiaceae, komponente ulja = 1% uzete za originalne
varijable, prikazana je na Slici 109. PCA faktorska ravan objaSnjava 8,76% od ukupne varijabilnosti. Osa F1
objadnjava 4,73%, dok osa F2 objasnjava 4,03% ukupne varijabilnosti. Varijable koje najvie doprinose objadnjenju
faktora F1 su heneikozan, trans-fitol, heptakozan, 2-feniletanol, cis-3-heksen-1-ol, dokozan, benzil alkohol,
hentriakontan, (Z)-2-penten-1-ol, (Z)-2-heksen-1-ol, palmitinska kiselna, heksahidrofarnezil aceton, pentadekanal,
fenilacetaldehid, pentakozan, y-kadinen, (E,E)-2,4-heksadienal, trikozan, germakren B, 6-kadinen, a-zingiberen,
miristicin, metil tetrakozanoat, T-muurolol i Siobunol (0,367; 0,360; 0,326; 0,325; 0,324; 0,301; 0,281; 0,260; 0,255;
0,249; 0,241; 0,240; 0,238; 0,223; 0,204; 0,185; 0,183; 0,178; 0,171; 0,144; 0,142; 0,141; 0,130; 0,119; 0,099,
respektivno), dok varijable koja doprinose objasnjenju faktora F2 su frans-izolongifolanon, 2-keto-manoil oksid, p-
metoksiacetofenon, lariksol, 8a-acetoksielemol, kriptomeridiol, oplopanon, globulol, B-eudezmol, y-eudezmol,
izopimara-9(11),15-dien, 8a,11-elemodiol, valeranon, trans-labda-7,12,14-trien, elemol i a-eudezmol (0,719; 0,685;
0,632; 0,628; 0,622; 0,536; 0,532; 0,506; 0,506; 0,499; 0,497; 0,464; 0,307; 0,287; 0,236 i 0,21). Na 2D prikazu
(Slika 109) dat je prikaz opservacija skoncentrisanih oko faktora F1 i F2. Rezultati PCA prate rezultate AHC analize.
UocCava se “gruba” podela na tri grupe. Izdvojene opservacije L1-L3 (predstavljene C1 grupom u AHC) Eine uzorci S.
menthifolia iz Hrvatske. KarakteriSe ih specifi€an sastav ulja, sa jedinjenjima koja mogu da posluze kao
hemotaksonomski marker za razlikovanije vrsta koje poti€u sa lokaliteta Velebit, od Evropskih ifili sub-Mediteranskih
S. menthifolia vrsta (ali i od ostalih opservacija uzetih u obzir). Komponenta trans-izolongifolanon identifikovana je po
prvi put u uzorku S. menthifolia, odnosno u uzorku vrste Stachys, ali identifikacija takvog jedinjenja nije jedinstven
slucaj u familiji Lamiaceae (Silva et al., in press; Viturro et al., 2000), jedinjenja trans-labda-7,12,14-trien (Lazarevi¢
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Slika 108a. Klasteri izdvojeni presecanjem dendograma (AHC analiza) koji predstavlja meru razliCitosti hemijskog sastava
uzoraka etarskih ulja 89 taksona familije Lamiaceae (opservacija). Za varijable koriS¢ena procentualna zastupljenost
komponenata = 1% (identifikovanih u makar jednom od 89 uzorka- opservacija). Vardov metod koriS¢en kao kriterijum za

grupisanje, Euklidova udaljenost kao kriterijum procene stepena razli¢itosti grupa (interval 0-992). Izdvojeno je 5 grupa ulja: c1
(3): L1, L2, L3; €2 (19): L4, L5, L6, L7, L8, L9, L10, L12, L13, L14, L15, L16, L25, L67, L76, L8O, L81, L84, L8Y; C3 (53): L11, L19, L20, L21, 122, L23, L24, L26,
L27, 128, L29, L30, L31, L32, L33, L34, L35, L36, L37, L38, L39, L40, L41, L42, L 43, L44, L 45, 146, L47, 148, L49, L50, L51, L52, L53, L54, L55, L56, L57, L58,
L64, L68, L69, L70, L71, L72, L75,L77,L78, L79, L82, L85, L86; C4 (3): L17, L18, L74; C5 (11):L59, L60, L61, L62, L63, L65, L66, L73, L83, L87, L88.

et al., 2010d) i oplopanon (Awadh Ali et al., 2010) identifikovana su u uzorcima nekoliko vrsta Stachys, dok se
hemotaksonomskim markerima (za vrste koje poticu sa lokaliteta Velebit, i &ine poseban hemotip) mogu smatrati
jedinjenja 8a-acetoksielemol (identifikovano u ulju L1-L3 6,9-21,3%; do sada identifikovano u Sideritis bilgerana
(Iscan et al., 2005)), 8a,11-elemodiol (0,3-1,9%; Juniperus, Utsumi et al., 2009), kriptomeridiol (0,5-6,7%; Artemisia
campestris (Akrout et al., 2005), Valeriana wallichii (Sati et al., 2005)), 2-keto-manoil-oksid (0,7-1,2%; Morén et al.,
2005) i lariksol (0,4-1,1%, J. oxycedrus (Marongiu et al., 2003)). Neka od pomenutih jedinjenja su sastojci smolnih
materija Cetinara, pa je u vezi sa tim i izvesna sumnja u njihovo pravo poreklo (kontaminanti analiziranog materijala),
mada je u poslednje vreme sve veéi broj radova koji prijavljuju diterpenoide kao Ceste konstituente etarskih ulja vrsta
Stachys. p-Metoksiacetofenon (4,5-17%) je prema bioloSkoj funkciji feromon (http://www.chemicalland21.com), i
predstavlja zajednicku karakteristiku opservacija L1-L3 i L59, L60, L61, L62, L63, L65, L66, L73, L83, L87, L88. Nije
isklju¢eno da rodovi Stachys, Lamium i Ajuga imaju iste mehanizme specijalizovane za privlaenje polinatora.
Komponente koje izdvajaju opservacije L59, L60, L61, L62, L63, L65, L66, L73, L83, L87, L88 u posebnu grupu na
2D dijagramu nisu tako neuobiajene, pa se ne mogu smatrati jedinjenjima koja bi mogla da budu od
hemotaksonomskog znacaja, osim za opservaciju L66- kumarin (22,7%). lzdvojenu grupu karakteriSe prisustvo
alkana heneikozana (0,05-1%) i dokozana (0,1-1%) i heptakozana (0,05-8,5%) koji moZe biti prisutan i u velikom
procentu, signalnih molekula atraktanata i/ili feromona: 2-feniletanol (0,05-1,5, nije prisutan u uzorcima L59 i L61) i
benzil alkohol (0,05-1,2), kao i odsustvo y-kadinena. Ovu grupu karakteriSe prisustvo “GL” metabolita: (Z)-3-heksen-
1-ol (2,5-14,1%), i metabolita rede detektovanih u uzorcima ulja (Z)-2-heksen-1-ol i (Z)-2-penten-1-ol. Izvesna
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jedinjenja poput palmitinske kiselne (0,1-10,7%), heksahidrofarnezilacetona (0,5-7,4%) i fenilacetaldehida*® (0,1-
8,2%, u uzorcima Lamium prisutan u manjim, a u ostalim uzorcima iz ove grupe (Stachys, Ajuga) u relativno vecim
koli¢inama (1,4-8,2%) povezuju ovu grupu sa grupama bliskih opservacija iz AHC analize C1, odnosno C3. Na
dijagramu takode mozemo primetiti da postoji grupa od tri opservacije- grupa ulja C4, blize osi koja opisuje F1 faktor
(L17, L18 i L74), koja je kao Sto je i AHC analiza predvidela, bliska grupama C2 i C3. Opservacije pod klasterom koji
pripada grupi ulia C4 (S. ionica, Tabela 5) odlikuju se relativno visokim sadrzajem oksigenovanih acikli¢nih: (E)-
nerolidol (14,3-14,9%) i a-sinesal (2,1-10,5%), kadinanskih: a-kadinol (8,8-13,1%), a-muurolol (0,9-7,9%) i
aromadendranskih: epi-globulol (1,8-3,6%) derivata.
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Slika 109. Graficki prikaz PCA analize (distribucija opservacija) dobijene kada se za originalne varijable primeni procentualna
zastupljenost komponenata = 1% identifikovanih u makar jednom od 89 uzoraka etarskih ulja Lamiaceae taksona - opservacija.
Ose (F1i F2 faktori- prva i druga glavna komponenta) odnose se na ordinacione skorove uzoraka. Osa F1 doprinosi objasnjenju
4,73%, a osa F2 4,03% ukupne varijanse.

Za vrste roda Stachys, osim za uzorake S. ionica i S. swainsonii subsp. swainsonii primecena je razlika u hemijskom
sastavu isparljivih metabolita, koja je u nekim sluc¢ajevima u tolikoj meri izrazena da dolazi do preraspodele, ne samo
u okviru vrsta, nego i podvrsta u zasebne klastere. Ova razlika (najverovatnije) u velikoj meri koreliSe sa uslovima koji
su vezani za staniste sa koga ispitivani taksoni potiéu. Tako npr. za vrstu S. plumosa (L21, L27, L79), sekcija
Swainsonianeae uzorak sa teritorije juzne Srbije (L21), se razlikuje od uzorka koji poti€u iz jugoistoéne Srbije (L27,
L79) po znatno veéem sadrzaju o- (35,8; 0,8; 2,1%, respektivno) i B-pinena (31,7; 2,4; 4,2, respektivno), i znatno
manjem sadrZaju abietatriena (3,5; 61,2; 45,5%, respektivno), Sto uslovljava njihovu podelu na udaljene
opservacije/klastere (doduSe u okviru iste grupe ulja, C3), gde se i na osnovu AHC moZe konstatovati veca sliénost
L21 sa uzorcima koji pripadaju sekciji Olisia i Stachys (S. recta i S. sylvatica: L28, L19, L26, L70, L78). Opservacije
za vrstu S. sylvatica (L22, L23, L26, L28, L77) pokazuju manji stepen razlike (grupiSuci sa na prostoru bliskom
koordinatnom pocetku na grafiku 2D prostora, ili pripadaju srodnoj grupi klastera), pri ¢emu je najvece odstupanje za

48 Ove komponente se srecu i u ostalim Lamiaceae biljkama, ali su njihove koli€ine reda velicine tr-1,3%.
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Slika 110. Graficki prikaz distribucije opservacija — (uzoraka ulja 89 taksona familije Lamiaceae) u DA analizi dobijen primenom kvantitativnih (originalnih) varijabli (procentualna zastupljenost
komponenata = 1% identifikovanih u makar jednom od 89 uzoraka etarskih ulja) i kvalitativnih varijabli: a) za kvalitativne varijable primenjena pripadnost subfamiliji Lamiaceae b) za kvalitativne varijable
primenjena pripadnost tribusima subfamilije Nepetoideae.
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vrste L77 i L26 (Tabela 5). Obe vrste se odlikuju prisustvom diterpena: L77 abietanskog i labdanskog tipa
(abietatrien, 1,7%, sklareol, 1%), dok se L26 odlikuje diterpenima labdanskog i kauranskog (prisutni u tragovima).
Stachys recta vrste se takode razlikuju, a najveca razlika se uoCava kod opservacija L87 i L88, a varijabilnost u
odnosu na ostale opisana je F1 faktorom na 2D prikazu (grupa ulja C5 u AHC analizi). Ove opservacije, dobijene su
analizom izvedenom u istoj laboratoriji (broj identifikovanih komponenata u odnosu na ostale taksone iste
taksonomske grupe (sadasnje ispitivanje) je znatno veéi i premaSuje 90 komponenata po uzorku), potiéu iz iste
sezone, i imaju za razliku od ostalih opservacija (iste taksonomske grupe) izrazenu n-alkansku i kiselinsku frakciju.
Na dijagramu (Slika 109) za ostale opservacije iste taksonomske grupe (L19, L69, L70, L71, L72) ne postoje ostro
izrazene razlike, mada se mogu uo€iti pojedinosti na koje treba obratiti paZnju u nekim buduéim istraZivanjima, jer bi
mozda bili od pomodéi pri klasifikaciji taksonomski komplikovane grupe S. recta na podvrste. NaveS¢u neke od njih:
opservacije sa teritorije Srbije i Hrvatske (L19, L68, L70, L72, L87) karakteriSe relativno bliska koli¢ina ( E)-nerolidola
(0,6-3,6%), opservacije L19, L68 i L187 relativno visoka koli¢ina germakrena D (10,3-27,1%), uzorke L70, L71 i L88
relativno visoka koli¢ina 1-okten-3-ola (12,4-33,8%). Opservacije L69 i L71 karakteriSe izrazena monoterpenska
frakcija sa linaloolom (33,9 i 13%) kao dominantnom komponentom, dok je prisustvo linaloola u ostalim znatno nize.
Dalja ispitivanja u sklopu statistickih analiza nije bilo moguée izvrSititi iz razloga Sto je za svega tri od osam unetih
opservacija izvrSena botani¢ka determinacija do nivoa podvrste.

Diskriminaciona analiza na izdvojenom setu opservacija- sluéaj familije Lamiaceae, kada se za kvalitativne
varijable zada pripadnost subfamiliji (Ajugoideae, Lamioideae i Nepetodieae), odnosno tribusima u okviru subfamilije
Nepetoideae (Elsholtzieae, Lavanduleae, Meriandreae, Nepeteae, Ocimeae, Rosmarineae, Salvieae i Satureieae),
prikazuje (Slika 110) da primena originalnih varijabli (komponente etarskih ulia 21%) ne podrzava aktuelnu
taksonomsku Klasifikaciju, i je kao dopunski metod u taksonomiji ili od ograni¢ene upotrebne vrednosti ili
neprimenljiva. Predikcija postavijenog modela, i za slu€aj pripadnosti subfamilijama familije Lamiaceae (procenat
predikcije 2,25%), ali i za slu€aj pripadnosti tribusima u okviru subfamilije Nepetoideae (procenat predikcije 7,14%) je
veoma mala.

4.3.3.2. Transformisane varijable- monoterpenski strukturni tipovi

Kada se kao ftransformisane varijable za slucaj familije Lamiacaea primene komponente ulja sumirane
prema pripadnosti monoterpenoidnim strukturnim tipovima, AHC analiza daje podelu na Sest grupa ulja (Slika 111a).
Grupa ulja C4 (L30 i L36) Cini zaseban klaster, i u ovoj grupi do izraZaja dolazi najve¢a razlika u isparljivim profilima
kada se za varijable primene monoterpenoidi klasifikovani prema pripadnosti odredenom skeletnom tipu. Ova grupa
se izdvaja (od ostalih) po prisustvu triciklinih monoterpena (triciklen, 0,3; 0,4%). Triciklini terpeni nisu usamljena
pojava za familiju Lamiaceae, Cak se kao primedba mozZe navesti njihova Cesta pojava i ne ba$ mala relativna
procentualna zastuplienost (ponekad predstavljaju dominantne isparljive komponente (Ben Taarit et al., 2010)). Do
sada su identifikovani u brojnim rodovima subfamilije Nepetoideae (Salvia (Ben Taarit et al., 2010), Thymus
(Salgueiro et al., 1997), Origanum (De Martino et al., 2009), Hyptis (Tonzibo et al. 2009), Calamintha (L53),
Micromeria (L54), etc.), pa mozda mogu biti uzimani u obzir kao potencijalni hemotaksonomski markeri za
razlikovanje vrsta subfamilije Nepetoideae od Lamioideae. Grupu ulja C5 (L45, L69) karakteriSe aciklini strukturni tip
(61,0 i 35%), prisustvo mentanskog tipa (14,3 i 5,8%), i male koli¢ine terpenoida iregularnog skeleta (2,0 i 2,1%).
Grupu/klaster C6 (L56) isparljivi iridoidi (nepetalaktoni, 83,6%), poznati isparljivi hemotaksonomski markeri roda
Nepetae. Grupu ulja C2 sacinjava kompleks klastera, odlikuje dominantno prisusvo p-mentanskog skeletnog tipa. U
ovoj grupi se pojedini predstavnici subfamilije Nepetoideae izdvajaju u zaseban klaster koji grupiSe opservacije L53,
L54, L34, L37, L55, L51, L49, L48 i L57, i predstavnici subfamilije Lamioideae, opservacije L84, L89, L12, L4, L16,
L7, L9, L15, L28, L71 i L85 (bez obzira na geografsku pripadnost opservacija). Monotipski C3 klaster (L25),
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odlikuje najveCi procenat monoterpena karanskog tipa (7,4%). Poslednja grupa ulja C1 obuhvata najvei broj
opservacija (60) zdruzenih u pet klastera. Opservacije L41, L86, L33 i L46 izdvojene su u zaseban klaster u okviru
grupe. Odlikuje ih visok sadrzaj acikli¢nih (52,4-96,6%) i p-mentanskih monoterpenoida. Opservacije L26, L44, L79,
L40, L68, L24 i L82 karakteriSe dominacija skeleta pinanskog tipa, dok opservacije L31, L39 i L73 karakteride
struktura p-mentanskog tipa (procenat zastuplienosti nizi nego kod C2 grupe 37,8-48,4%), i mali sadrzaj skeleta
acikliénog tipa (1,3-5,6%). Opservacije koje pripadaju ostatku grupe C1 nisu okarakterisane izraZenom dominacijom
ni jednog od tipova izabranih da predstavljaju klase monoterpenoida, i medu njima se ne moze uociti bitna razlika
(Euklidovo rastojanje blisko 0 ili 0). Razlog takve podele (grupisanja) je jako mala koli¢ina monoterpenoida u ovim
uzorcima. Za vide vrsta roda Stachys primecuje se izostanak svih prethodno uoéenih veza (hemotipifikacija) zbog
male koli¢ine monoterpenoida prisutnih u uzorcima (opservacijama) ovog tipa. Deluje da pripadnost odredenom tipu
monoterpenskog skeleta ima smisla primeniti pre na viSe taksonomske kategorije od nivoa vrste, nego kod samih
vrsta (primenom originalnih procenata kao varijabli se mozda bolje moZe sagledati relacija medu hemotipovima), a u
kojoj meri je utica drugih faktora (osim genetskog za nivoe subfamilije) izraZzen nemoguce je utvrditi.
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Slika 111a. Klasteri izdvojeni presecanjem dendograma (AHC analiza) koji predstavlja meru razlicitosti hemijskog sastava
uzoraka etarskih ulja 89 taksona familije Lamiaceae (opservacija). Strukturni tipovi monoterpenoida identifikovanih u uzorcima
etarskih ulja koriS¢eni kao transformisane varijable (aciklicni, iregulami, iridoidi, izo-kamfanski, kamfanski, karanski, pinanski,
triciklicni, tujanski i mentanski). Vardov metod je primenjen kao kriterijum za grupisanje, dok je Euklidova udaljenosti primenjena

kao kriterijum procene stepena razlicitosti grupa (interval 0-247). |zdvojeno je Sest grupa ulja. €1 (60): L1, L2, L3, L5, L6, L8, L10, L11,
L13, L14, L17, L18, L19, L20, L22, L23, L24, L26, L27, 129, L31, L33, L35, L38, L39, L40, L41, L42, L44, L46, L47, L50, L52, L58, L59, L60, L61, L62, L63, L64,
L65, L66, L67, L68, L70, L72, LT3, L74, 75, L76, L77, L78, L79, L8O, L81, L82, L83, L86, L87, L88; C2 (23): L4, L7, L9, L12, L15, L16, L21, L28, L32, L34, L37,
L43, L48, L49, L51, L53, L54, L55, L57, L71, L84, L85, L8Y; C3 (1): L25; C4 (2): L30, L36; C5 (2): L45, L69; C6 (1): L59.

PCA korelaciona matrica za opservacije koje pripadaju familiji Lamiaceae, tipovi monoterpenskih skeleta
identifikovani u uzorcima ulja uzeti za transformisane varijable, daje visok stepen korelacija izmedu kamfanskog (sa
bornanskim) i izo-kamfanskog (0,949), izo-kamfanskog i triciklicnog (0,942) i kamfanskog (sa bornanskim) i
triciklicnog (0,82) skeletnog tipa, sugeriSe na zajedni¢ko biosintetsko poreklo skeletnih strukturnih tipova (zajednicki

169



Ohservations (axes F1and F2: 44.03 %) Variahles (axes F1and F2:44.03 %)
1
8
075
g L5
# |53
05
d -+
LIES
. * (L35 . 025
i o~ =
1hxi
E‘ E. o e Faranskl P EL
E" 4] 5. i 1 ! * ILSE | * 30 E- 2
E"‘ i EE -0.25 4 \ panansk
1
me=ntan
N E
-3 ¥ tujansk
B |
075
E -1
-3 -2 a 2 4 & E] 10 12 14
-1 375 -05 0325 a 025 @5 075 1
F1{29.37 %
(2 ) F1(29.37 %)

Slika 112. Graficki prikaz PCA analize (distribucija opservacija) dobijene kada se za transformisane varijable primeni relativna zastupljenost komponenata ulja sumiranih prema
pripadnosti monoterpenskim strukturnim tipovima identifikovanih u makar jednom od 89 Lamiaceae taksona - opservacija. Ose (F1 i F2 faktori- prva i druga glavna komponenta)
odnose se na ordinacione skorove uzoraka. Osa F1 doprinosi objasnjenju 4,73%, a osa F2 4,03% ukupne varijanse.
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Slika 113. Graficki prikaz DA distribucije opservacija (uzoraka ulja 89 taksona familije Lamiaceae) dobijen primenom kvantitativnih (transformisanih varijabli; relativna zastupljenost
komponenata ulja sumiranih prema pripadnosti monoterpenskim strukturnim tipovima) i kvalitativnih varijabli: a) za kvalitativne varijable primenjena pripadnost subfamiliji
Lamiaceae b) za kvalitativne varijable primenjena pripadnost tribusima subfamilije Nepetoideae.
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karbokation kao intermedijer, Sema 11), ili na bliskost biosintetskih mehanizama (iste sintaze ugestvuju u
transformaciji do krajnjeg molekula/tipa). Koeficijenti korelacija koji bi doveli u vezu ostale strukturne tipove su veoma
mali. 2D dijagram PCA analize prikazan je na Slici 112. PCA faktorska ravan objaSnjava 44,03% od ukupne
varijabilnosti. Osa F1 objaSnjava 29,37%, dok osa F2 objasSnjava 14,66% ukupne varijabilnosti. Transformisane
varijable koje doprinose objasnjenju faktora F1 su monoterpeni izo-kamfanskog (sa bornanskim), kamfanskog
skeletnog tipa i tricikliéni (cos? 0,976; 0,893 i 0,886, respektivno), dok su tipovi acikli¢nih i iregularnih monoterpenoida
odgovorni za najveci doprinos objadnjenju faktora F2 (0,545 i 0,482). Izdvojene opservacije L30 i L36 razlikuju se od
ostalih po najveéem relativnom procentualnom sadrZaju tipova koji doprinose F1, dok se opservacije L45 i L69 koje
objaSnjavaju F2 odlikuju prisustvom acikliénih i retkih iregularnih skeletnih tipova. Ne$to manji doprinos objasnjenju
faktora F2 daju opservacije L41 i L86 (prisustvo acikliénih 81,1 96,6%), odnosno L46 i L33 (prisustvo acikliénih 52,4
i 64,4%). Na Zalost, osim potvrde povezanosti biosintetskih puteva, ni ova analiza primenjena na istom setu varijabli
ne daje reSenja koja omogucavaju logiéno povezivanje €injenica sa kojima raspolazemo.

DA analiza na izdvojenom uzorku opservacija, kada se za kvalitativne varijable koristi pripadnost jednoj od
tri subfamilije familije Lamiaceae (Ajugoideae, Lamioideae i Nepetodieae), odnosno tribusima u okviru subfamilije
Nepetoideae (Elsholtzieae, Lavanduleae, Meriandreae, Nepeteae, Ocimeae, Rosmarineae, Salvieae i Satureieae),
prikazuje da primena transformisanih varijabli tipova skeleta monoterpenoida ne prati taksonomsku kategorizaciju
(Slika 113). Predikcija postavlienog modela, i za sluaj pripadnosti opservacija u sklopu subfamilije (procenat
predikcije 2,25%), ali za slu€aj pripadnosti tribusima u okviru subfamilije Nepetoideae (procenat predikcije 10,53%) je
veoma mala.

4.2.3.3. Transformisane varijable- seskviterpenski strukturni tipovi

Kada se kao transformisane varijable primene komponente ulja sumirane prema pripadnosti
seskviterpenoidnim strukturnim tipovima (podela na 38 tipa: akoranski, bergamotanski, hamigranski, kedranski,
kuparanski, lauranski, santalanski, tujopsanski, aristolanski, eremofilanski, aciklicni, drimanski, daukanskii,
kubebanskii, paculanski, salviolanski, himahalanski, longipinanski, iregularni, bisabolanski, spirovetivanski,
burbonanski, humulanski, amorfanski, gvajanski, germakranski, kalamenenski i kolokaranski, longifolanski,
muurolanski, aromadendranski, valeranski, kadinanski, kariofilanski, eudezmanski, elemanski, kopaanski,
oplopanski, sativanski), AHC analiza daje podelu na Cetiri grupe ulja. Grupe ne podrazavaju pripadnost
taksonomskim kategorijama definisanim za nivoe viSe od nivoa roda, a primecuje se da do podele na grupe (a i
klastere u okviru grupa) dolazi u zavisnosti od procentualne zastuplienosti nekoliko strukturnih tipova (prikazani su u
komplementarnoj PCA analizi); po svemu sude¢i izgleda da u diferencijaciji na klastere u C3 grupi najve¢u ulogu ima
relativan sadrZzaj kadinanskog tipa, koji je povezan sa sadrZajem aromadendranskog, muurolanskog, odnosno
eudezmanskog; ponovo se uspostavlja moguénost uoavanja hemotipifikacije u okviru roda Stachys: opservacije L1-
L3, grupa C2 opservacie L74, L17 i L18 za vrstu S. ionica duboko su ugnezdene medu vrste sekcije
Swainsonianeae svoje (taksonomski bliske) kategorijske srodnike. Za vecinu vrsta subfamilije Nepetoideae kada se
za varijable primenjuju seskviterpenski skeleti razlika na dendogramu (Euklidovo rastojanje blisko 0 ili 0) se smanjuje
(kao Sto se smanjivala kod subfamilie Lamioideae kada smo posmatrali odnose primenjujuci za varijable
monoterpenske skelete). Ne deluje mogucée sagledati vezu izmedu produkcije narocitog seskviterpenskog tipa i
taksonomskih kategorija bilo kog ranga, niti utvrditi postojanje zavisnosti produkcije naroCite klase i faktora sredine.
Graficki prikaz AHC analize dat je na Slici 114a (Prilog 6, Slika 114b).

PCA analiza za sluaj Lamiaceae seksviterpenoidnih skeletnih tipova kao primenjenih transformisanih
varijabli prikazana je na Slici 115. PCA faktorska ravan objanjava 19,24% od ukupne varijabilnosti komponenata
prisutnih u svim analiziranim uzorcima. Osa F1 objadnjava 10,15 %, dok osa F2 objaSnjava 9,09% ukupne
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Slika 114a. Klasteri izdvojeni presecanjem dendograma (AHC analiza) koji predstavlja meru razliCitosti hemijskog sastava
uzoraka etarskih ulja 89 taksona familije Lamiaceae (opservacija). Klase strukturnih tipova seskviterpenoida identifikovanih u
uzorcima etarskih ulja koriS¢ene za transformisane varijable (akoranski, bergamotanski, hamigranski, kedranski, kuparanski,
lauranski, santalanski, tujopsanski, aristolanski, eremofilanski, aciklicni, drimanski, daukanskii, kubebanskii, padulanski,
salviolanski, himahalanski, longipinanski, iregularni, bisabolanski, spirovetivanski, burbonanski, humulanski, amorfanski,
gvajanski, germakranski, kalamenenski i kolokaranski, longifolanski, muurolanski, aromadendranski, valeranski, kadinanski,
kariofilanski, eudezmanski, elemanski, kopaanski, oplopanski, sativanski). Vardov metod primenjen kao kriterijum za grupisanije,

a Euklidova udaljenost kao kriterijuma procene stepena razlicitosti grupa (interval 0-280). Izdvojene su 4 grupe ulja: ¢1 (3): L1, L2,
L3; C2 (27): L4, L5, L6, L7, L8, L9, L10, L12, L13, L14, L15, L16, L17, L18, L24, L25, .29, L 32, L39, L67, L74, L76, L77, L78, L8O, L81, L89; C3 (58): L11, L19,
L20, L21, L22, L23, L26, L27, L28, L30, L31, L33, L34, L35, L36, L37, L38, L40, L41, L43, L44, L45, 146, L47, L48, L49, L51, L52, L53, L54, L55, L56, L57, L58,
L59, L60, L61, L62, L63, L64, L65, L66, L68, L69, L70, L71, L72, L73, L75, L79, L82, L83, L84, L85, L86, L87, L8Y; C4 (1): L42
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Slika 115. Graficki prikaz PCA analize (distribucija opservacija) dobijene kada se za transformisane varijable primeni relativna zastupljenost komponenata ulja sumiranih prema
pripadnosti seskviterpenskim strukturnim tipovima identifikovanih u makar jednom od 89 Lamiaceae taksona - opservacija.Ose (F1 i F2 faktori- prva i druga glavna komponenta)
odnose se na ordinacione skorove uzoraka. Osa F1 doprinosi objadnjenju 10,15%, a osa F2 9,09% ukupne varijanse.
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Slika 116. Graficki prikaz DA distribucije opservacija (uzoraka ulja 89 taksona familije Lamiaceae) dobijen primenom kvantitativnih (transformisanih varijabli; relativna zastupljenost
komponenata ulja sumiranih prema pripadnosti seskviterpenskim strukturnim tipovima) i kvalitativnih varijabli: a) za kvalitativne varijable primenjena pripadnost subfamiliji
Lamiaceae b) za kvalitativne varijable primenjena pripadnost tribusima subfamilije Nepetoideae.
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varijabilnosti. Transformisane varijable koje najviSe doprinose objasnjenju faktora F1 su seskviterpenski tipovi:
eudezmanski, oplopanski, spirovetivanski, valeranski i longifolanski (cos? 0,683; 0,482; 0,468; 0,418 i 0,29,
respektivno), dok varijable koja doprinose objasnjenju faktora F2 su kadinanski, kopaanski, muurolanski, sativanski i
aromadendranski (0,375; 0,313; 0,305; 0,294 i 0,29, respektivno). Na 2D prikazu (Slika 115) dat je prikaz opservacija
skoncentrisanih oko faktora F1 i F2. U korelacionoj matrici Pearson-ovog tipa (PCA analiza) jaki koeficijenti korelacije
se ne uoCavaju, Sto moZe da ukaze na postojanje viSe biosintetskin puteva u kojima se univerzalni prekursori
transformidu do finalnih metabolita seskviterpenskog porekla. Izdvojenost opservacija na 2D dijagramu moze se
pripisati postojanju strukturnih tipova koji opisuju F1, a koji imaju relativno malu uéestalost javljanja: L1,L.2 i L3
(oplopanski i spirovetivanski), dok se druge dve grupe opservacija skoncentrisanih oko F2 ose odlikuju bilo veéom
zastuplienoS¢u sva Cetiri skeletna tipa koji opisuju osu (u pozitivnom delu), odnosno njihovim potpunim odsustvom (u
negativnom delu). Nedostatak diferencijacije, i neobjasnjiva povezanost pojedinih (ako ne i veéine) upotrebljenih
opservacija doprinose da varijable ovog tipa budu od male upotrebne vrednosti, ili mozda u potpunosti
neupotrebljive.

Diskriminaciona analiza (DA) primenjena na kvantitativne (transformisane) i kvalitativne (pripadnost
subfamilijama familije Lamiaceae, odnosno tribusima u okviru subfamilije Nepetoideae) varijable nije pokazala da
postoji veza izmedu tipa seskviterpenoida i postojece taksonomske(molekularne) klasifikacije kada se vrsi poredenje
u okviru familije Lamiaceae. Slika 116 daje prikaz zavisnosti opservacija od faktora F1 i F2 (faktori na osama F1 i F2
ekstrahovani su iz transformisanih varijabli). Predvidanje modela za slu€aj tri subfamilije Lamiaceae bilo je 2,25%,
dok je za sluaj tribusa u okviru subfamilije Nepetoideae bilo 7,14%. Varijable (transformisane- seskviterpenski
skeletni tipovi) koriS¢ene u svrhu pravijenja razlike izmedu opservacija na osnovu poznatih kvalitativnih (opisnih)
varijabli nisu od znacaja za diferencijaciju datog seta uzoraka.

4.2.3.4. Transformisane varijable- isparljivi metaboliti svedeni na klase

AHC analiza kada se za transformisane varijable koriste isparljivi metaboliti svedeni na klase jedinjenja
(klasa terpena predstavljena je hemiterpenoidima- HT, monoterpenskim ugljovodonicima- MH, oksigenovanim
monoterpenima- MO, seskviterpenskim ugljovodonicima- SH, oksigenovanim seskviterpenima- SO, diterpenskim
ugliovodonicima- DH, oksigenovanim diterpenima- DO, klasa metabolita nastala iz karotenoida (transformacijom)-
CR, klasa metabolita koji vode poreklo iz Sikimatnog biosintetskog puta- ArC,, masne kiseline i derivati masnih
kiselina- FAD, - GL i identifikovana jedinjenja koja strukturom nisu mogla da se povezu sa ma kojim od prethodno
ponudenih kriterijuma klasifikacije — O) i njihova relativna zastuplienost daje podelu na Getiri grupe ulja, a graficki
prikaz analize predstavljen je na Slici 117a. Grupa ulja C4 (L66 i L88) kao zajednicku karakteristiku ima uporedive
sadrzaje svih varijabli kori§¢enih u AHC analizi. Grupa ulja C3 je najslicnija prethodnoj, i €ine je tri klastera. Za prvu
podgrupu opservacija (L83, L69 i L72) uporediv je sadrzaj CR, dok druge dve podgrupe (L61, L35, L73, L60 i L63,
L87, L65, L59 i L62) karakteriSe uporediv sadrzaj klase FAD. Grupa ulja C1 (najhomogenija, najmanje Euklidovo
rastojanje izmedu klastera u grupi) sastoji se iz opservacija koje pripadaju ve¢im delom rodu Stachys, ali se ¢esto u
sklopu istog klastera mogu naci i predstavnici drugih sli¢nih rodova (rezultati do kojih je dosla i molekularna analiza).
Tako na primer, rodovi Sideritis, Phlomis, Ballota (opservacije L58, L40, L42), a u prethodnoj grupi (C3) i
Eremostachys (L35) se ne nalaze na dendogramu kao pojedinacni, monotipski klasteri ve¢ naprotiv, duboko
ugnezdeni u okviru klastera koji grupiS(u)e (ne uzimajuéi u obzir navedene vrste) rod Stachys. U okviru ove grupe
razlike u sastavu isparljivih komponenata bazirane na osnovu varijabli koje smo uzeli u razmatranje, nisu izrazene u
toj meri da bi ukazale na npr. grupisanje opservacija u okviru taksonomskih karaktera nizih od novoa tribusa
(razlikuju se u relativnom sadrzaju SH i SO, koji u opservacijama ove grupe predstavljaju dominantne klase) i gotovo
da ne postoji razlika izmedu podvrsta i vrsta u okviru sekcije Swainsonianeae (taksona sa podrucja centralne Grcke),
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osim kod vrsta S. menthifolia, S. plumosa i S. ionica, $to samo potvrduje prethodno pominjanu moguénost da su sve
Cetiri podvrste S. swainsonianii, kao i S. spruneri zapravo hibridi nastali tokom evolucije koja je verovatno ,skorijeg*
datuma. Medutim, razlike izmedu opservacija kada se za varijable uzimaju klase metabolita nisu dovoljno jake da bi
napravile dublje i potpunije razdvajanje u okviru subfamilija. Tako je grupa ulja C2 sastavljena iz Cetiri klastera, tri
klastera (s leva na desno) predstavljaju opservacije koje karakteride pripadnost subfamiliji Nepetoideae, medutim
Cetvrti grupiSe predstavnike Lamioideae, a razlika koja postoji izmedu biljnih vrsta subfamilije Lamioideae i npr.
tribusa Satureieae (Nepetoideae) je manja (slicnost veéa, uporediv sadrzaj monoterpenske frakcije) nego Sto je
razlika izmedu tribusa Satureieae i Elsholtzieae (Nepetoideae, Prilog 5, Slika 117b). OCigledno da transformisane
varijable ovog tipa nisu od pomoci, jer ne upuéuju na postojanje (izrazene) razlike na bilo kom nivou opservacija
familije Lamiaceae.
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Slika 117a. Klasteri izdvojeni presecanjem dendograma (AHC analiza) koji predstavlja meru razli¢itosti hemijskog sastava
uzoraka etarskih ulja 89 taksona familije Lamiaceae (opservacija). Klase jedinjenja identifikovanih u uzorcijma etarskih ulja
koriS¢ene za transformisane varijable (HT- hemiterpenoidi, MH- monoterpenski ugljovodonici, MO- oksigenovani monoterpeni,
SH- seskviterpenski ugljovodonici, SO- oksigenovani seskviterpeni, DH- diterpenski ugljovodonici, DO- oksigenovani diterpeni,
CR- karotenoidi, ArCr- metaboaliti koji vode poreklo iz Sikimatnog puta, FAD- masne kiseline i derivati masnih kiselina, GL- ,green
leaf” metaboliti, O- ostali neklasifikovani metaboliti). Vardov metod je primenjen kao kriterijum za grupisanje, a Euklidova
udaljenosti kao kriterijum procene stepena razliCitosti grupa (interval 0-148). Izdvojeno je 4 grupe ulja. C1 (46): L1, L2, L3, L4,
L5, L6, L7, L8, L9, L10, L11, L12, L13, L14, L15, L16, L17, L18, L19, L20, L22, L23, L24, 25, L27, L28, L29, L32, L40, L42, L52,
L58, L64, L67,L68, L70,L71,L74,L75,L76,L77,L78,L79,L80, L81, L85; C2 (29): L21, L26, L30, L31, L33, L34, L36, L37, L38,
L39, L41, L43, L44, L45, L46, L47, L48, L49, L50, L51, L53, L54, LB5, L56, L57, L82, L84, L86, L89; C3 (12): L35, L59, L60, L61,
L62, L63, L65, L69, L72, L73, L83, L87; C4 (2): L66, L88.

177



F2 (16,03 %)

-1

-2

-3

Ohservations (axes F1and F2: 34.98 %)

-3

® 155 ® lﬂL
® Li3
# 131
I e T
] - ﬁ'—ﬁég
#8130 ® A7 4 173
® 133 s LSO
# L0
# L35 & 170 & 72 # L33
« 2488 4 15 L87
} \ L1l } ﬂl Lﬁf ' '
o # L&D
&
& s
-2 -1 0 1 2 3 5 8

F1(18.95 %)

F2 [16.02 %)

035

05

023

-1.25

-135

-1

Variahles (axes F1and F2: 34.98 %)

-1

-3.75 -05 -025 a 025 05

F1(18.95 %)

0.75 1

Slika 118. Graficki prikaz PCA analize (distribucija opservacija) dobijene kada se za transformisane varijable primeni relativna zastupljenost komponenata ulja identifikovanih u
makar jednom od 89 Lamiaceae taksona — opservacija, sumiranih prema pripadnosti odgovarajucoj klasi jedinjenja. Transformisane varijable: HT- hemiterpenoidi, MH-
monoterpenski ugljovodonici, MO- oksigenovani monoterpeni, SH- seskviterpenski ugljovodonici, SO- oksigenovani seskviterpeni, DH- diterpenski ugljovodonici, DO-
oksigenovani diterpeni, TT- triterpenoi, CR- karotenoidi, ArCr- metaboliti koji vode poreklo iz Sikimatnog puta, FAD- masne kiseline i derivati masnih kiselina, GL- ,green leaf*
metaboliti, O- ostali neklasifikovani metaboliti)Ose (F1 i F2 faktori- prva i druga glavna komponenta) odnose se na ordinacione skorove uzoraka. Osa F1 doprinosi objaSnjenju
18,95%, a osa F16,03% ukupne varijanse.
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Slika 119. Graficki prikaz DA distribucije opservacija (uzoraka ulja 89 taksona familije Lamiaceae) dobijen primenom kvantitativnih (transformisanih varijabli; relativna zastupljenost
komponenata ulja sumiranih prema pripadnosti odgovarajucoj klasi jedinjenja) i kvalitativnih varijabli a) za kvalitativne varijable primenjena pripadnost jednoj od tri subfamilije
familije Lamiaceae b) za kvalitativne varijable primenjena pripadnost tribusima subfamilije Nepetoideae.
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PCA statistiCka analiza kada su kao varijable kori§Cene transformisane, prikazana je na Slici 118. PCA
faktorska ravan objasnjava 34,98% od ukupne varijabilnosti komponenata prisutnih u svim analiziranim uzorcima.
Osa F1 objaSnjava 18,95%, dok osa F2 obja3njava 16,03% ukupne varijabilnosti. Transformisane varijable koje za
ovaj slu€aj najviSe doprinose objasnjenju faktora F1 su FAD, DO, HT, GL i MH (sa vrednostima za cos? 0,472, 0,428,
0,330, 0,288 i 0,281, respektivno), a varijable koje doprinose objasnjenju faktora F2 su MO, SH i SO (0,553, 0,542 i
0,321, respektivno). Na 2D prikazu (Slika 118) dat je prikaz transformisanih varijabli i prikaz opservacija
skoncentrisanih oko faktora F1 i F2. Na dijagramu se izdvajaju dve grupa opservacija za subfamiliju Nepetoideae,
objadnjene uticajem klase MO (L31, L33, L34, L37, L41, L45, L46, L48, L51, L53, L54, L55, L56 i L57)*°, odnosno
MH (L30, L36, L39, L43, L49) za dominantne terpenske frakcije. Uglavnom su se predstavnici tribusa SATUREIEAE
specijalizovali za produkciju oksigenovanih, a predstavnici ostalih tribusa (koji su bili ukljueni u analizu) za
produkciju ugljovodoni¢nih derivata iste grupa jedinjenja. Slede¢u veliku grupu opservacija (uglavnom objasnjavaju
faktor F2) karakterie prisustvo seskvitrerpenoida kao dominantnih derivata terpenoidnog metabolizma. Pri tom
razlikujemo tri slu¢aja: relativne koli¢ine ugliovodoniéne seskviterpenske frakcije premaSuju oksigenovanu (L4, L5,
L6, L8, L9, L10, L13, L14, L15, L16, L19, L22, L23, L25, L28, L29, L42, L52, L58, L64, L76, L77 i L78), oksigenovana
seskviterpenska frakcije premasuje ugljovodoniénu (L17, L18, L67, L74 i L80), seskviterpenska (SH/SO) i
ugljovodoniéna diterpenska (DH) frakcija (L1, L2, L3, L7, L26, L27, L40, L44, L75, L79, L82, L89) zastupliene u
uzorku. Uglavnom velika vecina opservacija (vrsta), osim opservacije L64 (A. arvensis) pripadaju subfam.
Lamioideae. |zdvajaju se vrste roda Lamium (osim L. maculatum koji ima bogatu SH frakciju) od ostalih predstavnika
familije Lamiaceae, subfamilije Lamioideae i zbog visoke zastuplienosti FAD derivata (osim SH), zajedno sa vrstom
S. recta, L87. Ostale opservacije se grupiSu bilo oko GL klase (uglavnom predstavnici tipiéne vrste S. recta),
odnosno oko HT klase, i predstavljaju uglavnom Lamioideae, osim Agastache foeniculum (za razliku od ostalih
Nepetoideae ima jako visok sadrzaj ArC,). Opservacije koje se jako izdvajaju od ostalih za slu€aj transformisanih
varijabli su L66 i L88 (obe ih karakteriSe relativno umeren sadrzaj GL, FAD i ArC, klasa).

Diskriminaciona analiza (DA) primenjena na kvantitativne (transformisane varijable, pripadnost klasi) i
kvalitativne (pripadnost familiji) varijable nije pokazala vezu izmedu isparljivih metabolita svedenih na klase sa
taksonomskom Kklasifikacijom na nivou subfamilija familije Lamiaceae, odnosno fribusa u okviru subfamilije
Nepetoideae. Slika 119 daje prikaz zavisnosti opservacija od faktora F1 i F2 (faktori na osama F1 i F2 ekstrahovani
su iz transformisanih varijabli). Uspe3nost predikcije postavljenog modela za primer subfamilija bila je 2,25%,
odnosno za tribuse unutar subfamilije Nepetoideae 7,14%, tj. klasifikacija u okviru zadatih kvalitativnih varijabli
odgovara taksonomskoj jedino za slu€aj subfamilije Ajugoideae (2 od 89 opservacija), odnosno jedino za sluéaj
tribusa Elsholtzieae (2 od 28 opservacija), Sto bi znacilo da informacije (transformisane varijable) koris¢ene u svrhu
pravlienja razlike izmedu opservacija na osnovu poznatih kvalitativnih (opisnih) varijabli nisu od znacaja.

49 lzuzetak je slucaj opservacije L86 (S. iberica), subfamilija Lamioideae sa visokim procentom identifikovane klase MO, 85,1%.
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U svrhu izrade doktorske disertacije je po prvi put analiziran sastav hidro-destilovanih etarskih ulja taksona:
Doronicum austriacum subsp. giganteum, Achillea distans Willd. subsp. distans, Berula erecta, Stachys recta subsp.
baldaccii var. chrysophaea Panci¢ i Cyperus glomeratus L., izolovanih metodom po Clevenger-u.

Nakon razdvajanja: gasna hromatografija (GC) i analize: kombinacija metoda gasna hromatografija -
masena spektrometrija (GC-MS) dobijeni su slededi rezultati:

Analizom ulja Doronicum austriacum subsp. giganteum identifikovane su sto pedeset i Cetiri komponente,
koje Cine 97,9% ukupnog sastava ulja. Germakren D, B-kariofilen, a-humulen i (Z,E)-o-farnezen ¢ine dominantne
komponente analiziranog ulja (50,8%, 9,1%, 5,5% i 5,2%, respektivno). Ulie karakteriSe velika koliCina terpenoida
(93,5%), sa seskviterpenskim ugljovodonicima i oksigenovanim seskviterpenima kao dominantnom klasom jedinjenja
terpenoidnog tipa (81,6% i 11,1%).

Achillea distans subsp. distans (sin. A. tanacetifolia subsp. lanata) ulje korena sadrzi sto osamdeset i pet
identifikovanih isparljivih komponenata, koje ¢ine 93,6% ukupnog sastava ulja. Glavne komponente ulja su 1-kadinol,
alismol, a-kadinol i kariofilen-oksid (17,6%, 14,1%, 9,1% i 5,0%, respektivno). Najzastupljenija frakcija ulja je
terpenoidna (91,4%), a karakteriSe je nejednaka distribucija na mono- i seskviterpenoide (5,2% i 86,2%).
Seskviterpenoidnu frakciju ulja ine seskviterpenski ugljiovodonici i oksigenovani seskviterpeni (21,8% i 64,4%), dok
je kadinanski (i kadinanima biosintetski srodni) strukturni tip skeleta dominantan (37,9%). Ulie korena karakteriSe
prisustvo pet amida sa C10 olefinskim kiselinskim ostatcima- piperididima i piperideidima, po prvi put identifikovanih
u uzorku etarskog ulja.

U etarskom ulju Berula erecta identifikovano je sto dvadeset i pet komponenata koje sacinjavaju 96,2% od
ukupnog sastava ulja. (Z)-Falkarinol, B-seskvifelandren, B-kariofilen i y-terpinen (21,5%, 17,2%, 14,9 i 14,8%,
respektivno) predstavljaju glavne komponente identifikovane u ulju analizirane biljke. Ulje karakteriSe visok procenat
identifikovanih jedinjenja terpenoidnog tipa (66,2%). Terpenoidnu frakciju ulja uglavnom ¢ine mono- i seskviterpenski
ugljovodonici (19,7% i 39,1%).

U etarskom ulju Stachys recta subsp. baldaccii var. chrysophaea identifikovano je sto pedeset i devet
komponenata, koje Cine 95,1% od ukupnog sastava ulja (L88, Tabela 6a). Glavne komponente identifikovane u ulju
su 1-okten-3-ol (12,4%), (2)-3-heksen-1-ol (8,5%), (E)-fitol (8,3%) i miristicin (6,9%). Ulje karakteriSe visok procenat
jedinjenja derivata masnih kiselina (47,1%, dominantna podklasa ,GL* metabolita, 32,2%), terpenoidna frakcija je
saCinjavala tre¢inu (25,8%), a jedinjenja tipa fenil-propanoida petinu (19,5%) od ukupno identifikovanih isparljivih
komponenata svrstanih u klase.

U ulju rizoma i korena Cyperus glomeratus identifikovano je sto sedam komponenata koje sacinjavaju
97,6% od ukupnog sastava ulja (C1, Tabela 6a). Kariofilen-oksid, humulen-epoksid, B-kariofilen i a-humulen (44,8%,
14,1%, 12,6% i 7,8%, respektivno). Ulje karakteriSe velika koli¢ina terpenoida (96,9%), sa seskviterpenskim
ugljovodonicima i oksigenovanim seskviterpenima kao dominantnom klasom jedinjenja terpenoidnog tipa (23,2% i
70,5%).

Preglednosti radi, najvazniji rezultati statistiCkih analiza, izvrSenih nad setom opservacija (180 taksona
nasumiéno odabranih da predstavijaju Cetiri najbogatije familije biljaka cvetnica), uz izbor varijabli (originalnih i
transformisanih) nacinjen da pomogne u uogavanju i boljem razumevanju potencijalnih biosintetskih/ ekogeografskih/
artefaktualnih veza, predstavljeni su tabelarno.
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Originalne varijable3

Sve komponente identifikovane u etarskim uljima taksona (180 opservacija) uzetih u obzir pri razmatranju

PCA analiza (korelaciona matrica) pokazala se korisnom u povezivanu i uoavanju potencijalnih
biogenetskih, biosintetskih ili artefaktualnih veza.

Komponente ulja sa procentualnom zastuplieno$¢u = 1 u etarskim uljima taksona (180 opservacija) uzetih u obzir pri
razmatranju

Rezultati AHC statisticke analize hipotezu ,prinos-sastav* definisanu za predstavnike familije Lamiaceae
siromasne uljima (Lawrence, 1992) dopunjuju, prenoseci je i na predstavnike familije bogate uljem: visok
prinos etarskog ulja — izraZzena monoterpenska frakcija.

Komponente ulja sa procentualnom zastuplieno$¢u = 5 u etarskim uljima taksona (180 opservacija) uzetih u obzir pri
razmatranju

Furanski derivati nastali iz geraniala (perilen, egoma-keton, izoegoma-keton, perila-keton), odnosno
nerala (a-naginaten, a-nagina-keton, elSolcija-keton, dehidroelSolcija-ketona, Sizofuran) mogu biti korisni
hemotaksonomski marker za tribus ELSHOLTZIEAE, subfamilija NEPETOIDEAE, familija Lamiaceae

Komponente ulja sa procentualnom zastuplieno$¢u = 10 u etarskim uljima taksona (180 opservacija) uzetih u obzir
pri razmatranju

Jasna podela u okviru subfamilija NEPETOIDEAE i LAMIOIDEAE na osnovu isparljivih profila etarskih
ulja; izdvajanje Nepeteae od ostalih opservacija u posebnu grupu (nepetalakton).

Komponente ulja sa procentualnom zastuplieno$¢u = 20 u etarskim uljima taksona (180 opservacija) uzetih u obzir
pri razmatranju

U okviru tribusa SATUREIEAE, subfamilija NEPETOIDEAE, familija Lamiaceae, na bazi profila etarskih ulja
mozemo uvesti slede¢u generalizaciju: visok prinos etarskog ula — izraZzena oksigenovana (p-
mentanska?) monoterpenska frakcija.

Transformisane varijable

Komponente ulja identifikovane u etarskim uljima taksona (180 opservacija) klasifikovane prema najopstijem tipu
sekundarnog metabolizma, u zavisnosti od pripadnosti jednoj od klasa jedinjenja: terpenoida- T, metaboliti nastali iz
karotenoida (transformacijom)- CR, metaboliti koji vode poreklo iz §ikimatnog puta- ArCn, masnie kiseline i derivati
mashih kiselina- FAD i jedinjenja koja strukturom nisu mogla da se poveZu sa ma kojim od prethodno ponudenih
kriterijuma klasifikacije- O.

Podela na subfamilije NEPETOIDEAE i LAMIOIDEAE (familija Lamiaceae)

Komponente ulja identifikovane u etarskim uljima taksona (180 opservacija) klasifikovane u zavisnosti od pripadnosti
jednoj od klasa jedinjenja: klasa terpenoida predstaviiena je hemiterpenoidima-HT, monoterpenskim
ugljovodonicima-MH, oksigenovanim monoterpenima-MO, seskviterpenskim ugljovodonicima-SH, oksigenovanim
seskviterpenima-SO, diterpenskim ugljovodonicima-DH, oksigenovanim diterpenima-DO, triterpenoidima-TT, klasa
metabolita nastala iz karotenoida-CR, klasa metabolita koji vode poreklo iz Sikimatnog metabolizma-ArCn, masne
kiseline i derivati masnih kiselina-FAD, -GL, acetileni-ACT, alkamidi-ALK, i identifikovana jedinjenja koja strukturom
nisu mogla da se povezu sa ma kojim od prethodno ponudenih kriterijuma klasifikacije-O.

Podela na subfamilije NEPETOIDEAE i LAMIOIDEAE (familija Lamiaceae)

Komponente ulja identifikovane u etarskim uljima taksona (180 opservacija) klasifikovane u zavisnosti od pripadnosti
monoterpenskom strukturnom tipu

Podela na subfamilije NEPETOIDEAE i LAMIOIDEAE (familija Lamiaceae); AHC bliske grupe ulja najjace
odraZavaju uticaj geografski bliskih celina, odnosno deluje da su usvojile slicne mehanizme adaptacije na
uslove sredine.

Komponente ulja identifikovane u etarskim uljima taksona (180 opservacija) klasifikovane u zavisnosti od polozaj
oksigenacije derivata najzastupljenijeg monoterpenskog skeleta, skeleta p-mentana (P1-P4, P7-P9, Pn)

Osim do sada uocenih veza koje se mogu (do izvesnog stepena) tumaciti uslovljeno$éu naslednog faktora
kod subfamilije NEPETOIDEAE, i hemotipifikacije u okviru roda Stachys, do diferencijacije dolazi i u
sklopu roda Achillea; na osnovu polozaja oksigenacije p-mentanskog skeletnog tipa uocava se podela
koja prati taksonomsku klasifikaciju na nivou sekcija. Zajednicka odlika ve¢ine rodova subfamilije
NEPETOIDEAE je dominanacija oksigenovanih derivata p-mentana u polozajima ili P2 ili P3. Osim
odnosa koji se mogu smatrati karakteristikom definisanom tipiénom genetskom odlikom, konstatuju se i
relacije koje su verovatno posledica ekogeografskih uticaja

Komponente ulja identifikovane u etarskim uljima taksona (180 opservacija) klasifikovane u zavisnosti od pripadnosti
seskviterpenskom strukturnom tipu

Ne deluje moguée sagledati vezu izmedu produkcije narocitog seskviterpenskog tipa i taksonomskih
kategorija bilo kog ranga, niti utvrditi postojanje zavisnosti produkcije naroCite klase i faktora sredine.

Komponente ulja identifikovane u etarskim uljima taksona (180 opservacija) klasifikovane u zavisnosti od pripadnosti
biogenetski srodnim seskviterpenskim strukturnim tipovima

Ne deluje mogucée sagledati vezu izmedu produkcije narocitog seskviterpenskog tipa i taksonomskih
kategorija bilo kog ranga, niti utvrditi postojanje zavisnosti produkcije naroCite klase i faktora sredine.

Komponente ulja identifikovane u etarskim uljima taksona (180 opservacija) klasifikovane u zavisnosti od produkcije
naroCite klase terpenoida i ukupne koli¢ine identifikovanih terpenoidnih metabolita- terpenoidnog fluksa

Podela na subfamilije NEPETOIDEAE i LAMIOIDEAE (familja Lamiaceae); lzdvaja se tribus
ANTHEMIDEAE, subfamilija ASTEROIDEAE, familija Asteraceae. Na nivou familije Apiaceae izgleda da je
produkcija isparljivih metabolita pre u vezi sa fenoloSkom fazom nego $to je u vezi sa genetskim faktorom.

50 Smatra se da je pri statisti¢kom poredenju seta uzoraka (opservacija), prihvatljivi minimum imati bar pet puta veéi broj opservacija nego varijabli (promenljivih). Medutim, u izlozenim slu¢ajevima analiza je bila bolja (stepen

statisticki znacajne razlike veci) kada je broj varijabli bio znatno veci od broja opservacija.
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Primena isparljivih sekundarnih metabolita u svrhu razlikovanja taksonomskih kategorija na nivou familija
nije moguca. Na osnovu reproduktivnosti i repitabilnosti (ishoda) primenjenih analiza deluje izgledno da postoji
mogucnost za diferencijaciju subfamilija NEPETOIDEAE i LAMIOIDEAE (familija Lamiaceae), kao i za razlikovanje
tribusa SATUREIEAE od ostalih tribusa subfamilije NEPETOIDEAE na bazi isparljivih profila etarskih ulja.
Nekonzistentnost filogenetskog profila (produkcije) isparljivih sekundarnih metabolita izraZena u ostalim sluéajevima
znaCi da hemosistematska vrednost hemijskin karaktera postaje stvar slobodne interpretacije. Posmatrani
mikromolekularni profili skloni su varijacijama na fenotipskom nivou, ba3 kao $to su i morfoloSki karakteri, a navodnu
prednost koncepta da su fiksirani za genotip treba posmatrati sa velikom obazrivos¢u. Distribucija isparljivin
sekundarnih metabolita svakako ima vrednost u taksonomiji, ali je treba analizirati paZljivo, krajnje nepristrasno i
kritiCki, i tretirati je kao bilo koju drugu adaptivnu osobinu.
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6. Summary



One of the aims of this PhD thesis was to analyse the composition of hydrodistilled essential oils of the
following taxa: Doronicum austriacum subsp. giganteum, Achillea distans Willd. subsp. distans, Berula erecta,
Stachys recta subsp. baldaccii var. chrysophaea Pancic and Cyperus glomeratus L. The separation: gas
chromatography (GC) and the analysis: a combination of gas chromatography - mass spectrometry (GC-MS) gave
the following results:

The composition of the hydrodistilled oil of Doronicum austriacum Jacq. subsp. giganteum (Griseb.) Stoj. et
Stef. (Asteraceae) obtained in 0.08% wiw yield was determined by GC and GC/MS resulting in the identification of
154 components, accounting for 97.9% of the total oil. The major constituents were germacrene D (50.8%), B-
caryophyllene (9.1%), a-humulene (5.5%) and (Z,E)- a-farnesene (5.2%). Terpenoids (93.6%) constituted the main
fraction of the oil with sesquiterpene hydrocarbons (81.6%) as the most abundant compound class.

Gas chromatography and gas chromatography/mass specteometry analyses of root volatiles of Achillea
distans Willd. subsp. distans, collected from wild populations in Serbia, enabled the identification of 185 constituents,
accounting for 93.6% of the total oil. Main constituents of the oil were T1-cadinol (17.6%), alismol (14.1%), a-cadinol
(9.1%) and caryophyllene oxide (5.0%). The root oil was additionally characterised by the presence of five different
amides containing the olefinic C10 acid moieties. This is the first report on A. distans subsp. distans root volatiles and
on the occurrence of piperidides and piperideides as essential oil constituents.

The essential oil of Berula erecta (Apiaceae) obtained by hydrodistillation was analyzed by GC and GC/MS.
One hundred and twenty-five components identified accounted for 96.2% of the total oil. The oil was characterized by
the presence of (Z)-falcarinol (21.5%), B-sesquiphellandrene (17.2%), B-caryophyllene (14.9%) and y-terpinene
(14.8%). Terpenoids (66.2%) constituted the main fraction of the oil, with monoterpene (19.3%) and sesquiterpene
hydrocarbons (39.2%) as the most abundant compound class.

Gas chromatography and gas chromatography/mass specteometry analyses of the hydrodistilled essential
oil of Stachys recta subsp. baldaccii var. chrysophaea resulted in the identification of 159 components. The major
constituents were 1-octen-3-ol (12.4%), (2)-3-hexenol (8.5%), (E)-phytol (8.3%) and myristicin (6.9%). The fatty acid
derived compounds represented nearly one half of the oil (47.1%), while the terpenoid fraction made up a third
(25.8%), and the carotenoid derived compounds only 2.2% of the oil.

Composition of the hydrodistilled oil of Cyperus glomeratus (Cyperaceae) (underground parts) obtained in
0.06% wiw yield was determined by GC and GC/MS. One-hundred-seven components were identified, accounting for
97.6% of the total oil. The major components were caryophyllene oxide (44.8%), humulene epoxide Il (14.1%), B-
caryophyllene (12.6%) and a-humulene (7.8%). Terpenoids (96.9%) constituted the main fraction of the oil, with
oxygenated sesquiterpenes (70.5%) and sesquiterpene hydrocarbons (23.2%) as the most abundant compound
classes.

The most important results of statistical analysis, performed over a set of observations (180 taxa randomly
selected to represent the four richest families of flowering plants) with the choice of variables (either original or
transformed) made to assist in identifying and better understanding of potential biosynthetic / ecogeographyc /
artefactual connections, are presented in table.
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The original variables

The components identified in at least in one opservation (out of 180)

PCA analysis (correlation matrix) showed that the terpenoid variation can be used to explore
(hypothetical) biogenic pathways and/or artefactual formation of some oil components

Percentages that exceeded 1% of total oil contribution in at least one observation (out of 180)

AHC statistical analyses results have complemented "yield-composition" hypothesis defined for
Lamiaceae representatives poor in oil content (Lawrence, 1992), handing it down to the representatives of
the family rich in oil: a high yield of essential oil — expressed monoterpene fraction

Percentages that exceeded 5% of total oil contribution in at least one observation (out of 180)

Furane derivatives originating from geranial (perillene, egomaketone, isoegomaketone, perillaketone) and
neral (a-naginatene, a-naginaketone, elsholtziaketone, dehydroelsholtziaketone, shisofurane) could be
used as chemotaxonomic markers to differentiate tribus ELSHOLTZIEAE within subfam. NEPETOIDEAE
(fam. Lamiaceae).

Percentages that exceeded 10% of total oil contribution in at least one observation (out of 180)

Rather clear division of NEPETOIDEAE and LAMIOIDEAE subfamilies within Lamiaceae. Nepeteae is
positioned (according to specific compound nepetalactone) into a separate group.

Percentages that exceeded 20% of total oil contribution in at least one observation (out of 180)

Within tribus SATUREIEAE, subfam. NEPETOIDEAE (fam. Lamiaceae), according to the essential oil
profiles a generalization can be made: a high yield of essential oil — expressed oxygenated (p-
menthane?) monoterpene fraction.

The transformed variables

Sums of constituent classes percentages classified according to the general secondary metabolites pathway:
terpenoids- T, carotenoid derived compounds- CR, phenylpropanoids- ArCn, fatty acids and fatty acid derived

compounds- FAD, and the others- O as the fifth class

Rather clear division of NEPETOIDEAE and LAMIOIDEAE subfamilies within Lamiaceae.

Sums of constituent classes percentages: hemiterpenoids-HT, monoterpene, sesquiterpene and diterpene

hydrocarbons -MH, SH and DH, oxygenated monoterpenes, sesquiterpenes and diterpenes-MO, SO and DO,
triterpenoids-TT carotenoid derived compounds- CR, phenylpropanoids- ArCn, fatty acids and fatty acid derived

compounds- FAD, -GL, acetylenes-ACT, alkamids-ALK, and the others- O as the fifteenth class.

Rather clear division of NEPETOIDEAE and LAMIOIDEAE subfamilies within Lamiaceae.

Sums of individual monoterpene structural types

Rather clear division of NEPETOIDEAE and LAMIOIDEAE subfamilies within Lamiaceae; It seems that
opservations (not related to specific family, subfam, tribus or section) reflect the impact of geographically
close units, or acts that have adopted similar mechanisms of adaptation to environmental conditions.

Sums of constituents of p-menthane skeleton, oxygenated in specified positions (P1-P4, P7-P9, Pn)

With an exception of so far identified links that can be (to some extent) interpreted by hereditary factors in
subfamily NEPETOIDEAE and chemotypification within the genus Stachys, the differentiation occurs in
the genus Achillea that follows taxonomic classification of the section level. The common feature of most
genera belonging to subfamily NEPETOIDEAE is the clear domination of p-menthane skeleton
oxygenated in P2 or P3 position. In addition to relations that could be considered as a typical
characteristic of a defined genetic trait, relationships that are likely due to the influence of ecogeographical
differentiation can be observed.

Sums of individual sesquiterpene structural types

It seems impossible to define a (close) relation between the production of sesquiterpene specific type(s)
and taxonomic category of any kind, or to observe connection between the sesquiterpene production and
environmental factor(s).

Sums of individual biogenerically related sesquiterpene structural types

It seems impossible to define a (close) relation between the production of sesquiterpene specific type(s)
and taxonomic category of any kind, or to observe connection between the sesquiterpene production and
environmental factor(s).

Sums of individual terpenoid classes recalculated to the total of terpenoid originated metabolites identified- flux of

terpenoids

Rather clear division of NEPETOIDEAE and LAMIOIDEAE subfamilies within Lamiaceae; Extracting the
tribus ANTHEMIDEAE, subfam. ASTEROIDEAE, fam. Asteraceae in the separate group. For observations
belonging to Apiaceae family it seems that the production of volatile metabolites is in close relation to
phenological phase than it has to do with genetics.
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The application of volatile secondary metabolites in order to distinguish taxonomic categories at the families
level seems almost impossible. On the basis of reproducibility and repeatability (outcome) of the applied analysis it
seems likely possible to differentiate based on profiles of volatile oils only between subfamilies NEPETOIDEAE and
LAMIOIDEAE (family Lamiaceae), and to distinguish SATUREIEAE from other tribes belonging to NEPETOIDEAE
subfamily.The inconsistent secondary metabolite profile, observed in all other cases, mean that the systematic value
of chemical characters becomes a matter of interpretation in the same way as traditional morphological markers
despite the fact that they can be defined unambiguously in terms of both origin and structure. This being the case,
observed micromolecular profiles may be as prone to variation at the phenotypic level as are morphological
characters, and their supposed advantage of being fixed at the genotype may well need to be viewed with some
circumspection. The distribution of secondary metabolites apparently has some value for taxonomy but it has to be
analysed carefully and critically, as any other adaptive trait.
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Prilog 1
Isparljivi metaboliti izvedeni iz acetatnog puta

1A: Kiseline

1. Heptanska kiselina

2. Oktanska kiselina

3. Nonanska kiselina

4. Dekanska kiselina

5. Dodekanska kiselina

6. Tridekanska kiselina (sin. Miristinska kiselina)

7. Tetradekanska kiselina

8. Pentadekanska kiselina

9. Heksadekanska kiselina (sin. Palmitinska kiselina)

10. Heptadekanska kiselina

11. Oktadekanska kiselina (sin. Stearinska kiselina)

12. Eikozanska kiselina

13. Dokozanska kiselina

14. (Z)-9-Heksadecenska kiselina (sin. Palmitoleinska kiselina)
15. (2)-9-Oktadecenska kiselina (sin. Oleinska kiselina)

16. (Z,2)-9,12-Oktadekadienska kiselina (sin. Linolna kiselina)
17.(Z,Z,2)-9,12,15-Oktadekatrienska kiselina (sin. Linoleinska kiselina)

1B: Estri kiselina

18. Nonanil-acetat

19. Decil-acetat

20. Dodecil-acetat (sin. Lauril-acetat)

21. Butil-butanoat

22. 2-Heksadecil-butanoat

23. Oktil-2-metilpropanoat

24. Oktil-heksanoat

25. Propil-tiglat

26. 2-Metilpropil-tiglat

27. p-Krezil-oktanoat

28. Heksil-dodekanoat (sin. Heksil-laurat)

29. Izopropil-tetradekanoat (sin. Izopropil-miristat)
30. Metil-pentadekanoat

31. Metil-heksadekanoat (sin. Metil-palmitat)

32. Etil-heksadekanoat

33. Izopropil-heksadekanoat (sin. Izopropil-palmitat)
34. Metil-oktadekanoat (sin. Metil-stearat)

35. Etil-oktadekanoat (sin. Etil-stearat)

36. Metil-(2)-9-oktadecenoat (sin. Metil-oleat)

37. Metil-(Z,2)-9,12-oktadekanoat (sin. Metil-linoleat)
38. Metil-(Z,Z,2)-9,12,15-oktadekatrienoat (sin. Metil-linolenat)
39. Metil-heneikozanoat

40. Metil-dokozanoat
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41. Metil-tetrakozanoat
42. Metil-heksakozanoat

1C: Laktoni

43. y-Nonalakton

44 3,4-Dimetil-5-pentil-2(5H)-furanon
45, y-Dekalakton

46. y-Undekalakton

47. y-Dodekalakton

48. d-Dodekalakton

49. (2)-6-Dodecen-y-lakton

50. 6-Tridekalakton
51.Tridekano-13-lakton (sin. tridekanolid)
52. Pentadekano-15-lakton

53. y-Heksadekalakton

1D: Alkani

54. Nonan

55. Dekan

56. Undekan
57. Dodekan
58. Tridekan

59. Tetradekan
60. Pentadekan
61. Heksadekan
62. Heptadekan
63. Oktadekan
64. Nonadekan
65. Eikozan

66. Heneikozan
67. Dokozan
68. Trikozan

69. Tetrakozan
70. Pentakozan
71. Heksakozan
72. Heptakozan
73. Oktakozan
74. Nonakozan
75. Triakontan
76. Hentriakontan
77. Dotriakontan
78. Tritriakontan

1E: Racvasti alkani
79. 7-Metil-1-okten
80. 2-Metildekan

81. 2-Metiloktadekan
82. 3-Metildekan
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83. 3-Metildodekan
84. 3-Metiloktakozan
85. 4-Metildekan

86. 4-Metiltetradekan
87. 4-Metildokozan
88. 5-Metildekan

89. 5-Metilheptadekan
90. 5-Metiloktadekan
91. 6-Metilheptadekan
92. 7-Metilheneikozan

1F: Alkeni i alkini

93. 1-Okten

94. 1-Nonen

95. 1-Undecen

96. 1-Tetradecen

97. 1-Pentadecene

98. 1-Heptadecen

99. 1-Oktadecen

100. 1-Nonadecen

101. 1-Eikozen

102. 1-Heneikozen

103. 1-Dokozen

104. 1-Pentakozen

105. 1-Heksakozen
106. (E)-5-Eikozen

107. (2)-9-Trikozen

108. 9-Heksakozen

109. (E,E)-2,4-Nonadien
110. (Z,£,2)-1,8,11,14-Heptadekatetraen (sin. Aplotaksen)
111. 1-Decin

1G: Alkoholi

112. 1-Dodekanol

113. 1-Tridekanol

114. (E)-2-Tridecen-1-ol
115. 1-Tetradekanol

116. (E)-12-Tetradecen-1ol
117. (2)-9-Tetradecen-1-ol
118. 1-Pentadekanol

119. 1-Heksadekanol

120. (2)-9-Heksedecen-1-ol
121. 1-Heptadekanol

122. 1-Oktadekanol

123. 1-Nonadekanol

124. 1-Eikozanol
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1H: Aldehidi

125. Dodekanal

126. Tridekanal

127. Tetradekanal

128. Pentadekanal

129. (E)-2-Pentadecenal

130. Heksadekanal

131. Heptadekanal

132. (Z,2)-8,11-Heptadekadienal
133. (£,Z,2)-8,11,14-Heptadekatrienal
134. Oktadekanal

135. (2)-9-Oktadecenal

136. Nonadekanal

137. Eikozanal

138. Heneikozanal

139. Dokozanal

140. Trikozanal

141. Tetrakozanal

142. Heksakozanal

11: Ketoni

143. 2-Tridekanon
144. 2-Nonadekanon
145. 3-Dodekanon

1J: (Poli)Acetileni

146. trans-Lahnofilum estar
147. cis-Lahnofilum estar
148. Lahnofilum lakton

149. (Z)-Falkarinol

1K: Alkamidi

150. N-Izobutilamid 2,4-dekadienske kiseline (sin. Pelitorin)
151. Piperidid 2,4-dekadienske kiseline

152. Piperideid 2,4-dekadienske kiseline

153. Piperideid 2,4,6-dekatrienske kiseline

1L: Oksilipini
1. GL alkoholi

154. 1-Pentanol

155. (Z)-2-Penten-1-ol
156. 4-Metil-pentan-1-ol
157. 4-Penten-1-ol

158. 1-Heksanol

159. 2-Etil-1-heksanol
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160. 2-Heksanol

161. 3-Heksanol

162. (Z)-2-Heksen-1-ol
163. (E)-2-Heksen-1-ol
164. (2)-3-Heksen-1-ol
165. (E)-3-Heksen-1-ol
166. (2)-4-Heksen-1-ol
167. (E,E)-2,4-Heksadien-1-ol
168. 1-Heptanol

169. (E,E)-2,4-Heptadienol
170. 1-Oktanol

171. (E)-2-Okten-1-ol
172. (E)-3-Okten-1-ol
173. (2)-5-Okten-1-ol
174. (E)-3-Okten-2-ol
175. 3-Oktanol

176. 1-Okten-3-ol

177. 7-Okten-4-ol

178. 1-Nonanol

179. (E)-2-Nonen-1-ol
180. 3-Nonanol

181. 1-Nonen-3-ol

182. 1-Dekanol

183. (E)-2-Decen-1-ol
184. 9-Decen-1-ol

185. 1-Undekanol

186. (E)-2-Dodecen-1-ol

2. GL aldehidi

187. (E)-2-Pentenal

188. Heksanal

189. (E)-2-Heksenal

190. (2)-3-Heksenal

191. (E,Z2)-2,4-Heksadienal
192. (E,E)-2,4-Heksadienal
193. Heptanal

194. (E)-2-Heptenal

195. (2)-3-Heptenal

196. (Z,E)-2,4-Heptadienal
197. (E,Z)-2,4-Heptadienal
198. (E,E)-2,4-Heptadienal
199. Oktanal

200. (E)-2-Oktenal

201. (E,E)-2,4-Oktadienal
202. Nonanal

203. (2)-2-Nonenal

204. (E)-2-Nonenal

205. (E,E)-2,4-Nonadienal
206. (E,Z)-2,6-Nonadienal
207. (E,E)-2,6-Nonadienal
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208. Dekanal

209. (2)-2-Decenal

210. (E)-2-Decenal

211. (Z)-4-Decenal

212. (E,2)-2,4-Dekadienal
213. (E,E)-2,4-Dekadienal
214. Undekanal

215. (E)-2-Undecenal
216. (E)-2-Dodecenal

3. GL metaboliti: alkan(en/dien)oni

217. (E)-3-Penten-2-on

218. 1-Heksen-3-on

219. 2-Heptanon

220. (E)-3-Hepten-2-on

221. 3-Metilheptan-4-on

222. 2-Oktanon

223. (E)-3-Okten-2-on

224. (E,Z)-3,5-Oktadien-2-on
225. (E,E)-3,5-Oktadien-2-on
226. Oktan-3-on

227. 1-Okten-3-on

228. Nonan-2-on

229. Dekan-2-on

230. Undekan-2-on

231. 3-Undecen-2-on

232. Undekan-3-on

4. GL metaboliti: furani

233. 2-Metilfuran

234. 2-Butilfuran

235. 2-Pentilfuran

236. (2)-2-(2-Pentenil)furan
237. 2-Oktilfuran

238. Furfural

239. 3-Furaldehid

240. 5-Metilfurfural

241. 3,4 5-Trimetil-2-furfural
242. 2-Acetil-5-metilfuran
243. 3-Acetil-2,5-dimetilfuran (sin. 1-(2,5-Dimetil-3-furil)-etanon)
244. Furfuril-oktanoat

5. GL metaboliti: kiseline i estri

245, Heksanska kiselina

246. (E)-2-Heksenska kiselina
247. (E)-3-Heksenska kiselina
248. Etil-heksanoat

249. y-Heksalakton
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250. Heksil-acetat

251. Heksil-butanoat

252. Heksil-2-metilpropanoat

253. Heksil-2-metilbutanoat

254. Heksil-3-metilbutanoat

255. (Z)-2-Heksenil-3-metilbutanoat
256. (Z)-3-Heksenil-formiat

257. (Z)-3-Heksenil-acetat

258. (E)-3-Heksenil-acetat

259. (Z)-3-Heksenil-propanoat

260. (2)-3-Heksenil-2-metilpropanoat
261. (2)-3-Heksenil-3-metilbutanoat
261.. (£2)-3-Heksenil-2-metilbutanoat
262. (2)-3-Heksenil-heksanoat

263. (2)-3-Heksenil-nonanoat

264. (Z)-3-Heksenil-tiglat

265. (E)-3-Heksenil-tiglat

266. Oktil-acetat

267. Okten-1-il-acetat

268. 1-Okten-3-il-acetat

269. 3-Oktil-acetat

270. (2)-Dec-6-en-1-il-acetat

271. Etil-(E)-4-decenoat

6. GL metaboliti: jasmonati

271, Dihidroizojasmon
272. (E)-Jasmon

273. (Z)-Jasmon

274. (2)-Metil-jasmonat

Prilog 2
Isparljivi metaboliti izvedeni iz mevalonata i dezoksiksilulozofosfata: terpenoidi

2A: Hemiterpeni

275. 2-Metil-butan-1-ol

276. 3-Metil-2-buten-1-ol (sin. Prenol)
277. 3-Metil-3-buten-1-ol

278. 3-Metil-2-butenal (sin. Prenal)
279. 3-Metilbutil-benzil-etar

280. 2-Metilbutil-3-metilbutanoat
281. 3-Metil-butanska kiselina
282. 3-Metilbutil-propanoat

283. 3-Metilbutil-butanoat

284. 3-Metilbutil-2-metilpropanoat
285. 3-Metilbutil-2-metilbutanoat
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286. 3-Metilbutil-3-metilbutanoat

287. 3-Metilbutil-fenilacetat

288. 3-Metil-2-buten-1-il-acetat

289. 3-Metil-2-buten-1-il-2-metilpropanoat
290. Butil-2-metilbutanoat

291. Oktil-2-metilbutanoat

292. Benzil-2-metilbutanoat

293. Benzil-3-metilbutanoat

294. Feniletil-3-metilbutanoat

2B: Monoterpeni

| Acikliéni monoterpenoidi
1. Acikliéni regularni monoterpenoidi

295. Mircen

296. Perilen

297. allo-Ocimen (sin. (E,E)-Ocimen; neo-allo-Ocimen)
298. (2)-B-Ocimen

299. (E)-B-Ocimen

300. Rouzfuran (sin. a-Naginaten)

301. Rouzfuran-epoksid

302. Dihidrotageton (sin. 2,6-Dimetil-7-okten-4-on)
303. (2)-Tageton (sin. (2)-2,6-Dimetil-5,7-oktadien-4-on)
304. (E)-Ocimenon

305. cis-6,7-Epoksi-ocimen

306. (2)-B-Ocimen-epoksid

307. Linalool (B-Linalool)

308. Lajlak aldehid B

309. Lajlak aldehid C

310. Lajlak aldehid D

311. Dehidrolinalool

312. cis-Linalool-oksid (furanoid)

313. trans-Linalool-oksid (furanoid)

314. cis-Linalool-oksid (piranoid)

315. Linalil-acetat

316. Linalil-2-metilbutanoat

317. trans-Linalool-oksid acetat (piranoid)
318. Nerol

319. Nerol-oksid

320. Neral

321. DehidroelSolcija-keton

322. ElSolcija-keton

323. Neril-acetat

324. Neril-propanoat

325. Neril-2-metilpropanoat

326. Neril-pentanoat

327. Neril-2-metilbutanoat

328. Neril-3-metilbutanoat

329. Neril-tiglat

330. Geraniol
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331. Geranial

332-Geranil-acetat

333. Geranil-butanoat

334. Geranil-2-metilpropanoat

335. Geranil-2-metilbutanoat

336. Geranil-3-metilbutanoat

337. Metil-geranat

338. Citronelol (sin. -Citronelol)

339. (E)-Dihidrorouz-oksid

340. (E)-Rouz-oksid

341. Dihidrocitronelol

342. Citronelal

343. cis-lzocitral

344, Citronelil-acetat

345. Metil-citronelat

346. 2,6-Dimetil-1,3(E),5(E),7-oktatetraen
347. 3,7-Dimetil-1,5-oktadien-3,7-diol (sin. Hodienol)

2. Acikliéni iregularni monoterpenoidi

348.2,5-Dimetil-3-metilen-hepta-1,5-dien
349. Santolinatrien

350. Santolina-alkohol

351. Artemizijatrien

352. Artemizija-alkohol

353. Artemizija-keton

354. Artemizil-acetat

355. Jomogi-alkohol

356. Izoliraton

357. epi-Izoliratrol

358. Izoliratrol

359. Liratol

360. Liratal

361. Liratil-acetat

362. Liratil-butanoat

363. Liratil-3-metilbutanoat

364. (2)-5-Metil-2-(1-metiletil)-2-heksenal
365. Fragranol

366. Hrizantemil-alkohol

367. Lavandulol

368. Lavandula lakton

369. Lavandulil-acetat

370. Lavandulil-2-metilpropanoat
371. Lavandulil-3-metilbutanoat
372. Lavandulil-2-metilbutanoat

Il Monocikliéni monoterpenoidi
1. Monocikliéni monoterpenoidi mentanskog tipa

373. Kumen
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374. a-Terpinen

375. y-Terpinen (sin. p-Menta-1,4-dien)

376. Terpinolen

377. 1-Terpineol (sin. p-Ment-3-en-1-ol; 3-Terpinen-1-ol)
378. Terpinen-4-ol

379. a-Terpineol (sin. p-Ment-1-en-8-ol)

380. y-Terpineol

381. 6-Terpineol (sin. p-Ment-1(7)-en-8-0l)

382. a-Terpinen-7-al

383. a-Terpinil-acetat

384. Terpinen-4-il-acetat

385. a-Felandren

386. B-Felandren

387. Felandral (sin. p-Ment-1-en-7-al)

388. a-Felandren-epoksid

389. Limonen

390. frans-Izolimonen (sin. p-Menta-2,8-dien)

391. Limonen-4-ol (sin. p-Ment-1,8-dien-4-ol)

392. cis-Limonen-oksid (sin. cis-Limonen-1,2-epoksid)
393. trans-Limonen-oksid (sin. frans-Limonen-1,2-epoksid)
394. 1,4-Cineol

395. 1,8-Cineol

396. 2,3-Dehidro-1,8-cineol (sin. Dehidro-1,8-cineol)
397. egzo-2-Hidroksicineol-acetat

398. m-Cimenen

499. p-Cimenen (sin. 1-Izopropenil-4-metilbenzen)
400. o-Cimen

401. p-Cimen

402. p-Cimen-7-ol (sin. Kumin-alkohol, kuminol)
403. p-Cimen-8-ol (8-Hidroksi-p-cimen)

404. 2,5-Dimetoksi-p-cimen

405. p-Ment-1-en (sin. Karvomenten)

406. p-Ment-1-en-9-al

407. 4-Acetil-1-metil-cikloheksen

408. m-Menta-1(7),8-diene

409. p-Menta-1(7),8-dien (sin. Pseudolimonen)
410. p-Menta-2,4(8)-dien (sin. Izoterpinolen)

411. p-Menta-3,8-dien

412. p-Menta-1,3,8-trien

413. p-Menta-1,5,8-trien

414, 3,9-Epoksi-p-ment-1-en

415. Dil-etar

416. p-Menta-1(7),2-dien-8-ol

417. trans-p-Menta-1(7),8-dien-2-ol (sin. trans-lzokarveol)
418. cis-p-Menta-1(7),8-dien-2-ol

419. cis-p-Menta-2,8-dien-1-ol

420. trans-p-Menta-2,8-dien-1-ol

421. cis-p-Ment-2-en-1-ol

422. trans-p-Ment-2-en-1-ol

423. neo-lzomentol

424. 1zomentol
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425. neo-Mentol

426. Mentol

427. trans-p-Mentan-2-on (sin. Karvomenton)
428. Izomenton (sin. cis-p-Mentan-3-on)
429. Menton (sin. trans-p-Mentan-3-on)
430. Mentofuran

431. a-Kumil-alkohol (sin. 2-Fenil-2-propanol)
432. Kumen-aldehid (sin. 2-Fenilpropenal)
433. cis-Dihidrokarvon

434. trans-Dihidrokarvon (sin. trans-p-Ment-8-en-2-on)
435. Karvon

436. cis-Karvon-oksid

437. Karvotanaceton

438. p-Menta-1,4-dien-7-ol

439. p-Menta-1,4-dien-7-al

440. p-Menta-1(7),5-dien-2-ol

441, p-Menta-1,3-dien-7-al

442. Perila-alkohol (sin. Perilol, p-Menta-1,8-dien-7-ol)
443, Perila-aldehid

444, p-Menta-1,5-dien-8-ol (sin. a-Felandren-8-ol)
445, cis-Piperitol

446. trans-Piperitol

447. 2-Hidroksi-piperiton

448. |zopiperitenon

449, Piperitenon (sin. 3-Terpinolenon)

450. Piperiton (sin. p-Ment-1-en-3-on)

451. cis-Piperiton-oksid

452. trans-Piperiton-oksid

453. Piperitenon-oksid

454, cis-Piperitil-acetat

455. cis-Dihidrokarveol

456. izo-Dihidrokarveol

457. neoizo-Dihidrokarveol

458. cis-Karveol

459. trans-Karveol

460. Kumin-aldehid (sin. Kuminil-aldehid)
461. Askaridol

462. izo-Askaridol

463. trans-Askaridol glikol

464. izo-1zopulegol

465. |zopulegol

466. Izopulegon

467. Izopulegil-acetat

468. trans-Pulegol (sin. p-Ment-4(8)-en-3-0l)
469. Pulegon (sin. p-Ment-4(8)-en-3-on)
470. Timol

471. 8,9-Dehidrotimol

472. Metil-timol (sin. Timil-metil-etar)

473. Timil-acetat

474, Timil-2-metilpropanoat

475. 6-Metoksi-timil-2-metilpropanoat

220



476. 10-1zobultiriloksi-8,9-epoksi-timil-2-metilpropanoat
477. 10-Izovaleriloksi-8,9- epoksi-timil-2-metilpropanoat
478. 8-Dehidrotimil-2-metilpropanoat

479. Karvakrol

480. Metil-karvakrol (sin. Karvakril-metil-etar)

481. Etil-karvakrol (sin. Karvakril-etil-etar)

482. izo-Dihidrokarvil-acetat

483. cis-Karvil-acetat

484. trans-Karvil-acetat

485. 3-Metoksikuminil-2-metilpropanoat

486. Ciklamen-aldehid

487. Kripton

2. Iridoidi

488. 4aa-70-7ap-Nepetalakton
489. 4aa-7a-7aa-Nepetalakton
490. 4aB-7a-7ap-Nepetalakton

lll Bicikliéni monoterpenoidi
1. Bicikliéni monoterpenoidi bornanskog skeletnog tipa

491. a-Kamfolenol

492. a-Kamfolenal

493. Borneol

494. Bornil-formijat

495, Bornil-acetat

496. Bornil-2-metilpropanoat
497. Bornil-pentanoat

498. Izobornil-formijat

499. Izobornil-acetat

500. Izobornil-propanoat
501. Izobornil-3-metilbutirat
502. Kamfor

2. Bicikliéni monoterpenoidi fenhanskog skeletnog tipa

503. a-Fenhen

504. a-Fenhol (sin. endo-Fenhol)

505. a-Fenhil-acetat (endo-Fenhil-acetat)
506. Fenhon

3. Bicikliéni monoterpenoidi kamfanskog i izokamfanskog skeletnog tipa

507. Kamfen

508. 6-Kamfenol

509. 6-Kamfenon

510. Kamfenilon (sin. 3,3-Dimetil-2-norbornanon)
511. Kamfen-hidrat

512. (2)-Pacenoal
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4. Bicikliéni monoterpenoidi tujanskog skeletnog tipa

513. Sabinen

514. cis-Sabinol

515. trans-Sabinol

516. cis-Sabinil-acetat

517. trans-Sabinil-acetat

518. cis-Sabinen-hidrat

519. trans-Sabinen-hidrat
520. Sabina-keton

521. 2,3-Dehidrosabina-keton
522. Tuja-2,4(10)-dien

523. a-Tujan

524. a-Tujen

525. B-Tujen

526. izo-3-Tujanol

527. izo-3-Tujanil-acetat

528. Tuj-3-en-10-al

529. Umbelulon (sin. 3-Tujen-2-on)
530. a-Tujon (sin. cis-Tujon)
531. B-Tujon (sin. trans-Tujon)

5. Bicikliéni monoterpenoidi pinanskog skeletnog tipa

532. a-Pinen

533. B-Pinen

534. trans-Pinan

535. a-Pinen-oksid

536. cis-Pinen-hidrat

537. trans-Pinen-hidrat

538. Nopinon

539. cis-Pinokarveol

540. trans-Pinokarveol

541. cis-Pinokarvil-acetat
542. trans-Pinokarvil-acetat
543. Pinokarvon

544 cis-Pinokamfon (sin. izo-Pinokamfon)
545. Pinokamfon

546. cis-Mirtanol

547. Mirtenol (sin. 2-Pinen-10-ol)
548. Mirtenil-acetat

549. Mirtenil-propanoat

550. Mirtenal

551. Verbenen

552. cis-Verbenol

553. trans-Verbenol

554. Verbenon

555. cis-Hrizantenol

556. trans-Hrizantenol

557. cis-Hrizantenil-acetat
558. trans-Hrizantenil-acetat
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559. Hrizantenon
560. Filifolon

6. Biciklicni monoterpenoidi karanskog skeletnog tipa

561. 0-2-Karen
562. 0-3-Karen
563. trans-2-Karen-4-ol

IV Tricikli¢ni monoterpenoidi
564. Triciklen
2C: Seskviterpeni
| Aciklicni seskviterpenoidi
1. Acikliéni regularni seskviterpenoidi: farnezanski i furanoidni farnezanski seskviterpenoidi

565. Farnezan (sin. 2,6,10-Trimetildodekan)

566. (Z)-B-Farnezen

567. (E)-B-Farnezen

568. (3Z,6E)-0-Farnezen

569. (3E,62)-a-Farnezen

570. (3E,6E)-a-Farnezen

571. (E)-B-Farnezen epoksid (sin. 2-(4E)-(5,9-Dimetil-1-metilen-4,8-dekadienil)-oksiran)
572.(Z,2)-2,6-Farnezol

573. (Z,E)-2,6-Farnezol

574. (E,2)-2,6-Farnezol

575. (E,E)-2,6-Farnezol

576. 2,3-Dihidrofarnezol

577. (2)-Dihidroapofarnezol

578. Fokienol

579. (E)-Dihidroapofarnezal (sin. 2,6,10-Trimetil-5,9-undekadienal)
580. (Z,E)-2,6-Farnezal

581. (E,2)-2,6-Farnezal

582. (E,E)-2,6-Farnezal

583. (Z,2)-2,6-Farnezil-acetat

584. (Z,E)-2,6- Farnezil-acetat

585. (E,E)-2,6-Farnezil-acetat

586. (Z)-Nerolidol

587. (E)-Nerolidol

588. (Z)-Nerolidil-acetat

589. a-Sinensal (sin. (E,E,E)-2,6,10-Trimetil-2,6,9,11-dodekatetraenal)
590. Seskvirouzfuran

591. Dendrolazin

P

Py

2. Acikliéni iregularni seskviterpenoidi

592. 2-Metil-5-(1,1,5-trimetil-5-heksenil)furan
593. 3,9-Dimetil-6-izopropil-2Z,7E,9-dekatrienal
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594. (E)-Seskvilavandulol
Il Monocikli¢ni seskviterpenoidi
1. Monocikliéni seskviterpenoidi bisabolanskog strukturnog tipa

595. cis-0-Bisabolen

596. trans-a-Bisabolen

597. epi-a-Bisabolol

598. a-Bisabolol

599. a-Bisabolol-oksid B

600. B-Bisabolen

601. epi-p-Bisabolol

602. B-Bisabolol

603. B-Bisabolenol

604. (Z)-y-Bisabolen

605. (E)-y-Bisabolen

606. o-Zingiberen (sin. Zingiberen)
607. trans-(Z)-a-Bisabolen-epoksid
608. Bisabolon

609. a-Kurkumen (sin. ar-Kurkumen)
610. B-Kurkumen

611. y-Kurkumen

612. B-(2)-Kurkumen-12-ol

613. ar-Kurkumen-15-al

614. y-Kurkumen-15-al

615. ar-Turmerol

616. ar-Turmeron

617. (E)-a-Atlanton

618. (Z2)-Nuciferol

619. (E)-Nuciferol

620. (2)-Nuciferil-2-metilpropanoat
621. (Z)-Lanceol

622. (Z)-Lanceil-acetat

623. (E)-Lanceil-acetat

624. B-Seskvifelandren

625. epi-Bicikloseskvifelandren
626. Seskvicineol

627. Dehidroseskvicineol

628. 7-epi-Seskvitujen

629. Seskvitujen

630. Seskvisabinen B

631. cis-Seskvisabinen hidrat

632. trans-Seskvisabinen hidrat

2. Monocikli¢ni seskviterpenoidi germakranskog strukturnog tipa
633. Izogermakren D
634. Biciklogermakren

635. Germakren A
636. Germakren B
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637. Germakren D

638. Germakren D-11-ol

639. Germakren D-4-ol

640. Hedikariol

641. 1(10)E,5E-Germakradien-11-ol
642. Germakra-4(15),5,10(14)-trien-1a-ol
643. Izobiciklogermakrenal

644. Germakron

©645. Pregeijeren B

3. Monocikliéni seskviterpenoidi elemanskog strukturnog tipa

646. Bicikloelemen
647. a-Elemen

648. B-Elemen

649. y-Elemen

650. 6-Elemen

651. Elemol

652. 8-a-11-Elemodiol
653. Siobunol

654. 7-Acetoksi-elema-1,3-dien-8-ol
655. 8a-Acetoksielemol
656. cis-B-Elemenon
657. Geijeren

4. Monocikliéni seskviterpenoidi humulanskog strukturnog tipa

658. a-Humulen (sin. a-Kariofilen)
659. B-Humulen

660. y-Humulen

661. 14-Hidroksi-a-humulen

662. Humulen-epoksid |

663. Humulen-epoksid |l

664. Humulen-epoksid |11

5. Monocikli¢ni seskviterpenoidi kariofilanskog strukturnog tipa

665. (2)-Kariofilen (sin. Izokariofilen)
666. 9-epi-(E)-Kariofilen (sin. 2-epi-(E)-p-Kariofilen)
667. 9-epi-Izokariofilen

668. - Kariofilen

669. Kariofil-6(7)-en-3-ol

670. Kariofil-7(8)-en-6-ol

671. (2)-Kariofil-7-en-14-ol

672. 14-Hidroksi-9-epi-(E)-kariofilen
673. Kariofila-3(15),7(8)-dien-6-ol
674. Kariofila-3(15),7(14)-dien-6-ol
675. 12-nor-Kariofil-5-en-2-on

676. |zokariofilen-oksid

677. Kariofilen-oksid

678. neo-Kloven
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6. Biciklicni seskviterpenoidi eudezmanskog strukturnog tipa

679. 7-epi-a-Selinen

680. a-Selinen

681. B-Selinen

682. y-Selinen (sin. Eudezma-4(14),7(11)-dien)
683. 6-Selinen

684. Selina-3,7(11)-dien

685. Selina-4,11-dien

686. Selina-5,11-dien

687. Selina-3,11-dien-6-a-ol

688. Selina-11-en-4a-ol

689. a-Kostol

690. y-Kostol

691. 7-epi-a-Eudezmol

692. a-Eudezmol

693. B-Eudezmol

694. 10-epi-y-Eudezmol

695. y-Eudezmol

696. Eudezma-7(11)-en-4-ol
697. Rozifoliol

698. Intermedeol (sin. Eudezm-11-en-4-ol)
699. epi-Torilenol

700. Torilenol

701. Junenol

702. B-Dihidroagarofuran (sin. cis-Dihidroagarofuran; -trans-Gvajen)
703. Eudezma-4(15),7-dien-1p-ol
704. a-Eudezmil-acetat

705. Eudezm-11-en-4-a,6-a-diol
706. cis-Eudezm-4(15)-en-1-on
707. Kriptomeridiol

708. a-Ciperon

709. Korimbolon

710. |zoalantolakton

711. Alantolakton

712. Geosmin

7. Biciklicni seskviterpenoidi eremofilanskog strukturnog tipa

713. Valencen

714. Eremofilen

715. B-Vetivenen

716. Eremoligenol

717. Valerianol

718. Dihidrokaranon

719. 4,5-di-epi-Aristolohen
720. Aristolohen

8. Seskviterpenoidi iSvaranskog, spirovetivanskog i valeranskog strukturnog tipa

721. 18varan
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722. Agarospirol
723. Hinesol
724. Valeranon

9. Seskviterpenoidi aristolanskog strukturnog tipa

725. B-Gurjunen (sin. Kalaren)
726. Aristolen
727. Aristola-1(10)-8-dien

10. Seskviterpenoidi akoranskog strukturnog tipa

728. ltalicen

729. 10-epi-ltalicen-etar
730. ltalicen-etar

731. B-Akoradien

732. B-Alasken

733. a-Akorenol

734. Akorenon B

11. Seskviterpenoidi hamigranskog strukturnog tipa
735. B-Hamigren
12. Seskviterpenoidi bergamotanskog i santalanskog strukturnog tipa

736. cis-a-Bergamoten

737. trans-0-Bergamoten

738. trans-p-Bergamoten

739. (2)-trans-a-Bergamotol

740. (2)-trans-a-Bergamotil-acetat
741. epi-p-Santalen

742. B-Santalen

743. (2)-0-Santalol

744. (Z)-0-Santalil-acetat

745. 3-Santalol

13. Seskviterpenoidi kedranskog strukturnog tipa

746. a-Kedren

747. B-Kedren

748. B-Funebren

749. epi-a-Kedrol

750. a-Kedrol

751. a-Kedren-epoksid

752. B-Biotol (sin. Kedr-8(15)-en-4p-ol)
753. 8-Kedren-13-ol

754. 5-1z0-kedranol
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14. Seskviterpenoidi kuparanskog, lauranskog i zizanskog strukturnog tipa

755. Kuparen
756. epi-Lauren
757. KuSimol

15. Seskviterpenoidi drimanskog strukturnog tipa

758. Drima-7,9(11)-dien
759. cis-a-Ambrinol
760. trans-a-Ambrinol

16. Seskviterpenoidi tujopsanskog strukturnog tipa

761. cis-Tujopsen (sin. Vidren)
762. Vidrol

763. Majuron

764. cis-Dihidromajuron

17. Seskviterpenoidi tujopsanskog strukturnog tipa

765. Ciklosativen
766. Sativen
767. Kopaborneol

18. Seskviterpenoidi kadinanskog strukturnog tipa

18.1. Kadinani
768. Zonaren
769. a-Kadinen
770. y-Kadinen
771. 0-Kadinen
772. Kadina-1(6),4-dien
773. trans-Kadina-1,4-dien
774. (Z2)-Kadin-4-en-7-ol
775. Kadina-1(10),4-dien-8a-ol
776. Kadina-1(10),4-dien-14-ol (sin. 14-Hidroksi-d-kadinen)
777. a-Kadinol
778. 0-Kadinol
779. 1-Kadinol (sin. epi-a-Kadinol)
780. 1,8-Oksido-kadin-4-en
781. Kusinol
782. KuSinil-acetat
783. 10-Hidroksi-4-kadinen-3-on
784. Kubenol
785. 1-epi-Kubenol
786. 6-epi-Kubenol
787. 1,10-di-epi-Kubenol

18.2. Muurolani
788. a-Muurolen
789. y-Muurolen
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790. cis-Muurola-3,5-dien

791. cis- Muurola-4(14),5-dien

792. Muurola-4,11-dien

793. cis-Muurol-5-en-4a-ol

794. cis-Muurol-5-en-4B-ol

795. Muurola-4,9-dien-15-ol

796. Muurola-4,10(14)-dien-13-ol

797. 14-Hidroksi-a-muurolen

798. epi-a-Murrolol (sin. T-Muurolol)

799. a-Muurolol (sin. Toreiol)

800. a-Muurolen-15-al

801. cis-14-nor-Muurol-5-en-4-on
18.3. Amorfani

802. a-Amorfen

803. y-Amorfen

804. &-Amorfen

805. Amorfa-4,9-dien-2-ol

806. 2a-Acetoksiamorfa-4,7(11)-dien
18.4. Kalameneni i korokalani

807. cis-Kalamenen

808. trans-Kalamenen

809. cis-Kalamenen-10-ol

810. trans-Kalamenen-10-ol

811. 10,11-Epoksi-kalamenen

812. 15-nor-Kalamenen-10-on

813. a-Kalakoren

814. B-Kalakoren

815. a-Korokalen

816. Kadalen

19. Seskviterpenoidi oplopanskog strukturnog tipa

817. B-Oplopenon
818. Oplopanon

20. Seskviterpenoidi kopaanskog strukturnog tipa

819. a-llangen

820. B-llangen

821. a-Kopaen

822. 3-Kopaen

823. a-Kopaen-4-ol
824. a-Kopaen-11-ol
825. cis-a-Kopaen-8-ol
826. 3-Kopaen-4-a-ol
827. Mustakon

828. nor-Koopanon

21. Seskviterpenoidi gvajanskog strukturnog tipa

829. a-Gvajen

229



830. cis-p-Gvajen

831. trans-p-Gvajen

832. Gvajazulen

833. 1,4-Dimetilazulen

834. Hamazulen

835. 3,7-Gvajadien

836. y-Gurjunen (sin. 5,11-Gvaiadien)
837. a-Bulnezen

838. a-Gvajol

839. 5-Gvajen-11-ol

840. cis-Gvaja-3,9-dien-11-ol
841. Gvaja-6,10(14)-dien-4p-ol
842. Gvaja-3,10(14)-dien-11-ol
843. Alismol

844. Bulnezol

845. Ligul-oksid

846. Kesan

22. Seskviterpenoidi aromadendranskog strukturnog tipa

847. |zoleden

848. Leden (sin. Viridifloren)
849. Ledol

850. a-Gurjunen

851. Aromadendren

852. allo-Aromadendren
853. allo-Aromadendren-epoksid
854. Palustrol

855. Ciklokolorenon

856. Spatulenol

857. Izospatulenol

858. Viridiflorol

859. epi-Globulol

860. Globulol

23. Seskviterpenoidi kubebanskog strukturnog tipa

861. a-Kubeben
862. 8- Kubeben
863. epi-Kubebol
864. Kubebol

865. 10-epi-Kubebol
866. Kubeban-11-ol

24. Seskviterpenoidi pac¢ulanskog, daukanskog, izodaukanskog (salviolanskog) i valerenanskog
strukturnog tipa

867. Ciperen
868. Ciperotundon
869. Daucen
870. Karotol
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871. 1,5-Epoksi-salvial-4(14)-en
872. Salvial-4(14)-en-1-on

873. Salvia-4(14),5-dien-1p-ol
874. Mint-sulfid

25. Seskviterpenoidi burbonanskog strukturnog tipa

875. B-Burbonen

876. 1,5-di-epi-3-Burbonen
877. 1-endo-Burbonanol
878. 11-nor-1-Burbonanon
879. 15-nor-4-Burbonanon

26. Seskviterpenoidi himahalanskog strukturnog tipa

880. a-Himahalen

881. B-Himahalen

882. y-Himahalen

883. Himahala-2,4-dien
884. a-Dehidro-himahalen

27. Seskviterpenoidi longipinanskog, longibornanskog i longifolanskog strukturnog tipa

885. Longiborneol

886. Didehidrocikloizolongifolen
887. Izolongifolen

888. Longifolen

889. cis-Izolongifolanon
890. trans-Izolongifolanon
891. a-Longipinen

892. B-Longipinen

893. epi-Longipinanol
894. Longipinanol

895. Vulgaron A

896. Vulgaron B

28. Seskviterpenoidi trikvinanskog i petasitanskog strukturnog tipa

897. Silfin-1-en

898. Silfiperfol-5-en

899. Silfiperfol-6-en

900. 7-a-Silfiperfol-5-en
901. 7-epi-Silfiperfol-5-en
902. Silfiperfol-4,7(14)-dien
903. Silfiperfolan-7-ol
904. Silfiperfolan-6[3-ol
905. Silfiperfol-6-en-5-on
906. Presilfiperfol-7-en
907. Modhefen (sin. Modhef-2-en)
908. Modhefen-8p-ol

909. Prenopsan-8-ol
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910. Petibren

911. B-Izokomen

912. a-lzokomen

913. Kameroonan-7a-ol
914. Alben

915. Petaziten

29. Seskviterpenoidi humbertanskog strukturnog tipa
916. Izohumberciol D
2D: Diterpeni

| Aciklicni diterpenoidi

1. Diterpenoidi fitanskog strukturnog tipa

917. (E,Z)-Geranil-linalool

918. (E,E)-Geranil-linalool

919. 3-Metil-2-(3,7,11-trimetildodecil)-furan
920. Neofitadien, izomer I, II, Il

921. Izofitol

922. (2)-Fitol

923. (E)-Fitol

924. (E)-Fitil-formijat

925. (E)-Fitil-acetat

Il Cikli¢ni diterpenoidi
1. Diterpenoidi cembranskog strukturnog tipa

926. (32)-Cembren A

927. Neocembren

928. Cembren C

929. Cembren (sin. Tunbergen)

930. Tunbergol (sin. Cembra-2,7,11-trien-4-ol)

2. Diterpenoidi labdanskog strukturnog tipa

931. (E)-Labda-7,12,14-trien

932. Sklaren (sin. Labda-8(20),13(16),14-trien)

933. Biformen (sin. Labda-8(20),12,14-trien)

934. Abienol (sin. Labda-12,14-dien-8-ol)

935. Kleroda-3(4),14(15)-dien-13-ol (sin. 5,9-Dimetil-7,19-dinor-8fH-labda-3,14-dien-13-ol)
936. 13-epi-Manool (sin. (13S)-Labda-8(20),14-dien-13-0l)
937. Manool (sin. (13R)- Labda-8(20),14-dien-13-ol)

938. Manoil-oksid

939. 13-epi-Manoil-oksid

940. 3B-Hidroksi-13-epi-manoil-oksid

941. 2-Keto-manoil-oksid

942. 3B-Acetoksi-13-epi-manoil-oksid
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943. 7a-Hidroksimanool

944. Lariksol (sin. Labda-8(20),14-dien-6a,13-diol)
945. Labd-13-en-8,15-diol

946. Sklareol (sin. Labd-14-en-8,13-diol)

947. Ambroksid

3. Diterpenoidi pimaranskog strukturnog tipa

948. Izopimara-7,15-dien

949. Izopimara-8(9),15-dien

950. Izopimara-9(11),15-dien

951. Pimara-8(9),15-dien

952. ent-Pimara-8(14),15-dien

953. Sandarakopimara-8(14),15-dien
954. Rimuen

955. Dolabradien

956. Sandarakopimaradien-33-ol
957. Izopimarol

4. Diterpenoidi abientanskog strukturnog tipa

958. Abietadien (sin. Abieta-7,13-dien)

959. Abietatrien (sin. ar-Abietatrien; Dehidroabietan; Podokarpa-8,11,13- trien; Abieta-8,11,13-trien)
960. 4-epi-Dehidroabietol (sin. Podokarpa-8,11,13-trien-16-0l)
961. cis-Feruginol

962. trans-Feruginol

963. cis-Totarol

964. Dehidroabietal (sin. Podokarpa-8,11,13-trien-15-al)

965. Abietal

966. Abieta-7,13-dien-3-on

967. Abieta-8,11,13-trien-7-on

968. Neoabietinska kiselina

5. Diterpenoidi kauranskog strukturnog tipa

969. Kaur-16-en (sin. 16-Kauren)
970. Kaur-15-ene (sin. Izokauren)

6. Diterpenoidi neklasifikovanog strukturnog tipa

971. Geranil-p-cimen
972. Geranil-a-terpinen

2E: Triterpenoidi
972, Skvalen
2F: Karotenoidi

973. Metil-2-cikloheksen-1-on
974. 4-Metil-2-heptanon
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975. 6-Metil-5-hepten-2-ol

976. 6-Metil-5-heptenal

977. 6-Metil-5-hepten-2-on
978. 6-Metil-3,5-heptadien-2-on
979. Izoforon

980. 4-Ketoizoforon

981. B-Ciklocitral

982. Safranal

983. Teaspiran A

984. Teaspiran B

985. Dihidroedulan

986. (E)-a-Damascenon

987. (2)-B-Damascenon

988. (E)-p-Damascenon

989. (E)-B-Damaskon

990. (E)-B-Jonon

991. a-Jonen (sin. 1,1,6-Trimetil-1,2,3,4-tetrahidronaftalen)
992. a-Jonon

993. Dihidro-a-jonon

994. Metil-a-jonon

995. 2,3-Dehidro-a-jonol

996. (E)-5,6-Epoksi-B-jonon
997. 3-Okso-B-jonon

998. (E)-4-Okso-B-jonon

999. Megastigmatrienon

1000. Geranilaceton

1001. Nerilaceton

1002. Dihidroaktinidiolid

1003. Heksahidrofarnezilaceton (sin. 6,10,14-Trimetil-2-pentadekanon)
1004. (E,E)-5,9-Farnezilaceton

Prilog 3

Isparljivi metaboliti izvedeni iz $ikiminske kiseline: fenil-propanoidi i biosintetski srodna isparljiva jedinjenja
3A: Cgisparljivi metaboliti

1005. Fenol

1006. o-Gvajakol

1007. Metilgvaiakol (sin. Veratrol)
1008. 1,4-Dimetoksibenzen

3B: CqC1 isparljivi metaboliti

1009. Benzil-alkohol
1010. Benzaldehid
1011. o-Metilanizol
1012. p-Metilanizol
1013. Salicilaldehid
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1014. p-Anisaldehid

1015. 2-Hidroksi-p-anisaldehid
1016. Metil-salicilat

1017. Benzil-acetat

1018. Benzil-pentanoat
1019. Benzil-tiglat

1020. Benzil-benzoat

1021. Benzil-salicilat

1022. Metil-3-metilbenzoat
1023. (2)-3-Hekseni-benzoat
1024. Oktil-benzoat

1025. 2-Oktil-benzoat

1026. Nonil-benzoat

1027. 2-Nonil-benzoat

1028. Feniletil-salicilat

1029. Metil-antranilat

3C: Cq¢C, isparljivi metaboliti

1030. Etilbenzen

1031. 1-Fenil-1-etanol

1032. 2-Fenil-1-etanol

1033. Fenilacetaldehid (sin. Benzenacetaldehid)
1034. Acetofenon

1035. 2-Hidroksiacetofenon

1036. p-Metoksiacetofenon (sin. Acetanizol; Linarodin)
1037. Fenilacetatna kiselina

1038. Fenilacetonitril

1039. Stiren

1040. p-Metoksistiren

1041. p-Vinilgvaiakol

1042. Metil-p-anizat

1043. Etil-fenilacetat

1044. Kumaran (sin. 2,3-Dihidrobenzofuran)
1045. 2-Feniletil-acetat

1046. 2-Feniletil-propanoat

1047. 2-Feniletil-2-metilbutanoat

1048. 2-Feniletil-oktanoat

1049. Benzofenon

1050. Indol

3D: CqC;isparljivi metaboliti

1051. n-Propilbenzen

1052. 2-Propenilbenzen (sin. Alilbenzen)
1053. 2-Alil-4-metilfenol

1054. 3-Alil-6-metoksifenol

1055. Havikol

1056. Estragol (sin. Metilhavikol)

1057. Eugenol

1058. Metileugenol
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1059. Elemicin

1060. 1-Alil-2,3,4,5-tetrametoksibenzen
1061. 2-Fenil-2-butenal
1062. (E)-Cinamilaldehid
1063. 4-Metoksicinamaldehid
1064. a-Heksil cinamaldehid
1065. (E)-Anetol

1066. (E)-Metil izoeugenol
1067. Dihidroeugenil-acetat
1068. (E)-Cinamil-acetat
1069. (2)-Cinamil-alkohol
1070. Metil-cinamat

1071. (2)-1zoeugenil-acetat
1072. Fenilpropil-butanoat
1073. Safrol

1074. Miristicin

1075. Dil apiol

1076. Apiol

1077. Izomiristicin

1078. (E)-Izodilapiol

1079. 2-Metilbenzofuran
1080. Kumarin (sin. 2H-1-Benzopiran-2-on)
1081. Izobergapten

1082. Bergapten

1083. Ostol

Prilog 4

Neklasifikovani isparljivi metaboliti nastali delovanjem enzima, Majlardovi proizvodi, jedinjenja
antropogenog porekla, kontaminanti i dr.

1084. 4-Metil-3-penten-2-on (sin. Mezitil-oksid)
1085. 4-Hidroksi-4-metil-2-pentanon (sin. Diaceton-alkohol)
1086. 2,4-Pentadion (sin. Acetilaceton)

1087. Dietildisulfid

1088. 3-Metiltiopro