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1. UVOD I CILJEVI

Biljke su covekovi prvi (najbolji) prijatelji.
G. Singh

Covek je oduvek oseéao potrebu i duznost da za sobom ostavi pisani trag o iskustvu,
odnosno saznanju, koje je stekao i unapredivao izucavajuci svojstva razli¢itih biljnih
organizama. Takva aktivnost je najpre belezena u vidu ilustracija, a mnogo godina kasnije,
usavrSavanjem kognitivnih vestina, znanje o biljkama je i zvani¢no sistematizovano u vidu
prvih farmakopeja i drugog pisanog materijala (Balick i Cox, 1997).

Biljke su vekovima sakupljane i gajene kao izvor hrane i energije, kao gradivni
materijal i sirovina za izradu odece, lekova, napitaka, ali i iz estetskih razloga. 1z korisnog
odnosa sa biljkama, koji je ¢ovek negovao i usavrSavao, razvile su se brojne naucne
discipline. Na primer, u okviru farmakognozije se vrsi procena pozitivnih i negativnih efekata
biljnih supstanci (droga) na Zzive organizme, taksonomija Kklasifikuje biljke na osnovu
njihovih morfo-anatomskih, hemotaksonomskih i drugih osobina, dok hemicari utvrduju
strukturu biljnih metabolita koji su znacajni za farmakognoziju i botaniku uopste. Fitohemija
je kao naucna disciplina proistekla iz farmakognozije i bavi se izolovanjem i identifikacijom
biljnih jedinjenja (primarnih i sekundarnih metabolita) koja su od znacaja za pomenute
discipline.

Do danas, zahvaljujuci aktivnom istrazivanju biljaka i njihovih proizvoda, dokazana
su preimucstva prirodnih, odnosno biljnih sirovina u odnosu na sintetske u farmaceutskoj
industriji, kozmetici i sli¢cno. Osim terapijske upotrebe ekstrakata lekovitih biljaka, oni se
primenjuju i kao prirodne boje, konzervansi, zasladivaci, aditivi, itd.

Prvi sistemi klasifikacije biljaka su proistekli iz covekove potrebe za sistematizacijom
vrsta koje se koriste u terapiji i ishrani (Walters, 1963). Jedinjenja iz biljnog tkiva (tzv.
sekundarni metaboliti) takode predstavljaju dominantan objekat taksonomskih istrazivanja
(Singh, 2004). Sekundarni metaboliti se koriste kao specificni hemijski karakteri ili
biomarkeri, odnosno jedinjenja ¢ija distribucija i varijabilnost u biljnom svetu moze biti

pouzdan parametar za klasifikaciju taksona. Oni takode, obavljaju veoma znacajne funkcije



za biljku, kao sto su, odbrana od patogena ili konkurentnih biljaka, ili igraju ulogu
signaliziraju¢ih molekula (alelopatija).

Mnoga istrazivanja su dokazala da je produkcija biljnih metabolita pod uticajem
ekoloskih faktora koji doprinose njihovoj kvalitativnoj i kvantitativnoj varijabilnosti, te se
moze se re¢i da sekundarni metaboliti predstavljaju adaptivne karaktere zbog Cega se i
vrednuju u taksonomskim studijama (Wink, 2003).

Biohemijska sistematika, hemosistematika ili hemotaksonomija biljaka je disciplina
koja obuhvata sistematiku i fitohemiju zajedno, a bavi se distribucijom biljnih metabolita
(struktura, biosinteza, funkcija i aktivnost). Hemijski karakteri koji se najce$¢e koriste u
hemotaksonomskim istrazivanjima jesu komponente biljnih ekstrakata razli¢ite polarnosti:
fenolna jedinjenja i njihovi derivati, alkaloidi, komponente etarskih ulja (terpeni),
komponente epikutikularnih voskova (derivati masnih Kiselina, triterpeni, itd.), nukleinske
kiseline, itd. (Marin, 2003).

Ova doktorska disertacija ima za cilj istrazivanje hemotaksonomskih odnosa i
klasifikacije taksona roda Sedum L. (Crassulaceae) sa teritorije centralnog Balkanskog
poluostrva (Srbija, Crna Gora, Makedonija, Gréka i Bugarska). IzvrSeno je ispitivanje
hemijskog sastava predstavnika roda Sedum, tj. identifikacija i kvantifikacija sekundarnih
metabolita radi utvrdivanja potencijalne primene odredenih hemijskih markera u
hemotaksonomiji. Testirana je uloga komponenti epikutikularnih voskova ekstrahovanih
heksanom i jedinjenja identifikovanih u metanolnim ekstraktima istrazivanih vrsta.
izvedena GC-MS i GC-FID analizom, a polarnih, neisparljivih jedinjenja metanolnog
ekstrakta HPLC analizom. Nezavisno jedni od drugih, n-alkani (C2o-Cgs) i triterpeni (oleani,
lupani i tarakserani) iz epikutikularnin voskova i jedinjenja iz metanolnih ekstrakata
(uglavnom fenolnog tipa) tretirani su kao varijable koje su najpre jednoobrazno
sistematizovane u matrice, a potom koris¢ene kao osnova za izvodenje statistickih analiza
(deskriptivna statistika, univarijantne i multivarijantne metode). Takode su analizirani svi
karakteri zajedno (metanolnih i heksanskih ekstrakata), kao i ukupni sadrzaji karaktera
voskova i metanolnih ekstrakata. Razmatrana je distribucija i varijabilnost navedenih
hemijskih karaktera na nivou serije kao taksonomske kategorije. Razli¢it sadrzaj pomenutih
karaktera je uslovio odredeno klasifikovanje i asociranje (korespodentna analiza) ispitivanih
taksona koje je razmatrano i uporedivano u skladu sa ve¢ postoje¢im sistemima klasifikacije

roda Sedum i familije Crassulaceae.



2. TEORIJSKE OSNOVE

2.1. Filogenija i filogenetska sistematika

Filogenija je nau¢na disciplina koja se bavi bioloskom evolucijom organizama.
Termin ,,filogenija® poti¢e od kombinacije grckih reci phylon, koja oznacava pleme ili klan, i
genesis §to oznacava poreklo ili izvor.

Razvoj tehnike, koji je istraziva¢ima omogucio rekonstrukciju evolutivnih i
genealoSkih odnosa kod organizama (genealogija — nauka o poreklu, tj. rodoslovu
organizama), uslovio je i razvoj komparativne biologije. Za razliku od opste biologije, koja
ciljano bira organizam, podoban za istraZivanje datog procesa, komprativna biologija u
osnovi podrazumeva proucavanje karakteristika razliCitih organizama radi zaklju¢ivanja o
evolutivnim 1 istorijskim odnosima medu njima. Filogenetska sistematika, kao i druge
discipline iz oblasti sistematike, podrzava komparativni pristup, tj. omogucava istrazivacu da
svoje zapazanje uvrsti u istorijski kontekst o poreklu, uz moguénost modifikacije i navodenje
faktora koji doprinose formiranju datog zapazanja. Shodno tome, glavni zadatak
fiologenetiCara je procena, utvrdivanje obrasca diverziteta, odnosno istorijskog toka
evolucije. Bilo koja vrsta komparativnih podataka (ili vise njih) se vrednuju u ovakvim
studijama. Preispitivanjem, tj. testiranjem hipoteza o poreklu vrsta moguce je izmeniti i
odnose u filogeniji.

Filogenetsko stablo je graficki prikaz istorijske specijacije | predstavlja niz procesa
koji dovode do nastanka jedne ili vise vrsta, deljenjem u odnosu na pretka (kladogeneza) ili
putem hibridizacije’. Najjednostavnije re¢eno, filogenetsko stablo prikazuje promenu stanja
karaktera u toku vremena (slika 1). Postoje razliciti tipovi filogenetskih stabala, medutim,
najosnovniji oblik jeste kladogram na kome se razmatra relativno mesto grananja, dok duzina
grane (klade) nema posebno znacenje. Filogenetska sistematika je jedan od pristupa
sistematici 1 taksonomiji kojim je moguce izvrsiti revidiranje filogenetskih odnosa izmedu

taksona ili uneti promene u skladu sa postoje¢im biloskim klasifikacijama.

e [ e e . . . iy
Hibridizacija je ukrstanje izmedu nedovoljno izolovanih taksona sa razli¢itom genetskom strukturom.

-3-



Teorijske osnove

VRSNI CVOR

Vreme

UNUTRASNJI CVOR

v
OGRANAK

KOREN

Promena karaktera

Slika 1. Filogenetsko stablo - promena stanja karaktera tokom vremena
(modifikovano, Marin, 2003)

Prilikom Klasifikacije i definisanja filogenetskih odnosa, istrazivac¢u je neophodno
saznanje o prirodi organizama (gde se pre svega misli na njihova svojstva iliti karaktere),
zatim o njihovom grupisanju i klasifikaciji, kao i o istoriji i evoluciji organizama (Marin,
2003; Willey i Lieberman, 2011; Patwardhan, et al. 2014).

2.2. Taksonomija biljaka — osnovni pojmovi

Potreba za klasifikacijom biljnih organizama postoji jo§ od nastanka ljudske vrste.
Istorijski gledano, prvi pisani podaci o njihovoj klasifikaciji datiraju iz perioda starih Grka
(Teofrast i Dioskoridis), na kojima se u srednjem veku temeljila evropska zbirka koja je
sistematizovala biljke kori§¢ene u narodnoj medicini i ishrani. Ta ¢injenica potvrduje da su
prvi sistemi klasifikacije, zajedno sa prepoznavanjem i imenovanjem biljnih vrsta, proistekli
iz veoma prakti¢nih potreba ljudskog roda. Neodvojivi deo taksonomije se tice hijerarhije
imenovanja jedinki i grupa koja u osnovi predstavlja potrebu za eksplicitnom terminologijom
radi efikasne komunikacije (Walters, 1963).

lako su sistematika, sistemati¢nost i sistematizacija termini koji su svakodnevno
prisutni u komunikaciji i praksi, potrebno je preciznije definisati pojmove taksonomija,
klasifikacija, identifikacija i sistematika.

Sastavni deo sistematike je taksonomija — naucna disciplina koja ima za cilj
opisivanje, imenovanje i grupisanje jedinki, organizama ili grupa organizama u skladu sa
unapred utvrdenim kriterijumima u posebne, manje ili viSe uniformne i smislene jedinice, tj.

entitete ili taksone® (Hegnauer, 1986, Singh, 2004). Taksonomija podrazumeva principe i

2 Takson (lat. taxon, mn. taxa) je sistematikom prepoznata grupa bica (oranizama), ili, taksonomska grupa koja pripada bilo kom rangu.
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metode (tabela 1) kojima se vrsi klasifikacija, daje smernice kako treba Klasifikovati
organizme i predlaze principe za Kklasifikaciju taksona u inkluzivnije, sloZenije
sitematizovane taksone (Ereshefsky, 2008). Re¢ ,,taksonomija“ poti¢e od grcke reci taxis sto
znaci uredenje i nomas — zakon, dakle taksonomija predstavlja pravilo uredenja. Formalno je
kao predmet prepoznata od strane Svajcarskog botani¢ara Augustin Pyramus de Candolle u
knjizi Théorie élémentaire de la botanique, 1813. godine.

Danas su taksonomskim shvatanjima, osim objekata zivog sveta, obuhvaceni i drugi
aspekti modernog drustva. Sa razvojem ljudske svesti, tj. sa evolucijom, savladavanjem i
usavrSavanjem razliCitih veStina, javila se potreba za identifikacijom, opisivanjem,
imenovanjem 1 klasifikacijom mnostva novih prirodnih i druStvenih pojava (Marin, 2003;
Singh, 2004) .

Klasifikacija u bioloskim disciplinama predstavlja proces organizovanja (smisleni
raspored i redosled) organizama na osnovu njihovih filogenetskih i fenetskih odnosa
(raspored organizama u okviru grupa na osnovu njihove slicnosti — Singh, 2004). Kada se
govori o Klasifikaciji, vrlo blizak njoj je postupak identifikacije, koji podrazumeva
rasporedivanje neidentifikovanih organizama u odgovarajuéu grupu ili Kklasu koja je
klasifikacijom definisana. Drugacije receno, taksonom, prema odabranom ,kljucu®,
identifikuje objekat ili organizam i svrstava ga u grupu koja je organizovana/oformljena
prethodnom identifikacijom organizama prema utvrdenim (,,klju¢nim ili taksonomskim®)
karakteristikama.

Sistematika detaljnije razmatra povezanost organizama u prirodi. U idealnom slucaju,
sitematikom se definiSu principi kojima se sluzi taksonomija u cilju dobijanja $to
,prirodnijeg* sistema klasifikacije (tabela 1). To je nau¢ni postupak kojim se karakterise tip i
raznovrsnost organizama na osnovu jednog ili vise odnosa i afiniteta koji ih karakteriSe.
Dakle, osim udruzivanja taksonomskih jedinica u taksone i njihovog korektnog imenovanja,
uzimaju se u obzir uzroci i izvori grupisanja (Sneath i Sokal, 1973; Ereshefsky, 2008).

Pored istrazivanja raznovrsnosti i filogenije organizama, jedan od osnovnih zadataka
sistematike jeste karakterizacija osnovnih ili specifi¢nih svojstava organizama (fizioloske,
morfoloske, biohemijske, geneticke, ekoloske i druge karakteristike), na osnovu kojih se
mogu grupisati i uvrstiti u neki hijerarhijski sistem. Ona daje uvid u evolutivne tokove i
omogucava doslednost u imenovanju jedinki. Tako, na primer, grupa organizama jedinstvena
sa nekoliko aspekata naziva se vrsta. Mnostvo vrsta se dalje, takode prema nekoj svojstvenoj

grupi osobina, sistematizuje u vecu celinu — rod, vise rodova u familiju, familije u red, i tako
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dalje grupisanje ide u pravcu formiranja najvece inkluzione grupe (Hegnauer, 1986; Singh,
2004).

Morfoloski karakteri pripradaju grupi najcesce koriSéenih karaktera u taksonomiji.
Prema Radfordu (1986), morfoloski podaci su dostupniji, laksi za uocavanje, pa su zato i
zastupljeniji u taksonomskim studijama. Takozvana spoljnja morfologija predstavlja osnovu
u karakterizaciji, identifikaciji, klasifikaciji i utvrdivanju medusobnih odnosa biljaka. Na
primer, karakteristike/struktura cveta i cvasti. Morfoloski karakteri se mogu podeliti u dve
grupe: vegetativni i cvetni karakteri. Vegetativni se odnose na karakterizaciju razvica,
fenoloskih karaktera, podzemnih organa, stabla, listova, petiola, lisnih zalistaka, dok se cvetni
karakteri odnose na strukturu cveta i cvasti. Istoj grupi karaktera pripadaju i karakteri ploda i
semena (Sharma, 2009).

Svaki metod klasifikacije i kategorizacije trebalo bi da se karakteriSe stabilno$¢u i
univerzalno$¢u u imenovanju organizama. Imena treba da budu: univerzalna (insistranje da se
jednim, opSte usvojenim jezikom imenuju organizmi, npr. Latinski jezik), jedinstvena
(neponovljiva) i nepromenljiva. Eventualnim promenama prethodi detaljan pregled, procena i
odobrenje zvani¢nih institucija, tj. eksperata za datu oblast. Propisima i predlozima ICBN
organizacije (International Code of Botanical Nomenclature) utvrduje se nomenklatura
biljaka (algi i gljiva). Obzirom na redovno azuriranje podataka, ,,botani¢ki kod*“ omogucava
odabir korektnog naziva za takson, od nekoliko predloZenih, uz detaljan opis, poziciju i rang
kome pripada (Singh, 2004). ICBN je prepoznala i predlozila taksonomske

kategorije/ragnove u okviru kojih se vrsi klasifikacija jedinki i grupa.
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Tabela 1. Osnovni aspekti i zadaci sistematike i taksonomije (modifikovano, Sharma, 2009)

Aspekti

Zadaci sistematike i taksonomije

Fundamentalnost
Stuktura

Funkcija

Razvoj

Teorija

Identifikacija

Deskripcija

Nomenklatura

Sinteza

Generisanje

Filozofski aspekt

Proucavanje prirode, uzroka, $ablona i trendova u varijabilnosti taksona.
Proucavanje osnovnih taksonomskih karaktera i evolucije.

Proucavanje karaktera u okviru razliitih nau¢nih oblasti radi valjanog
utvrdivanja medusobnih taksonomskih odnosa.

Ispitivanje varijabilnosti taksona sa ciljem odredivanja korelacije njihovih
karaktera i odnosa.

Zasniva se na ideji o velikom diverzitetu zZivog sveta u kojem postoji potreba
da se pojedine nerazjasnjene jedinice identifikuju, klasifikuju, opiSu i imenuju
na osnovu evolutivnih karaktera.

Razlikovanje i identifikacija novih taksona i utvrdivanje dijagnostickih
karaktera za poznate taksone.

Opisivanje taksona prema utvrdenom sistemu klasifikacije.

Davanje novih imena ili utvrdivanje korektnih imena postoje¢im taksonima
prema definisanom kodeksu .

Sistematizacija i organizacija grupe karaktera datog organizma ili grupe koji
¢e se koristiti za razvijanje nove klasifikacije i identifikacije.

Generisanje novih efikasnih metoda za sakupljanje, analizu i predstavljanje
podataka. Razvijanje novih koncepata na osnovu poznavanja i unapredivanja
starih.

Oblast koja stalno napreduje radi razumevanja taksonomskih i evolucijskih
procesa, principa i koncepata.
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2.3. Hemotaksonomija i hemotaksonomski markeri

Na nivou biljne C¢elije, razliitim metabolickim procesima nastaju sekundarni
metaboliti (slika 2). Primarni metabolicki procesi obuhvataju jenoobrazne procese kojima se
obezbeduje energija za rast, razvoj, reprodukciju, fotosintezu i procese u kojima nastaju i
razgraduju se gradivna jedinjenja poput ugljenih hidrata, masti i proteina. Sekundarni
metaboliti nastaju kao rezultat sekundarnog metabolizma koji predstavlja nastavak primarnog
matabolizma i odvija se razli¢itim mehanizmima (Kovacevié, 2004). Pored ¢injenice da su i
sami bioloski aktivni i da postoji konstantan napor od strane nau¢nika za dokazivanjem novih
svojstava (Sira primena), sekundarni metaboliti mogu predstavljati pocetnu sirovinu za
sintezu novih aktivnih jedinjenja (Bahmani, et al. 2014), ali i pouzdane taksonomske markere
(Marin, 2003).

Hlorofil + CO2 + svetlost

Cikloalkanali i palinli
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Slika 2. Shematski prikaz diverziteta sekundarnih metabolita i metabolickih puteva
(Seigler, 1998)
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lako se generalno govori o aktuelnosti i primenljivosti ve¢ine hemijskih jedinjenja
(metabolita) u taksonomiji biljaka, pojedina jedinjenja mogu imati veéi taksonomski znacaj u
odnosu na ostala (Singh, 2004; Marin, 2003).

Pored neorganskih jedinjenja, ¢ija je primena u pomenute svrhe znatno manja, dve
velike grupe organskih jedinjenja su prepoznate od strane taksonoma:

e primarni metaboliti i sekundarni metaboliti (mikromolekuli, jedinjenja sa
molekulskom masom manjom od 1000) i

e semantidi i nesemantidi (makromolekuli, jedinjenja sa molekulskom masom
vecom od 1000).

Primarni metaboliti su jedinjenja koja ucestvuju u metaboli¢kim procesima od
vitalnog znacaja: limunska kiselina, akonitinska kiselina, proteinske aminokiseline, itd.
Sekundarni metaboliti predstavljaju produkte sekundarnog metabolizma: neproteinske
aminokiseline, fenolna jedinjenja, alkaloidi, terpeni, itd.

Semantidi (semanticki, informacioni molekuli) jesu razliciti tipovi celijskih
makromolekula, nukleinske kiseline i proteinske strukture koji prenose genetske informacije:
DNK (primarni semantid), RNK (sekundarni semantid), razli¢iti polipeptidi, enzimi
(tercijarni semantidi), itd. Vrlo Cesto se koriste u filogeniji, jer se karakteriSu kao molekuli
koji se odlikuju slabijim tempom izmena/modifikacija. Nesemantidi nisu informacioni
makromolekuli, ne ucestvuju u procesima u kojima uéestvuju semantidi; na primer: skrob,
celuloza i sli¢no (Zuckerkandl i Pauling, 1964; Zuckerkandl i Pauling 1965; Singh, 2004).

Produkcija sekundarnh metabolita u biljnoj ¢eliji se povezuje sa dva preduslova. Prvi
se odnosi na produkciju raznovrsnih enzima koji uéestvuju u sekundarnom metabolizmu, a
drugi na snabdevenost prekursorima iz primarnog metabolizma. Kako se prekursori ne trose
samo u sekundarnom metabolizmu ve¢ i za sintezu ¢elijskih konstituenata, uvek postoji neka
vrsta utrkivanja izmedu razvi¢a i sekundarnog metabolizma. Krajnji ishod takve kompeticije
je da sekundarni metabolizam pocinje nakon diferenciranja, onda kada se proces razvica
usporava, odnosno prestaje (van der Plas, et al. 1995).

Biljni sekundarni metaboliti su predstavljali glavne ,,mete* u istraZivanjima sa aspekta
ispitivanja njihove strukture i sinteze. Rezultati takvih studija omogu¢ili su dalja istrazivanja
na polju biohemije i enzimologije. Poznavanje distribucije sekundarnih metabolita ima veliku
ulogu u rasvetljivanju filogenetskih odnosa biljaka. Sekundarni metaboliti predstavljaju
prenosioce informacija, tzv. mesindzere, jer omogucavaju razumevanje ekoloskih problema

(Seigler, 1998). Dok primarni metaboliti imaju znatno manji taksonomski znacaj (Singh,
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2004), vrednost sekundarnih metabolita u taksonomiji poznata je jo$ iz 19. veka. Njihova
prakticna primena potvrdena je u 20. veku kada je McNair (1935), kroz istrazivanje
distribucije isparljivih i neisparljivih ulja i alkaloida kod skrivenosemenica (Angiospermae),
dao zvani¢nu podrsku hemotaksonomiji. Od sredine 20. veka zainteresovanost za sekundarne
metabolite kao taksonomske markere bivala je sve ve¢a. Sekundarni metaboliti se iz biljnog
materijala izololuju razli¢itim metodama ekstrakcije i hromatografskim metodama, a najcesce
identifikuju tehnikama masene spektrometrije (MS), nuklearne magnetne rezonance (NMR),
infracrvene spektoskopije (IR) i difrakcijom X-zracenja (Harborne, 1993; Seigler, 1998;
Wink i Waterman, 1999; Dunn i Ellis, 2005).

Pored varijabilnosti morfoloskih karaktera, koji se tradicionalno koriste u taksonomiji,
kod biljaka je uocena i varijabilnost (kvalitativna i kvantitativna) hemijskog sastava, odnosno
pojedinih jedinjenja (Marin, 2003).

Hemotaksonomija, hemosistematika ili hemijska taksonomija su nazivi koji se odnose
na posebnu oblast taksonomije koja se bavi reSavanjem taksonomskih problema kori§¢enjem
hemijskih karaktera. Hemijski karakteri, ili hemijski biomarkeri su jedinjenja ¢ija se
distribucija, odnosno varijabilnost u biljpom svetu Koristi kao pouzdan parametar za
klasifikaciju taksona. U tom smislu postoji veza izmedu fitohemije i klasicnih metoda
sistematike/taksonomije (Hegnauer, 1986; Wink 2003; Marin, 2003; Waterman, 2007;
Sharma, 2009).

Varijabilnost osobina se u biljnom svetu pre svega dovodi u vezu sa razlikama u
genetickoj strukturi organizama, ali i sa promenljivim uticajem razli¢itih faktora zivotne
sredine (Marin, 2003). Treba naglasiti da biljke na promene pomenutih faktora ne reaguju
jenoobrazno. Reakcija biljnih organizama se najceS$¢e ogleda na vise nivoa, utiCuéi na
varijabilnost veceg broja osobina, uklju¢ujuci i njihove biohemijske karakteristike. Promene
u sastavu sekundarnih metabolita kod biljka nisu svojstvene samo za populacioni nivo, one se
mogu posmatrati i na nivou razli¢itih delova iste jedinke, ontogenetskih faza ili pokazuju
izvesnu sezonsku varijabilnost. Veliki broj fakora uti¢e na pojac¢anu ili smanjenu produkciju
sekundarnih metabolita, ali uopSteno se moze navesti nekoliko: regulatorni procesi;
blokiranje biosintetskog puta zbog odredene mutacije i odsustvo prekursora za njihovu
sintezu. Strukturno jednostavniji sekundarni metaboliti, opsteprisutni u biljnom svetu,
defini$u se kao karakteri od manjeg taksonomskog znacaja, odnosno njihova upotreba za
razumevanje odnosa izmedu visih taksonomskih kategorija je Cesto ograniCena. Sa druge
strane, komponente koje predstavljaju produkt sloZenijeg biosintetskog puta mogu se

karakterisati kao komponente sa ograni¢enom i specifiénom distribucijom u biljnom svetu, pa
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je samim tim i njihov znacaj ve¢i. Kada se radi o konvergenciji, tj. pojavi istog jedinjenja u
sklopu razli¢itih biosintetskih puteva, potrebno je pored njegove strukture poznavati i
biosintetsko poreklo molekula (Seigler, 1998), jer je definisanje odredene strukture, odnosno
biosintetskog puta, povezano sa razumevanjem filogenetskih odnosa kod biljaka (Waterman,
2007).

U knjizi ,,.Biohemijska i molekularna sistematika biljaka“ (Marin, 2003) pregledno su
navedene klase jedinjenja koje su naj¢e$¢e razmatrane kao hemotaksonomski markeri na
vi§im i nizim nivoima klasifikacije. U tom smislu se mogu koristiti masne kiseline, alkani,
poliacetileni, monoterpeni, seskviterpeni, alkaloidi, flavonoidi, nukleinske kiseline, ali i drugi
tipovi jedinjenja.

Biljke, kao produkte svog sekundarnog metabolizma, mogu sintetisati hemijski
razli¢ite alkaloide (Marin, 2003). Na primeru alkaloidne frakcije, prisutne kod nekih
predstavnika roda Sedum, mozZe se demonstrirati intradisciplinaran odnos prilikom provere,
definisanja i potvrdivanja filogenestskih odnosa. Naime, otkako je prvi put izolovana smesa
alkaloida (1939. godine), pod nazivom sedamin, medu istrazivaima se javila zelja za
detaljnim istrazivanjem alkaloida (izolovanje, identifikacija i odredivanje konfiguracije) kod
predstavnika pomenutog roda. Dominantan izvor alkaloida je najpre bila vrsta Sedum acre, a
kasnije su alkaloidi, u tragovima ili ve¢oj koli¢ini, konstatovani i kod drugih predstavnika.
Utvrdeno je da je re¢ o razliCito supstituisanim piperidinskim i pirolidinskim alkaloidima,
izvedenim iz lizina i ornitina. Osim $to se pomenuti, tzv. ,,sedum alkaloidi® javljaju kod
predstavnika familije Crassulaceae, registrovani su i kod drugih familija viSih biljaka.
Navedene c¢injenice su bile od interesa i za hemosistematiku, tako da je ispitivanjem
distribucije alkaloida u okviru familije Crassulaceae utvrdeno da je njihova pojava
ograni¢ena na Acre kladu roda Sedum, ¢iji se vrste karakteriSu karakteristicnim ¢asi¢nim
listicima (koji li¢e na mamuzu) i mrezastom semenjacom. Distribucija alkaloida je u
navedenom sluc¢aju u saglasnosti sa filogenijom familije koja se bazira na molekularnim
podacima. U filogenetskom smislu, prisutstvo alkaloida se vezuje za primitivne ¢lanove
familije (stav je podrZan i postojanjem primitivnih morfoloskih karaktera kod istih vrsta), dok
je kompletno odsustvo alkaloida konstatovano kod filogenetski naprednijih vrsta familije.
Dakle, biosintetski gledano, produkcija navedenih alkaloida se verovatno jednom desila u
familiji, u okviru klade Acre, a izostanak istih metabolita u drugim sekcijama se moze
objasniti naknadnim biosintetskim gubitkom. Takode, strukturna kompleksnost i diverzitet
navedenih alkaloida su povezani sa evolucijom taksona. Naime, prisustvo kompleksnijih

piperidinskih i pirolidinskih alkaloida kod vrsta koje su izvor alkaloida, npr. S. acre, ukazuje
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na filogenestki napredniji takson (Stevens, et al. 1992; Stevens, et al. 1993; Stevens, et al.
1995).

Sekundarni metaboliti obavljaju niz veoma znacajnih funkcija u biljnom svetu. Tu se
pre svega misli njihovu funkciju zastite od herbivora i razli¢itih patogenih mikroorganizama,
ali i na uloge koje ostvaruju kao signaliziraju¢i molekuli u alelopatiji i regulaciji
kompetitorskih odnosa kod biljaka. Moze se re¢i da sekundarni metaboliti predstavljaju jedan
od mehanizama prirodne selekcije koji su se razvili u procesu evolucije, pa samim tim
predstavljaju znacajne adaptivne karaktere, zbog Cega se i vrednuju u taksonomskim
studijama (Gottlieb, 1982; Wink, 2003). Sekundarni metaboliti se narocito vrednuju na nizim
nivoima Klasifikacije kao pouzdani parametri koji omogucavaju i pracenje filogenije neke
srodni¢ke grupe biljnih organizama. Kada se govori o upotrebi sekundarnih metabolita u
hemotaksonomiji biljaka, utvrdeno je da na njihovu varijabilnost i uopSte prisustvo u
biljkama uti¢e vec¢i broj faktora kao Sto su: starost jedinke ili biljnih organa (ontogenetska
faza), geneticke razlike, lokalitet (geografska pozicija), karakteristike staniSta (ekoloSka
komponenta), kao i nedoslednost u nacinu sakupljanja i tehnikama ekstrakcije i analize
materijala (Marin, 2003).

Na kvalitativnu 1 kvantitativnu varijabilnost sekundarnih metabolita utice Citav niz
spoljnih i unutra$njih faktora koji biljni organizam mogu da uvedu u stanje biotickog ili
abiotickog stresa. Kao ¢esti primeri koji potvrduju navedenu ¢injenicu u literaturi se navode:
nivo ugljen-dioksida, temperatura, osvetljenost, sastav podloge i drugi visoko varijabilni
abioticki faktori. Sastav zamljista, tj. sadrzaj hranljivih materija u podlozi, moze u znatnoj
meri da uti¢e na produkciju pojedinih klasa jedinjenja. Smanjenje nutritivnih komponenti u
hranljivoj podlozi dovodi do povecanja produkcije jedinjenja koja nastaju iz ciklusa Sikimske
kiseline (koja ne sadrze N-atom); osvetljenost stanista pozitivno uti¢e na produkciju fenolnih
jedinjenja; koli¢ina vode uti¢e na produkciju cijanogenih glikozida, kondenzovanih tanina,
alkaloida, terpena, itd. (Seigler, 1998; Mohd Hafiz, et al. 2011).

U tom smislu se u hemotaksonomskim istrazivanjima c¢esto nailazi na izvesne
probleme koji bacaju senku na primenljivost sekundarnih metabolita u taksonomiji
(Waterman, 2007), kao §to su:

e Prisustvo sli¢nih ili identicnih sekundarnih metabolita sa istim biosintetskim
poreklom;
e Spoljasnji faktori koji koji uticu na finalne produkte sekundarnog

metabolizma;
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e Posredovanje sekundarnih metabolita izmedu onog koji ih produkuje i
predatora, patogena ili konkurenata;

e Otezano tumacenje evolutivnih procesa kroz promene koje se deSavaju, kako u
biosintetskom putu tako i na supstratu i

e Pouzdanost hemijskih karaktera.

Pored klasi¢nog filogenetskog pristupa koji je zasnivan na morfoloskim karakterima,
u poslednje vreme su sve aktuelnija molekularna filogenetska istrazivanja koja se temelje na
karakterizaciji molekularnih markera (semantida) radi utvrdivanja genetskih odnosa izmedu
pripadnika razli¢itih taksonomskih kategorija. U taksonomskim i filogenetskim
istrazivanjima se naroCito vrednuju sledec¢i delovi genoma: DNK hloroplasta, ribozomalna
DNK, DNK mitohondrija, satelitske sekvence DNK i ribozomalna RNK.

Informacije o odnosima organizama ili gena se dobijaju na osnovu uporedivanja
homologa DNK ili sekvenci proteina. Razliitosti na nivou sekvence ukazuju na genetsku
divergenciju usled molekularne evolucije tokom vremena. Sa razvojem molekularne
biologije, osamdesetih godina proslog veka, razvijen je veliki broj tehnika koje su omogucile
razmatranje varijabilnosti na infraspecijskom nivou ili ¢ak unutar pojedinih sojeva.
Istovremeno, javila se potreba za utvrdivanjem kooperativnosti ili kontraverznosti izmedu
tradicionalne i molekularne taksonomije. Kombinovanjem klasi¢énih metoda i metoda
molekularne analize formira se kompletnija i pouzdanija slika o filogenetskim odnosima
organizama (Marin, 2003, Singh, 2012.; Patwardhan, et al. 2014).
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2.4. Obrada taksonomskih podataka

2.4.1. Numeric¢ka taksonomija

Pored razmatranja novih informacija, koje znaajno doprinose taksonomskim
istrazivanjima, Heywood (1963) je smatrao revolucionarnim uvodenje numerickih metoda.
On je ocenio kao korisno Kklasifikaciju organizama prema svojoj sli¢nosti, odnosno
razlicitosti, uzimajuci u obzir karaktere jednake ,tezine®, pri ¢emu bi numericke metode i
koris¢enje kompjutera, odnosno adekvatnih softvera omogucilo lakSe manipulisanje
podacima, pa bi cela procedura bila operativnija i ponovljiva (Vernon, 2001).

Numericka taksonomija (taksimetrija, fenetika) je postupak grupisanja taksonomskih
jedinica numeri¢kim metodama u taksone na osnovu njihovih karaktera, odnosno afiniteta ili
slicnosti koji ih karakterisu (Nogrady, 1998; Sneath, 1995; Moss i Hendrckson, 1973; Sokal i
Sneath, 1963). Adanson, francuski botanicar, se medu prvima zalagao za jednoobrazno,
numericko predstavljanje slicnosti medu organizmima. U svojoj klasifikaciji, (,,Adansonova
klasifikacija“), on se trudio da uvede $to veci broj karaktera. Njegova nacela su kasnije,
narocito posle 1960. godine, predstavljala osnovu za razvijanje novih metoda u taksonomiji,
odnosno taksimetriji (Sharma, 2009). Pedesetih i Sezdesetih godina proslog veka, sa razvojem
informacione tehnologije, pomocu razli¢itih softvera, omogucena je i elektronska obrada
taksonomskih podataka. Pored mnogih prednosti, na ovaj nacin su prevazidene poteskoce i
nepravilnosti u grafickom prikazivanju multivarijantnih podataka. Taksimetrija omogucava
testiranje hipoteza i izvodenje multivarijantnih analiza (razmatranje viSe varaijabli
istovremeno) (Grant, 1984).

Prema takozvanim neo-Adansonijanovim principima taksonomija se sagledava i
praktikuje kao empirijska nauka u kojoj taksimetrijske sli¢nosti predstavljaju osnovu svake
klasifikacije. Kvalitet i nivo pouzdanosti klasifikacija zavisi od broja karaktera, te u tom
smislu treba ukljuciti $to viSe razliCitih podataka (saznanja) o organizmima u postupku
njihove klasifikacije. U taksimetrijskom postupku izdvajanja novih taksona svaki karakter
nosi jednaku ,.tezinu“ 1 bliskost dva intetiteta predstavlja funkciju individualnih sli¢nosti.
Takode, suprotno od moguce bliskosti, izmedu ispitivanih taksona se na osnovu razlicite
korelacije karaktera moze prepoznati i udaljenost. Uzimajuci u obzir dobijeno klasifikovanje

taksona i informacije o putevima i mehanizmima evolucije izvode se zakljucci o evoluciji.
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Prednost taksimetrije se ogleda u ¢injenici da je njome moguce izvrsiti klasifikaciju bioloskih
sistema i u tom postupku korelisati veliki broj razlilitih podaka (morfoloskih, hemijskih,
molekularnih, itd.). Postupak je jednostavan, primenljiv i pouzdan i predlaze fundamentalne
promene kod konvencionalnih taksonomskih nacela. Nakon izvedenog taksimetrijskog

postupka moguce je reinterpretirati postojece klasifikacije organizama (Sharma, 2009).

2.4.2. Hemometrija

Termin ,,hemometrija“ je prvi put koris¢en od strane Volda (Svante Wold) i
Kovalskog (Bruce Kowalski) kako bi se imenovala disciplina koja omogucava selekciju
korisnih hemijskih podataka iz jednog kompleksnog eksperimentalnog sistema. Prema
medunarodnom udruzenju za hemometriju (engl. International Chemometrics Society),
osnovanom 1974. godine, hemometrija je opisana/definisana kao: a) jedna od disciplina iz
oblasti hemije koja koristi matematicke i statisticke metode za osmiSljavanje ili odabir
optimalnih postupaka merenja i eksperimenata za dato istrazivanje; b) postupak kojim se iz
seta hemijskih podataka crpi i interpretira velika koli¢ina informacija od interesa (dos Santos,
et al. 2013).

Prakti¢nost hemometrije se ogleda u koriS¢enju statistickih tehnika za konvertovanje
podataka u konkretne informacije. Za razliku od univarijantnih metoda, koje razmatraju jednu
varijablu u funkciji vremena, te daju delimi¢ne informacije o problemu, tj. objektu
istrazivanja, multivarijantana analiza omogucava interkorelaciju varijabli (ukljucuje vise
aspekata od interesa za dato istrazivanje), zbog ¢ega su dobijeni rezultati informativniji
(Oliveri i Forina, 2012). Povezanost hemometrije i statistike se ogleda u Cinjenici da se
hemometrijski koncepti i tehnike zasnivaju na matematickim proracunima. Ako se statistika
definiSe kao proucavanje osobina ,,nasumic¢nih“ slucajnih brojeva (random numbers), onda
hemometrija predstavlja metode obrade podataka koje se primenjuju na podacima znacajnih
za hemiju uopsteno. Dakle, u osnovi hemometrijskih istrazivanja je objedinjenost hemijskih
karaktera, statistickih tehnika, primenjene matematike i informatike radi najjednostavnijeg
reSavanja zamiSljenog ili konkretnog ,,problema*®, odnosno najadekvatnijeg prikaza dobijenih
rezultata (Mark i Workman, 2007).

U hemometrijskoj analizi je pravilno sagledavanje podataka (obrada i organizacija
matrice), a potom i izbor odgovaraju¢e metode za konvertovanje brojcanih podataka u

relevantne hemijske informacije od velikog znac¢aja (Oliveri i Forina, 2012). U praksi, veliki
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broj ,,mo¢nih* i brzih analitickih metoda, kao Sto su hromatografske, spektrofotometrijske i
elektroforetske metode, generisu mnostvo ,,sirovih® podataka koji ¢ine osnovu za formiranje
obrazaca koji se kroz primenu velikog broja multivarijantnih metoda obraduju i analiziraju.
Najces¢e koris¢ene multivarijantne metode su: analiza glavnih  komponenti,
multidimenzionalno skaliranje, klaster analiza, diskriminantna analiza, multipla linearna

regresija i druge (Parente, 2011).

2.4.3. Statisticke metode

Statistika predstavlja posebnu naucnu disciplinu, koja u osnovi podrazumeva
kvantitativno istrazivanje pojava u nekoj oblasti. Obzirom na dinami¢nost pojave, odnosno
odstupanje od konstantnosti ili utvrdenog kriterijuma, glavni zadatak statistike je ispitivanje i
merenje varijabilnosti. Dakle, kada govorimo o statistici, mislimo na manipulaciju podacima
koji predstavljaju skup razli¢itih delova neke informacije ili Cinjenice koje je moguce
identifikovati.

U danasnje vreme je gotovo nezamislivo izvesti opsezno istrazivanje bez statisticke
obrade podataka. Jedna od prednosti statisticke analize je mogucnost svodenja velikog broja
podataka na manji obim, smislen za predstavljanje, laksi za interpreatciju i razumevanje.
Odabir adekvatne statisticke metode zavisi od vrste studije koja se sprovodi, tj. kako ju je
istraziva¢ zamislio 1 dizajnirao, od hipoteze koju je postavio i vrste podataka koji se
sakupljaju i dalje obraduju. Poznavanje statistickih tehnika i prirode podataka omogucava
pravilno 1 objektivno zakljucivanje o datom istrazivanju.

Medu mnogobrojnim statistiCkim programima koji se sa razvojem informacione
tehnologije takode usavrSavaju, mogu se navesti; STATISTICA, XLSTAT (Statistical
Software for Excel) i SPSS (Statistical Package for the Social Sciences).

Svaka statisticka analiza podrazumeva fazu statistickog posmatranja i prikupljanja
podataka za statisticku obradu, zatim, sredivanje statistickih podataka i obradu sredenih
statistiCkih podataka.

Element predstavlja osnovnu statisticku jedinicu koja se posmatra u statistici. Grupa
elemenata koja se karakteriSe nekom zajednickom osobinom C¢ini statisti¢ki skup ili
populaciju, a reprezentativni deo, tj. predstavnik populacije se naziva uzorak. Statisti¢ki skup
treba da poseduje odredenu homogenost (elementi populacije karakteriSe najmanje jedna
zajedniCka osobina), ali se isti skup treba diferencirati u odnosu na svojstava koja se

statistiCki analiziraju. Varijable ili promenljive su identifikovani delovi nekog skupa, tzv.
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statistiCko obelezje. StatistiCki skup, zajedno sa obelezjima elemenata datog skupa,
predstavlja predmet proucavanja statistike. U tu svrhu se obelezja elemenata datog skupa
mere, pri ¢emu vrednosti variraju u zavisnosti od elemenata skupa. Obelezja se mogu
karakterisati kvalitativno, tj. opisno (svojstva kojima se ne dodeljuje numericka vrednost vec¢
se elementi sa datim svojstvima svrstavaju u kategorije) i kvantitativno (merljiva obelezja,
¢ije se vrednosti izrazavaju realnim brojevima).

Svaku populaciju i uzorak karakterise broj elemenata (N), srednja vrednost (X) i
standardna devijacija (o). N-elemenata nekog skupa okarakterisani k-obelezjima, od x; do Xp,

¢ini osnovu, tzv. matricu podataka (N X k), i pocetak statistiCke obrade podataka (tabela 2).

Tabela 2. Tabelarna organizacija eksperimentalno dobijenih podataka: u redovima se
predstavljaju elementi ili individue, a u kolonama se broj¢ano (kvantitativno) predstavljaju
svojstva datog elementa

= Svojstva

c

[<5]

S

2 S1 S2 S3 S4 Sn

Ll

El SlEl SZE]_ S3El S4E1 SnEl
E2 Slg, S2e, S3g, S, e Sng,
E3 Slgs S2¢; S3g; Sg, . Snhg;
Em Slem Sem S3em S4en, e Snem

Deskriptivnom statistikom se opisuju izmerene pojave u domenu merenja, dok
analitickom statistikom se na osnovu merenja utvrduju opsSte zakonitosti koja vaze u domenu
onog §to nije mereno (Murray i Marshall, 2009; Bojovi¢ i Mitrovi¢, 2010; Peri¢-Grujié,
2012).
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2.4.3.1  Osnovna analiza podataka, deskriptivna statistika

Deskriptivna statistika predstavlja numericku ili graficku tehniku koja se koristi kako
bi se organizovali, predstavili i analizirali podaci na smislen nafin pomocu nekoliko
indeksa/parametara. Vrsta deskriptivne statistike koja se primenjuje na odredenom setu
podataka zavisi od nivoa merenja koji je primenjen.

StatistiCcki parametri kojima se opisuju obelezja datog skupa su srednja vrednost,
varijabilnost, simetri¢nost i spljoStenost.

Srednja vrednost zavisi od svih vrednosti datog obelezja, a predstavlja centralnu
vrednost i nalazi se izmedu minimalne i maksimalne vrednosti obelezja (aritmeticka sredina,
harmonijska sredina, geometrijska sredina, modus i medijana). Izrazava se u istim jedinicama
kao i osnovni podaci.

Varijabilnost zavisi od ukupnih razlika vrednosti nekog obelezja koje se odnosi na
elemente posmatranog skupa (razmak varijacije, kvartilna devijacija, srednja devijacija,
varijansa i standardna devijacija, koeficijent varijacije).

Simetri¢nost i spljostenost su parametri koji se odnose na raspodelu nekog obelezja na
statistickom skupu (koeficijent asimetrije, koeficijent spljoStenosti)

Pocetna analiza multivarijantnih podataka naj¢eS¢e podrazumeva izraCunavanje:
srednje vrednosti, standardne devijacije, koeficijenta varijacije i graficki prikaz podataka

(Vukovi€ i Spasi¢, 2011).

2.4.3.2  Statisti¢ko testiranje, analiza varijanse

Gotovo neizostavni deo statisticke analize jeste ispitivanje statisticke znacajnosti.
Njome se utvrduju i razmatraju faktori koji uti¢u na svojstva posmatranog objekta ili skupa.
Procena statisticke znacajnosti se donosi uz pomoc¢ pretpostavki ili hipoteza.

Analiza varijanse (ANOVA, Analysis of variance) svrstava se u univarijantne tehnike
analize i upotrebljava se za poredenje viSe od dve srednje vrednosti, tj. kada se analizira nacin
na koji razliCiti tipovi 1 kombinacije faktora (nezavisne promenljive) utiCu na srednju
vrednost varijable (zavisno promenljiva). Pomocu ove metode se ispituje homogenost
podataka, odnosno razlika izmedu srednjih vrednosti ispitivanih grupa. Ukoliko istraZivanje
zapocCinje sa pretpostavkom (Hp) da sve ispitivane grupe imaju istu vrednost, a istrazivanje

obuhvata vise od dve grupe podataka, onda koristimo analizu varijanse (t-test za dve grupe).
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Jednosmerna ANOVA (One-way ANOVA) je najjednostavnija forma testiranja, jer ukljucuje
uticaj jednog faktora: kontrolisanog efekta, kao Sto su sistemske greske, ili slucajnog efekta.
Variranje se deSava izmedu uzoraka (intervarijabilitet) i unutar uzorka (intravarijabilitet), te
ukupna varijabilnost zavisi od obe pojave. Pored srednje vrednosti, kod ovog testiranja se
razmatra varijansa (o) u zavisnosti od tipa variranja: unutar uzorka ili izmedu uzoraka. F-
testom ova dva tipa variranja se svode na jednu vrednost, F vrednost (F vrednost kao koli¢nik
variranja izmedu uzoraka i variranja unutar uzoraka). Rezultati jednosmernog ANOVA testa
se predstavljaju komentarisanjem statistiCke znacajnosti (significance), p vrednosti i F
vrednosti. Obe vrednosti se dobijaju primenom odgovarajuceg statistickog softvera, tj.
odabrane metode.

Ukoliko je p>0,05, ne postoji statisti¢ki znacajna razlika izmedu srednjih vrednosti
uzoraka ili grupa, te se nulta hipoteza prihvata. Ali, kada je p <0,05, postoji statisticki
znacajna razlika zmedu srednjih vrednosti uzoraka ili grupa, prihvata se alternativna hipoteza
koja tvrdi da postoji razlika i da ispitivani faktori imaju uticaja na ispitivano svojstvo.
Razlikujemo tri nivoa statisticke znacajnosti, kada je p<0.05, p <0.01 i p <0.001. Statisticka
znacajnost je utoliko veca ukoliko je vrednost p manja. Izracunata F vrednost se uporeduje sa
tablicnom. Kad je izracunata F vrednost manja od odgovarajuce tablicne vrednosti, nulta
hipoteza se prihvata i obratno, kada je izracunata F vrednost ve¢a od odgovarajuce tabli¢ne
vrednosti prihvata se alternativna hipoteza. U praksi se se najpre sagledava i utvrduje koje od
ispitivanih varijabli doprinose usvajanju alternativne hipoteze, kada je p <0,05. Nakon toga se
medu njima utvrduje ¢iji je doprinos u diferenciranju grupa najveci, na osnovu tri nivoa
statisticke znaCajnosti. Za varijable sa istim nivoom znacajnosti, ona koja ima vecu F
vrednost je statisticki znacajnija, odnosno u vecoj meri doprinosi diferenciranju grupa

(Bewick, et al. 2004; Bojovi¢ i Mitrovi¢, 2010; Peri¢-Gruji¢, 2012).

2.4.3.3  Multivarijantne tehnike analize podatka

Kada istrazivanje zahteva sagledavanje multivarijantne prirode podataka, pribegava se
primeni multivarijantnih tehnika analize (MVVA). Multivarijantnost se odnosi na postupak
praéenja nekoliko promenljivih po uzorku istovremeno. Sto je veéi broj varijabli to je graficki
prikaz informacija sloZeniji. MVA tehnika se temelji na razli¢itim matematickim modelima i
omogucava analizu odnosa izmedu viSe od jedne nezavisne promenljive i jedne ili vise

zavisno promenljivih. Koris¢enje MVA se razmatra jo§ u toku dizajniranja istraZivanja;
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njome je moguce kontrolisati i modifikovati razlicite efekte, ali i sumirati mnosStvo nezavisnih
varijabli u kona¢nu varijablu koja je od interesa za dato istrazivanje (Daszykowski, et al.
2007; Sheen, et al. 2011; Peri¢-Gruji¢, 2012).

Izbor metode za obradu prikupljenih podataka (matrica) zavisi od vrste problema, tipa
podataka, metode i cilja istrazivanja.

Prednost MV A se ogleda u moguénosti da se veliki broj podataka svede na obim koji
se lakSe interpretira; omogucava sortiranje 1 grupisanje podataka, sagledavanje
multivarijantnosti i1 ,,predvidanja®“ na osnovu dobijanih rezultata, postavljanje i testiranje

hipoteza.
2.4.3.3.1. Faktorska analiza i analiza glavnih komponenti

Faktorska analiza (FA, engl. Factor Analysis) i analiza glavnih komponenti (PCA,
engl. Principal Component Analysis) su procedure koje se koriste kako bi se redukovao broj
podataka, vizuelizovala i olakSala interpretacija istih. Pomenute tehnike omogucavaju da se
pomoc¢u manjeg broja varijabli, koje su oznacene kao faktori (kod FA) ili glavne komponente
(kod PCA), sumiraju informacije sadrzane u mnoStvu promenljivih. Faktori ili glavne

komponente predstavljaju linerne kombinacije originalnih varijabli (X1, X3, X3, itd.):

F1=a;1 X1 +a;pXo + 213Xz + ... + a;n Xn
F2 = an X1 + anXo + axnXs + ... + an Xn

Faktorska analiza je usko povezana sa PCA. Razlika izmedu FA i PCA je
metodoloske prirode. Naime, PCA uzima u obzir sve vrste varijabilnosti iz seta inputovanih
(ulaznih) varijabi, dok FA uzima u obzir samo zajednicke vrste varijabilnosti iz seta
inputovanih (ulaznih) varijabi, tj. ignoriSe varijabilnost jedne varijable koja nije u vezi sa
verijabilno$¢u bilo koje inputovane varijable (dok je PCA uzima u obzir). Bez obzira na
pomenute razlike, interpretacija podataka dobijenih iz FA i PCA je ista (Gleason, et al. 2015).

Analiza glavnih komponenti je deskriptivna metoda, kojom se, iz mnostva podataka,
vizuelizuje tendencija odnosa, grupisanja i izdvajanja. To je analiza bez predubedenja,
hipoteza i verovatnoce. U zavisnosti od istraZzivanja, ona moze biti dovoljno informativna, ali
takode moze predstavljati etapu koja prethodi primeni specifi¢nijih metoda analiza. Iako ne
spada u a priori analizu, smatra se uspesnom ukoliko krajni rezultat (prve dve ose)

objasnjava vise od 50 % ukupne varijabilnosti.
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Dakle, nakon pravilne sistematizacije podataka i1 izvodenja analize koriS¢enjem
odgovarajuceg softverskog paketa, sledi interpretacija dobijenih podataka koja je olakSana
zahvaljuju¢i dvodimenzionalnom grafikonu (scatter plot) koji se najé¢esée formira u prostoru
prve dve ose, koje nose najveéi deo ukupne varijabilnosti (cumulative percentage). To je u
stvari slikovit, prikaz skorova (scores) i optere¢enja (loadings) glavnih komponenti po svakoj
osi. Drugacije receno, koeficijenti linearnih kombinacija formiraju glavne ose (PA1 i PA2).
Svojstvo koje se karakteriSe najveCom apsolutnom vrednoSéu (pozitivna ili negativna
vrednost, svejedno), u najvecoj meri doprinosi formiranju te ose. Interpretiranje podataka
predstavlja postupak opisivanja grupisanjem objekata/elemenata (tackaste formacije) u
odnosu na varijabilnost svojstva sa najve¢im doprinosom.

Ukoliko su svojstva prikazana kao vektori koji se ukrs$taju u preseku glavnih
komponenti (osa), prilikom tumacenja i predstavljanje rezultata treba uzetu obzir duzinu,
smer 1 ugao koji medusobno zaklapaju; medusobni pololoZzaj elementata i polozaj elemenata
u odnosu na dato svojstvo (vektor) i presek osa. Pozicija vektora na dijagramu (smer i ugao)
pokazuje korelaciju svojstava koja se razmatraju u datom istrazivanju. Svojstva su jace
korelisana ukoliko je ugao koji zaklapaju vektori manji, blizi nuli, tada se radi o pozitivno
korelisanim svojstvima, ili blizi 180°, kada se radi o negativno korelisanim svojstvima. Slaba
korelacija izmedu svojstava se odnosi na ugao jednak ili blizak 90°. Takode, ukoliko je ugao
izmedu svojstva 1 ose manji, to svojstvo svojom varijabilnos¢u vise doprinosi formiranju te
ose. Na primer, svojstva S2 i S4 (a<90°) su visoko pozitivno korelisana, a S4 i S3 (p~180°)
visoko negativno korelisana i S4 i S1 slabo korelisana svojstva (y~90°). Nije uvek pravilo, ali
svojstva sa duzim vektorima su vernije prikazana. Ispitivani elementi koji su medusobno
slicni u odnosu na neko ispitivano svojstvo su i na dijagramu bliski, tj. imaju tendenciju ka
grupisanju. Elementi grupe A su bliski svojstvu S4 1 S2, Sto ukazuje da se ova grupa
karakteriSe poviSenim sadrzajem pomenutih svojstava, ali istovremeno i niZzim sadrzajem
svojstva S3, jer je polozaj grupe u istom pravcu ali suprotnom smeru u odnosu na dati vektor
(slika 3). Elementi dalji od koordinatnog pocetka su vernije prikazani od onih u njegovoj
blizini. Prilikom tumacenja rezultata preporucuje se konsultovanje osnovne tabele radi Sto je
moguce pravilnijeg sagledavanja odnosa elemenata na dijagramu (Miller i Miller, 2010;

Bojovi¢ 1 Mitrovi¢, 2010).

-21-



Teorijske osnove

0sA
10
Grupa C
L]
. .
05 .
s o 53
o \ .
5 N e e )
g 00 = 0SA 1
£
5 [ ]
M *
L. e
0.5 Grupa A o ‘e .
Grupa B
I‘.‘ .
-10 S5
-1.0 05 0.0 05 1.0

Komponenta 1

Slika 3. Pojednostavljen prikaz grupisanja ispitivanih elemenata u odnosu na vektore
svojstava S1, S2, S3 i S4 na dvodimenzionalnom dijagramu
(modifikovano, Bojovi¢ i Mitrovi¢, 2010)
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2.4.3.3.2.  Diskriminantna analiza

Osnovni zadatak diskriminantne analize (DA, engl. Discriminat Analysis) jeste, kao
Sto 1 sam naziv metode porucuje — diskriminacija, tj. razdvajanje razliCitih grupa i izmestanje
objekata u unapred definisane (a priori) grupe. Diskriminacija ili razdvajanje izmedu grupa
se odnosi na postupak utvrdivanja statisticki znacajnih razlika izmedu dve ili viSe grupa.
Ukoliko se grupe statisticki razlikuju, dalje se utvrduje koja od varijabli najvise doprinosi
utvrdenoj razlici. Klasifikacija ili izmeStanje objekata je utvrdivanje postupka radi
klasifikacije objekata na osnovu vrednosti viSe varijabli, u dve ili viSe razdvojenih, unapred
definisanih grupa. Kao i kod FA ili PCA, cilj analize je da se veliki broj varijabli transformise
u nove, tzv. diskriminantne varijable (linearne kombinacije originalnih varijabli) na osnovu
kojih se grupe diskriminiSu. Prvi koreak linearne diskriminantne analize (LDA) je definisanje
linearne diskriminantne funkcije, koja predstavlja linearnu kombinaciju originalnih varijabli
(Y = a1 Xy + axXz + ... + apX;). Na ovaj nacin se veliki broj n-merenja svodi na jednu vrednost
(Y), odnosno sa n-dimenzija na jednu. Y predstavlja razli¢itost u §to je moguce veéoj meri,
objekti jedne grupe imaju slicnu vrednost funkcije, dok objekti iz razli¢itih grupa se veoma
razlikuju u odnosu na vrednosti funkcije Y. Generalno, linearna diksriminantna funkcija daje
mogucénost diskriminacije izmedu grupa.

Alternativna metoda jeste kanonijska analiza, koja predstavlja ekstenziju LDA i
omogucava diskriminaciju vise grupa. U okviru kanonijske DA definiSe se viSe linearnih
diskriminantnih funkcija Y1, Y2, itd., pri cemu Y1 odrazava diskriminacjiu u najvec¢oj meri,
a Y2 reflektuje ,,preostali* deo razli¢itosti u $to je moguce vecoj meri. Izmedu Y1 1 Y2, itd.

ne postoji korelacija (Miller i Miller, 2010; Lix i Sajobi, 2010; Peri¢-Gruji¢, 2012).

2.4.3.3.3. Klaster analiza

Klaster analiza (AHC, engl. Agglomerative Hierarchical Clustering; cluster, engl.
grupa) podrazumeva metode kojima se vrsi grupisanje seta observacija/slucajeva (cases) u set
klastera na osnovu njihove sli¢nosti ili razli¢itosti u odnosu na unapred osmiSljen set
karaktera ili atributa. Grupisanje objekata zavisi od metoda koje se koriste za formiranje
klastera (slika 4). Razli¢ite metode daju razlicita resenja problema, odnosno razlicit raspored
objekata u okviru jednog klastera. Zato eksperimentator u svojoj studiji mora da naglasi

kojom metodom (algoritmom) je formirao rezultujuci klaster i, naravno, set varijabli koji mu
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je to omogucio. Svrha svake metode je udruzivanje objekata u sukcesivno vece klastere. Blizi
objekti su medusobno sli¢niji i, obrnuto, sa distancom izmedu objekata razlika je veca. Sa
distancom i udruzivanje/agregacija objekata ide u smeru formiranja sve vecih klastera dok se
svi objekti ne obuhvate jednim klasterom, specifi¢cnim dijagramom koji se naziva dendrogram
(,,hijerarhijsko stablo®). Na dendrogramu, koji vizuelizuje udruzivanje objekata, sa
horizontalne ose se oCitava distanca za svaki ¢vor u razgranatom sistemu na kojoj su objekti
grupisani u odgovarajuci klaster (posebna grana). Distanca, koja se Kkoristi za formiranje
klastera, se moze izracunati na nekoliko matematicki definisanih na¢ina Euklidova distanca
(Euclidean distance) je jedna od najceSc¢e koris¢enih za formiranje klastera. Spajanje,
aglomeracija objekata u jedan klaster je takode utvrdeno posebnim metodama/algoritmima
(Gan, et al. 2007; dos Santos, et al. 2013; Gleason, et al., 2015).

DISTANCA

1.2 1.0 0.8 0.6 04 0.2 0

=}
IDI0ZN

Slika 4. Primer dendrograma (dos Santos, et al. 2013)
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2.4.3.3.4.  Korespodentna analiza

Korespodentna analiza (CA, engl. Correspondence Analysis; correspondance —
princip ili nacin udruzivanja izmedu elemenata dva seta) predstavlja neparametarsku,
multivarijantnu tehniku analize, koja prikazuje asociranost izmedu nominalnih, tj. kodiranih
svojstava. U slucaju kada se prati asociranost izmedu parova nominalnih varijabli re¢ je o
jednostavnoj dvosmernoj (two-way) CA, dok multipla (multy-way) korespodentna analiza
(MCA) uzima u obzir obrazac koji obuhvata odnose nekoliko nominalnih varijabli. Metoda
omogucava da se na jednostavan nain predstavi informacija sadrzana u frekvenciji, tj.
ucestalosti razli¢itih stanja viSe nominalnih promenljivih. Matrica je ispunjena kodiranim
podacima, tj. varijable su najceS¢e oznacene kao dve kategorije: 1 ili 0, Sto oznacava
prisustvo ili odsustvo datog svojstva. Rezultati se najcesée prikazuju graficki u dve
dimenzije, interpretiranje podataka je u skladu sa medusobnom asocirano$c¢u ispitivanih
grupa/elemenata sa svojstvima na dvodimenzionalnom grafikonu, u odnosu na prvu i drugu
korespodentnu osu.

Na ovaj nain se moze analizirati mali ili obimniji set podataka, gde podaci mogu biti
razli¢itog tipa, uniformno kodirani. Metoda nije osetljiva na varijacije broja ili veli€ine, ali je
njome omogucen skrining obimnog, nestrukturisanog seta podataka, sugeriSuci koja varijabla
(ili vise njih) diskriminiSe uzorak, najudaljenije vrednosti (outlier) i greske u setu. Analiza
takode daje mogucnost konstruisanja identifikacionih reSenja i selekciju grupa varijabli
prema znacaju za diskriminisanje uzorka. Ono §to je jako znacajno za taksonomska
istrazivanja je da korespodentna analiza pruza moguénost simultanog razmatranja
odgovarajuce varijable i ordiniranje taksona, odnosno, utvrdivanje njihovog odnosa (Sieber,

et al. 1998; Abdil i Valentin, 2007; Yelland, 2010).
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2.5. Epikutikularni voskovi

2.5.1. Grada kutikule kod biljaka

Kao S§to koza predstavlja omotac¢ tela preko kojeg ljudski organizam ostvaruje
neposredni kontakt sa svojom okolinom, stiti organizam i ucestvuje u razli¢itim procesima od
esencijalnog znacaja za jedinku, tako su i drugi organizmi obavijeni slojem koji vr$i iste ili
vrlo sli¢ne funkcije za dati organizam. Izmedu ostalog, razliitost se ogleda u specificnom
sastavu i strukturi zastitnog omotaca, odnosno dominantne komponente u njemu. Tako, na
primer, polimerne strukture koje ¢ine najvec¢i deo zastitnog pokrovnog tkiva (epidermisa) kod
biljaka jesu biopoliestar, vostani polimer sagraden od ¢elijskih lipida — kutina (Kolattukudy,
2005).

Kada su prve biljke, pre 460 miliona godina, napustile vodenu sredinu i ,,preselile se*
na kopno, za novu, ,,suvu“ sredinu, razvile su zastitni omota¢ — intaktnu ekstracelularnu
membranu, tj. kutikulu. Latinska re¢ iz koje je izveden termin kutikula (cuticula) znaci tanka
koza. Sam naziv je prosao kroz jednu vrstu evolucije | promenu zna¢enja. Najpre se primarno
pokrovno tkivo ili epidermis oznacavalo kutikulom, uz naglasavanje bliskosti sa Zivotinjskom
kozom koja je takode ¢elijske prirode. Candolle (1827) je insistirao da se koristi francuska
re¢ cuticule koji oznacava spoljasnji film, tanak sloj ili ekstracelularnu membranu koji
obavija spoljne zidove epidermalne Celije. Najzad, re¢ je 1852. godine uvedena i u engleski
jezik, cuticle, nakon prevoda knjige sa nemackog (H. von Mohl — Principles of the anatomy
and physiology of the vegetable cell) (Koch, et al. 2009; Rieder, 2006).

Biljka ostvaruje kontakt sa svojom okolinom preko kutikule. Njome su najéesce
obavijeni listovi, plodovi, zeljasti delovi stabla, rede cvetovi i drske, dok koren nije prekriven
kutikulom (Barthlott i Neinhuis, 1997). lako je kutikula karakteristicna za evolutivno
razvijenije grupe biljka, ona se moze javiti i kod jetrenjaca, mahovina i paprati. Kutikula je
vezana za epidermis pomocu pektinskog sloja (polisaharid). Njena debljina varira u
zavisnosti od biljne vrste i biljnog organa. Sastoji se iz epikutikularnog voska, lamela (kutin i
vosak) 1 retikularnog dela koji predstavlja vezu izmedu kutikularne membrane i ¢elijskog zida
(slika 5). Struktura kutikule varira u zavisnosti od biljne vrste, organa biljke i faze razvica.
Najvaznije uloge kutikularne membrane su: kontrola transpiracije, kontrola unosa i gubitka

polarnih supstanci, kontrola razmene gasova i isparavanja, transport lipofilnih supstanci,
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kontrola vlaznosti, zaStita od Stetnog zracenja, zaStita od mehanickih oSte¢enja 1 ucescée u
biotickim interakcijama (slika 6) (Heredia, 2003; Heredia i Dominguez, 2009; Kolattukudy,
2005; Riederer, 2006).

TIKULA

KUTIKULA
KU

l Epikutikularni vosak @ Fenoli
— Intrakutikularni vosak‘-\ Polisaharidi
[ Kutin

Slika 5. Struktura kutikule

1 — Epikutikularni vosak, 2 — lamelarni kutin, 3 — kutin i polisaharidi, 4 — sekundarni ¢éelijski zid; 1a — kutikula,
2a — pektin, 3a — epidermalni celijski zid (Heredia i Dominguez, 2009; Kolattukudy, 2005); EP — spoljni zid
epidermalnih éelija (Dominguez, et al. 2011).

it

Slika 6. Shematski prikaz procesa koji se odigravaju na hidrofobnoj povrsini kutikule
(Koch, et al. 2009)

A — transportna barijera, ograni¢enje u nekontrolisanom gubitku vode iz tkiva i suprotno, folijarni unos vode; B
— odrzavanje vlaZznosti; C — anti-adhezivne i osobine samo¢i$¢ena, smanjenje kontaminacije, zastita od napada
patogena i insekata; D — signalizacija u odnosu sa saprofitim mikroorganizmima i insektima, E — opticke
osobine, zastita od Stetnog zracenja; F — mehanicke osobine, postojanost prema mehani¢kom stresu i odrzavanje
integriteta; G — termoregulacija, snizavanje temperature na povrsini lista turbulentnim strujanjem vazduha na
povrsini (Koch, et al. 2009).
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Kao $to je ve¢ pomenuto, najveci deo kutikule ¢ini vodootporni poliestar — kutin, koji
kao gradivna komponenta ¢ini izmedu 40 i 80% mase kutikularne membrane. Smesa
lipofilnih molekula povezanih pomocu estarskih veza u polimer ¢ini kutikulu hidrofobnom
strukturom, odnosno slozenom lipidnom barijerom. Detaljnije, polimer ¢ine Cis | Cig
oksigenovane masne Kiseline umrezene estarskim vezama koje vode poreklo od oleinske i
linoleinske Kiseline, dobijene w-hidroksilacijom ili epoksidacijom dvostruke veze koja je
pracena hidroksilacijom epokisida uz uces¢e enzima kao katalizatora. U sastav polimernog
matriksa takode ulazi i glicerol. Sastav kutina se utvrduje nakon izolovanja i
depolimerizacije, raskidanja estarskih veza i dobijanja monomernih jedinica i njihovih
derivata. Oba postupka se sluze specifiénim hemijskim reagensima i enzimima. NMR, FT-IR
(Fourier-transform infrared) spektroskopska analiza i rentgenska strukturna analiza (X-ray
diffraction) su tehike koje se najéeSce koriste za strukturnu analizu komponenti kutina
(Heredia, 2003; Heredia i Dominguez, 2009; Kunst i Samuels, 2009).

2.5.2.  Epikutikularni vosak: sastav i funkcija

Kutikularna membrana, tj. polimerni matriks obavijen je i impregniran
intrakutikularno vostanim komponentama. Vostani sloj u vidu filma na povrsini kutikule se
naziva epikutikularni ili kutikularni vosak, dok je intrakutikularni vosak amorfna smesa lipida
ugradena u kutin. Epikutikularni vosak moze biti kristaloidnog izgleda (kod lista lotosa ili
kupusa) i glatkog izgleda (kod lista vinove loze). Strukturna i razlika u hemijskom sastavu
izmedu ova dva voStana sloja se moze napraviti nakon selektivhog izolovanja i analize,
najpre epikutikularnog, a potom i intrakutikularnog voska: mehanicki, pomoc¢u guma arabike
ili krio-adhezionom tehnikom sa vodom (Taylor, 2011, Riederer, 2006; Kunst i Samuels,
2003; Riedel, et al. 2003; van Maarseveen i Jetter, 2009). Epikutikularni vosak predstavlja
dvodimenzionalne i trodimenzionalne strukture, debljine od nekoliko nanometara pa do
nekoliko mikrometara. Vosak ima veoma znacajnu ulogu u zivotu svake vaskularne biljke. U
najSirem smislu, biljka preko njega ostvaruje kontakt sa svojom okolinom: funkcionalni i
ekoloski aspekt (Reicosky i Hanover, 1978; Post-Beittenmiller, 1996; Kunst i Samuels, 2003;
Maffei, et al. 2004; Koch, et al. 2008).

Stite¢i biljku od $tetnih uticaja sredine/stanista, njegova struktura i sastav se menjaju.
Medu mnogobrojnim faktorima sredine koji mogu uticati na produkciju i strukturu voska,

najprimetnije promene izazivaju temperatura i intenzitet svetlosti. Interesantno je da se
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promene u strukturi voska pod uticajem faktora sredine ¢eSc¢e deSavaju kod epikutikularnih
voskova sacinjenih od predstavnika razli¢itih klasa jedinjenja u odnosu na voskove u kojima
dominanira samo jedna klasa jedinjenja. Pojedine studije su pokazale da je veliki broj gena
ukljucen u produkciju voskova, kao i to da su epikutikularni voskovi uglavnom inertni u
pogledu bioloske aktivnosti (Lemieux, 1996; Seigler, 1998).

Sinteza konstituenata voska se odigrava u epidermalnim celijama odakle putem
kutikularne membrane (kutikularnih pora) migriraju do spoljaSnjosti biljnog organa
formiraju¢i finu kristalnu strukturu (Jefree, et al. 1976). Sa aspekta hemijskog sastava,
epikutikularni vosak predstavlja sloZzenu smesu razli¢itih organskih jedinjenja. Dominantno
prisutna klasa jedinjenja su dugolancani n-alkani, i to C»;-Cs;. Pored alkana, u vosku se mogu
nadi i drugi derivati, npr. nezasi¢eni ugljovodonici, alkoholi, aldehidi, ketoni, kiseline, estri i
druga srodna jedinjenja (Marin, 2003). Takode se mogu naci cikli¢na jedinjenja: triterpeni,
derivati hidroksicimetne Kiseline, steroli i flavonoidi (Kunst i Samuels, 2003; Heredia i
Dominguez, 2009). Forma struktura koje ¢ine epikutikularni vosak u velikoj meri zavisi od
njegovog hemijskog satava (slika 7). Zavisno od toga koja klasa ili tip jedinjenja dominira,
vosak moze imati lamelarni (visok sadrzaj primarnih alkohola), amorfni (dominantno prisutni
alkani), igli¢asti (B-diketoni, asimetri¢ni sekundarni alkoholi), glaukozni izgled (triterpeni i
sekundarni alkoholi); tabela 3. (Jefree, et al. 1976; Stevens, et al. 1994; Lemieux, 1996;
Osborne i Stevens, 1996). Na slici 8. je prikazan izgled povrsine epidermisa lista vrste S.
album koji je snimljen pomocu skeniraju¢eg elektronskog mikroskopa (uveéanje 1000 puta,

razmera 10 um). Beli¢aste ljuspice na epidermisu lista predstavljaju epikutikularni vosak.
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Tabela 3. Vostane strukture koje se Cesto sre¢u kod biljaka: tip strukture, biljna vrsta i
dominantne komponente voska (Koch, et al. 2009; Koch i Barthlott, 2009)

Tip voska

Biljna vrsta

Dominantne komponente

Ljuspe (ljuspast izgled)

Slika Bb)

Crassula ovata

Aldehidi C3o, C32

Alkani C31

Diketonski-tip tubula (cev¢ice)

Slika Bc)

Eucalyptus globulus

Leymus arenarius

B-diketoni Cs3
B-Diketon Cs;
Hidroksi-B-diketon Cs;

Film (ravna prevlaka)

Slika Ba)

Hedera helix
Magnolia grandiflora

Prunus laurocerasus

1° alkoholi, aldehidi

Masne kiseline Cy;-Cso,
1° Alkoholi C24'C28

Alkani Cyq, C3;

Nonakozanol-tip tubula (cevéice)

Slika Bd)

Ginkgo biloba
Juniperis communis

Nelumbo nucifera
Thalictrum flavum
Tropaeolum majus
Tulipa gesneriana

2° Alkohol Cyg

2° Alkohol Cyg
Hidroksi-masne kiseline

2° Alkandioli Cy
2° Alkohol Cyq
2° Alkohol Cyq
2° Alkohol Cyq

Platele (plocast)

Slika Be)

Convallaria majalis

Euphorbia myrsinites

Galanthus nivalis
Iris germanica
Triticum aestivum

1° Alkohol Cy, Cog
Aldehidi

1° Alkohol Cu
Aldehidi

1° Alkohol Co
1° Alkohol Cy
1° Alkohol Cyg

Transverzalne grebenaste Stapicaste
strukture

Slika Bg)

Aristolochia tomentosa
Gypsophila acutifolia
Liriodendron chinense

Ketoni
Alkani C31
Ketoni

Longitudinalne grebenaste
Stapicaste strukture

Slika Bf)

Benincasa hispida

Triterpenil-acetati

+1° Alkoholi — primarni alkoholi; 2° alkoholi — sekundarni alkoholi.
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Slika 7. SEM mikrografije na kojima se mogu uociti razli¢iti tipovi epikutikularnih vostanih
struktura (Koch i Barthlott, 2009)

Tanak vostani film (a), jedva vidljiv mikroskopom, prisutan kod mnogih vrsta, npr. Hydrocotyle bonariensis;
vostane ljuspe sa fisurama na listu vrste Crassula ovata (b); B-diketonski vostani tubuli (cevaste strukure)
Eucalyptus gunnii (c), nonakozanol-tip tubula na listu Thalictrum flavum (d); plocaste strukture na listu, Robinia
pseudoacacia (e); jednostavne $tapicaste strukture na listu vrste Brassica oleracea (f); transverzalne, grebenaste
Stapicaste strukture na listu vrste Sassafras albidum (g); tubularna struktura na voStanom filmu (h) (mehani¢ki
izolovan vosak sa lista vrste Thalictrum flavum).

Slika 8. SEM mikrografija vostanih struktura na povrsini epidermisa lista vrste S. album
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Proucavanje morfologije voska razli¢itih biljnih vrsta je nezamislivo bez posebnih
mikroskopskih metoda. TEM (Transmission Electron Microscopy) i SEM (Scanning Electron
Microscopy) su metode koje se veoma dugo i uspesno koriste u te svrhe. Ispitivanjem
povrsine listova razli¢itih biljaka pomocu SEM tehnologije predstavljen je citav spektar
raznovrsnih vosStanih mikrostruktura (Barthlott i Neinhuis, 1997). U ve¢ini istrazivanja doslo
se do zakljucka da na glatkom ili amorfnom voStanom filmu postoje Cestice kristalne
strukture. Ipak, kod nekih vrsta primeéeno je odsustvo takvih Cestica (Jefree i Sandford,
1982).

Analiza hemijskog sastava epikutikularnog voska se izvodi nakon njegovog
izolovanja. Najéesc¢e koris¢ena metoda za izolovanje/ekstrakciju voskova je tzv. spiranje sa
povrsine biljnog organa pogodnim rastvaratem (heksan, hloroform ili metilen-hlorid), ili
potapanjem materijala u rastvara¢. Obzirom na isparljivost vostanih jedinjenja, gasna
hromatografija i masena spektrometrija (GC i MS, respektivno) su tehnika koje se najéesce
koriste za analizu/identifikaciju konstituenata smese voska (Seigler, 1998; Stevens , et al.
1994; Bojovi¢, et al. 2012; Jovanovi¢, et al. 2015).

2.5.3. Epikutikularni vosak kao hemotaksonomski kriterijum

Fina struktura voska predstavlja konstantnu ili relativno nepromenljivu karakteristiku
date biljne vrste, pa se stoga moze koristiti kao veoma pouzdan parametar u taksonomiji
biljaka. Drugim rec¢ima, jedinke iste vrste koje se razvijaju pod uticajem istih sredinskih
faktora karakteriSu se slicnom morfoloSkom strukturom 1 hemijskim sastavom voska. Do
odstupanja, odnosno varijabilnosti u morfoloskim i hemijskim karakteristikama voska kod
biljaka najé¢es¢e dolazi usled promene intenziteta razlicitih ekoloskih faktora (klimatski,
edafski i orografski faktori® (Jefree, et al. 1976). Hemijski sastav epikutikularnog voska moze
da varira i u zavisnosti od biljne vrste, organa biljke (npr. razliciti listovi mogu imati razlicit
sastav voska), ali takode varira i u zavisnosti od ontogenetske faze u kojoj se nalazi jedinka
(Koch, et al. 2008).

Medu prvim botanickim istrazivanjima, koja su se bavila strukturom epikutikularnog
voska, je i de Berijeva studija (de Bery, 1981) koja je obuhvatala voskove 60 biljnih vrsta
ispitivanih pomocu svetlosnog mikroskopa. Na osnovu dobijenih rezulata on je voskove

klasifikovao u 4 kategorije/grupe: ljuspasti slojevi, Stapicaste strukture, granule i nagomilane

3 limatski faktori: svetlost, temperatura, vlaga, vazduh. Edafski faktori — fizicke, hemijske i bioloske osobine podloge. Orografski faktori:
osobine reljefa, npr. nadmorska visina.
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plocice. Kasnije, sa otricem SEM metode, kao brze i jednostavnije tehnike, istraziva¢i su
dopunili de Berijevu Klasifikaciju sa jo§ 19 tipova vostanih struktura kod biljaka (Barthlott, et
al. 1998). Uzimajuci u obzir klasifikaciju koju su predlozili Jefree (2006), odnosno Barthlott i
saradnici (1998), najces¢i morfoloski tipovi voskova su: tanak vostani film/sloj ili razlicite
trodimenzionalne strukture. Drugi tip se javlja u vidu krupnih ljuspi, ravnih polozenih ili
uspravno postavljenih plocica, filamenata, Siljatih struktura ili Supljih cevéica na kutikuli
(Koch, et al. 2008).

Znacaj epikutikularnih voskova ogleda se u pracenju i merenju morfoloskih i
hemijskih karaktera u okviru date taksonomske kategorije. Obzirom da vostani depoziti mogu
varirati u pogledu veli¢ine, oblika i frekvenciji/brojnosti, morfologija epikutikularnog voska
predstavlja izvor mnostva, za taksonomiju korisnih, karaktera. Dodatno, razmatranje
karakteristika voska zajedno sa drugim karakteristikama biljaka omoguéava razjasnjavanje i
razumevanje evolutivnih odnosa izmedu taksona. Na primer, SEM metodom je ispitivan
obrazac epikutikularnih voskova 12 gajenih taksona Sedum sect. Gormania i hibrida, na
populacionom nivou (Denton, 1994). Generalno, taksoni su se odlikovali morfoloskom
slicnos¢u sa taksonima iz prirodnih populacija. lako je utvrden jednoli¢an obrazac u pogledu
tipa vostanih depozita (plocast izgled), utvrdena su i izvesna odstupanja. Veli¢ina plocica nije
varirala zna€ajno u okviru populacije istog taksona, ali jeste izmedu razli¢itih taksona. Kod
jednog taksona je primeceno da su voStane plocice jedva razvijene, dok su tri diploidna,
reliktna taksona diferencirana u odnosu na ostale taksone iste sekcije zbog vecih dimenzija
plocica. Kod hibridnih taksona je uocena tendencija da se vostane strukture formiraju po
obrascu koji se intermedijaran u odnosu na odgovarajuce roditeljske vrste.

Veliki broj hemotaksonomskih istrazivanja je ukazao na znaCaj metabolita iz
epikutikularnog voska u diferenciranju i sistematici taksona na nivou razlicitih taksonomskih
kategorija. Varijabilnost u sastavu i strukturni diverzitet komponenti epikutikularnog voska
predstavlja vaznu osnovu u taksonomiji biljaka na osnovu koje se moze razmatrati grupisanje
taksona u okviru razli¢itih taksonomskih kategorija. Moguce je izvrsiti diferenciranje
taksona, razlikovanje grupa u okviru sekcija, ili ¢ak identifikaciju vrsta, ¢ime se sti¢e uvid U
evolutivne i filogenetske odnose u biljnom svetu (Stevens, et al. 1994a; Stevens, et al. 1994b;
Maffei, 1994; Maffei, 1996a; Maffei, 1996b; Maffei, et al. 2004; Medina, et al. 2006; Bojovi¢,
et al. 2012; Jovanovi¢, et al. 2015).

lako je veliki broj biljnih vrsta do danas bio predmet fitohemijskih 1 botanickih
istrazivanja, aktuelnost epikutikularnih voskova koji se siroko koriste kao specificni karakteri

u taksonomiji biljaka, jo$ uvek traje. Fitohemicare i botanicare i dalje intrigira eventualni
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nedostatak podataka znacajnih za reSavanje taksonomskih problema u sistematici biljka, kao i
povezanih morfoloskih i biohemijskih promena, koje su u korelaciji sa faktorima sredine, a
predstavljaju neizostavni deo evolucije biljnog sveta. U svim pomenutim sluc¢ajevima,
istrazivanje sastava epikutikularnih voskova i njihove distribucije kod biljaka pruza veliki

nauc¢ni doprinos fitohemiji, hemotaksonomiji i srodnim nau¢nim disciplinama.

2.5.3.1. Distribucija komponenti epikutikularnog voska i njihov hemotaksonomski

znacaj

2.5.3.1.1. Alkani kao hemotaksonomski markeri

Alkani doprinose hidrofobnosti epikutikularnog voska. Stiteé¢i biljne organe od
gubitka vode isparavanjem, oni predstavljaju primarnu barijeru ka spoljasnjoj sredini. Biljke
sintetiSu dugolancane alkane ¢e$¢e sa nepranim nego li sa parnim brojem C-atoma, pri ¢emu
je sadrzaj jednog ili dva predstavnika dominantan u VoOsku. Obzirom da ne sadrze
funkcionalne grupe, karakteriSe ih izuzetna stabilnost, pa ih je moguce detektovati u svezem
biljnom materijalu, ali i u fosilnom materijalu, zemljistu, sedimentima i sli¢no. Pored
hemijske stabilnosti, n-alkani su favorizovani markeri jer se lako izoluju i identifikuju
(Marin, 2003; Bush i Mclnerney, 2013). n-Alkani (C,;—Cs7) iz epikutikularnog voska su
najce$ce koriS¢eni biomarkeri. Sadrzaj alkana u voskovima varira u zavisnosti od doba
godine, tj. faze razvi¢a. U toku proleca i ranog leta, u toku sazrevanja, tj. intenzivnog razvoja
listova na biljci, koli¢ina n-alkana je u stalnom porastu; dok je sadrzaj ovih uljovodonika
relativno konstantan tokom daljeg razviéa. Kao i kod vecéine sekundarnih metabolita,
varijabilnost n-alkana je uslovljena razli¢itim ekoloskim faktorima (Bush i McInerney, 2013).
Najzad, sadrzaj n-alkana varira u zavisnosti od biljne vrste, roda, familije, pa se
identifikovanje, kvantifikovanje i predstavljanje distribucije n-alkana u voskovima vrlo ¢esto
koristi u hemotaksonomskim studijama. U studijama Maffei i saradnika, n-alkani iz voskova
kod predstavnika familija Asteraceae, Lamiaceae, Boraginaceae, Verbenaceae, Solanaceae,
Scrophulariaceae, Umbelliferae, Cruciferae, Leguminosae, reda Coniferales, itd. su se
pokazali kao dobri markeri na razli¢itim taksionomskim nivoima (Maffei, 1994; 19964,
1996b, Maffei, et al. 2004). Na primer, kod ¢etinara n-alkani su se pokazali kao dobri markeri
na nivou familije i subfamilije (Maffei, et al. 2004). Stevens i saradnici su, ispitujuci
epikutikularne voskove odabranih predstavnika roda Sedum i subfamilije Sempervivoideae

(Crassulaceae), okarakterisali varijabilnost n-alkana kao znacajnu za sistematiku, jer su se
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zajedno sa triterpenima pokazali kao najvarijabilnije komponente epikutikularnog voska
(Stevens, et al. 1994a). Generalno, alkani se mogu okarakterisati kao dobri markeri na nizim
nivoima klasifikacije, osim u slu¢ajevima njihove velike varijabilnosti u uzorcima (na nivou
vrste 1 nizim nivoima klasifikacije). Kada se taksoni na nivou vrste morfoloski tesko
razlikuju, karakteristican sadrzaj pojedinih alkanskih nizova moze da bude od koristi u
njhovom diferenciranju. Alkani se mogu koristiti kao pouzdani markeri i na vi§im nivoima

klasifikacije, kao $to su tribusi, potfamilije i familije (Marin, 2003).

2.5.3.1.2. Triterpeni kao hemotaksonomski markeri

Triterpeni su sekundarni metaboliti alicikli¢ne strukture sa znacajnom distribucijom u
biljnom svetu. Osnovni skelet ¢ini trideset C-atoma (slika 9), organizovanih u policikli¢nu
strukturu (prsten A, B, C, D i E). Znacaj triterpena se ogleda u ¢injenici da su konstituenti
membrana (steroidi kod eukariota i hopani kod prokariota), hormoni (steroidi biljaka i
zivotinja) i da ucestvuju u odbrambenim mehanizmima biljke protiv patogena i herbivora
(pentacikli¢ni triterpeni kod biljaka). Znacajan strukturni diverzitet triterpena je uocen kod
visih biljaka zbog razli¢itosti u pogledu osnovnih struktura, mogucnosti eliminacije i adicije
boc¢nih nizova, oksidativne modifikacije, itd. Mogu se podeliti u Cetiri grupe: pravi triterpeni,

steroidi, saponini i kardiotoni¢ni glikozidi (Harborne, 1998; Wang, et al. 2010).

Slika 9. Osnovna struktura triterpena (CsoHas)

Distribucija triterpena u biljnim tkivima ima visestruk znacaj, evolutivni i
funkcionalni. Osim njihovog prisustva u epikutikularnim voskovima, izolovani su i iz
etarskih ulja, nepolarnih i polarnih ekstrakata i smola (Herndndez Vizquez, et al. 2012;
Tomaszewski i Zielinski, 2014; Harborne, 1998). Pravi triterpeni, na primer, o- i -amirini
kao i derivati kiselina (ursanske i oleanske), su najc¢esce prisutni kod biljaka u vostanom sloju
lis¢a i plodova i imaju zastitnu ulogu od insekata i mikroba (Harborne, 1998). Pored

navedenih uloga, pojedini derivati triterpena se karakteriSu ograni¢enom distribucijom kod
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biljaka zbog ¢ega se smatraju pouzdanim taksonomskim markerima. Pravi triterpeni su
detektovani i izolovani iz velikog broja biljnih vrsta. Na primer, kod razli¢itih predstavnika iz
familije trava (Gramineae) prisutni su oleani, hopani, lupani, ursani, itd. (Ohmoto i lkuse,
1970; Pant i Rastogi, 1979; Mallavadhani, et al. 1998). Pentacikli¢ni triterpeni su detektovani
i kod predstavnika familije Celastraceae, roda Ziziphus (Rhamnaceae), Salvia (Lamiaceae),
Baccharis (Asteraceae), Diospyros (Ebenaceae), itd. (Mallavadhani, et al. 1998; da Silva, et
al. 2008; Grecco, et al. 2010; Guo, et al. 2011; Lakhal, et al. 2014). Prema istrazivanju
Lavrieux i saradnika, Asteraceae, Amaranthaceae, Cucurbitaceae, Euphorbiaceae, Moraceae,
Apocynaceae, Acearaceae, Crassulaceae i Betulaceae su familije koje se karakteriSu
sadrzajem triterpenil-acetata: lupeil-acetat, neolupenil-acetat, o- 1 p-amirenil-acetat,
taraksteril-acetat, multiflorenil-acetat i dr. (Lavrieux, et al. 2011). Prisusto i odsustvo metil
etara triterpena (lupeol-metil-etar) u epikutikularnim voskovima predstavnika familije palmi
(Arecaceae) ukazalo je na znacaj triterpena za njihovu hemotaksonomiju (Garcia, et al.
1995). Pouzdani su i kao karakteri na nizim nivoima klasifikacije; prema sadrzaju triterpena
izvrSeno je diferenciranje vrsta roda Clusia (Clusiaceae) na one koje ne sadrze triterpene i
one koje ih sadrze u veéem ili manjem procentu (Medina, et al. 2006), odnosno varijetete na
osnovu distribucije triterpenskih alkohola i kiselina (amirinski skelet) u epikutikularnim
voskovima lis¢a masline (Bianchi, et al. 1992). Prisustvo triterpena uti¢e i na morfoloske
karakteristike lista, dajuci im specifi¢an oblik obojenosti povrsine. Distribucija pentacikli¢nih
triterpena kod serije Ruspestria (rod Sedum, familija Crassulaceae) je pokazala slaganje sa
klasifikacijom izvedenom na osnovu molekularnih i biosistematskih podataka (Stevens, et al.
1994b).
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2.5.4. Biosinteza komponenti epikutikularnih voskova

Pored fizioloske funkcije i morfoloske grade kutikularnog voska, podjednaku paznju
zasluzuje i njegova biosinteza, jer se prilikom razja$njavanja i diskutovanja evolutivnih
promena filogentska istrazivanja osvréu na biosintetske puteve.

Generalno, biosinteza epikutikularnog voska podrazumeva sledece korake/etape
(Lemieux, 1996):

1. Elongacija masnih Kiselina;

2. Redukcija masnih kiselina do aldehida i primarnih alkohola;

3. Dekarboksilacija nastalih aldehida do alkana;
4. Hidroksilacija alkana do sekundarnih alkohola i
5

Oksidacija sekundarnih alkohola do ketona.
2.5.4.1. Biosinteza derivata masnih kiselina (DMK)

Svi procesi koji se odnose na sintezu komponenti kutikulanog voska se odigravaju u
epidermalnim celijama. Sinteza podrazumeva mnostvo sloZenih biohemijskih mehanizama i
transformaciju velikog broja organskih molekula posredstvom multienzimskih kompleksa
koji, najuopstenije reeno, ucestvuju u procesima elongacije prekursora masnih Kiselina
voskova i katalizuju procese nastajanja alifatiCnih jedinjenja, tzv. dugolancanih derivata
masnih kiselina — DMK (alkani, primarni i sekundarni alkoholi, ketoni, aldehidi, estri, itd.).

U razumevanju biosinteze voskova pomogao je napredak tehnika analize, tj.
identifikacije jedinjenja koja ulaze u sastav kutikularnih voskova, gde se pre svega misli na
GC-MS tehniku. U nekim genetskim i biohemijskim istrazivanjima kori$¢ena je i tehnika sa
radioktivnim markerima (engl. radiolabeling).

Mehanizam grupisanja svih lipidnih komponenti (Ci6 i Cig derivata, glicerola i
dugolancanih derivata masnih kiselina) u funkcionalnu kutikulu i dalje nije detaljno
objasnjen. Identifikovane su komponente koje ucestvuju u elongaciji prekursora masnih
kiselina, enzimi koji ucestvuju u procesima koji dovode do stvaranja razli¢itih alifati¢nih
jedinjenja (DMK) i proteini koji uestvuju u transportu voska do povrSine. Prva faza
elongacije je de novo sinteza Cis i Cig acil-lanaca. Ona se odigrava u stromi plastida uz
ucesce enzimskih kompleksa — sintaza masnih kiselina (SMK) I, II i III koji ,,diktiraju®
duzinu lanca. U toku sinteze acil-lanac je vezan za kofaktor ACP (transportni protein, engl.

acyl carrier protein). Sinteza proti¢e kroz Cetri faze: kondenzovanje C2 iz malonil-ACP do
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acetil-CoA, zatim redukcija B-ketoacil-ACP, dehidratacija B-hidroksilacil-ACP i redukcija
trans-A-enoil-ACP. Reakcije su katalizovane p-ketoacil-CoA sintazom, B-ketoacil-CoA
reduktazom, B-hidroksil-CoA dehidratazom i enoil-CoA reduktazom. U drugoj fazi se u
epidermalnim ¢elijama sintetiSu DMK prekursori od strane multienzimskih kompleksa
elongaza masnih kiselina (EMK) u endoplazmati¢cnom retikulumu. Sli¢no kao i kod de novo
elongacije, koriste¢i Cy6 I C1g masne kiseline iz plastida i malonil-CoA, enzimski kompleks
kroz ponovljene cikluse u kojima se adiraju po dva C-atoma, ucestvuje u sintezi zasi¢enih
DMK od 24 do 36 C-atoma. Dakle, u jednom ciklusu dolazi do kondenzacije izmedu malonil-
CoA (donor C-atoma) i acil-CoA (CoA-esterifikovana acil grupa iz substrata masne Kiseline,
tj. akceptor C-atoma), zatim do redukcije p-ketoacil-CoA do B-hidroksilacil-CoA. Njegovom
dehidratacijom nastaje trans-A’-enoil-CoA ¢ijom se redukcijom dobija zasi¢en produkt.
Dobijeni produkt jednog ciklusa je acil-CoA (n+2) koji ponovo ulazi u sledeéi ciklus za dalju
elongaciju. Dugolanc¢ani proizvodi dalje uéestvuju u sintezi drugih vostanih komponenti. Kod
vec¢ine biljaka su opisana dva biosintetska puta: acil-redukcija, u kome nastaju primarni
alkoholi i estri i dekarboksilacija, u kome nastaju aldehidi, alkani, sekundarni alkoholi i
ketoni. Nakon sinteze, odnosno sekrecije, vostane komponente se akumuliraju u éelijskoj —
plazma membrani epidermalne Celije. 1z ¢elijske membrane se pomocu ABC- i LTPG-
transportera (grupa proteina), kroz hidrofoban prostor — kutinski matriks, kre¢u ka povrsini
biljnog organa (slika 10) (Post-Beittenmiller, 1996; Theodoulou, 2000; Kunst i Samuels,
2009).
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Slika 10. Biosinteza voska — postupak elongacije masnih Kiselina i transport vostanih
komponenti do kutikule (Kunst i Samuels, 2009)

FAS — Multienzimski kompleks sintaza masnih kiselina, smesten u plastidu, koji generise najpre dugolancane
acil ostatke masnih kiselina (Cg—Cyg), potom, preko acil-ACP tioesteraze (FATB) i masne kiseline. Masne
kiseline, uz u¢e$c¢e LACS (acil-CoA sintetaza) se prevode u aktivni CoA tioestar i transportuju iz plastida do
endoplazmati¢nog retikuluma (ER). U ER se desava proces elongacije uz uée$¢e kompleksa elongaze masnih
kiselina (FAE=CER6+KCR1+PAS2+CER10), tj. produZzavanje alifaticnog dela, do nastanka dugolantanih
masnih kiselina (DMK). 1z DMK, u¢e$¢em enzima acil-CoA reduktaze masnih kiselina (CER4) i sintaze voska
(WSD1) nastaju primarni alkoholi i estri. Koraci i enzimi koji u¢estvuju u hemijskim transformacijama DMK
do alkana nisu razjasnjeni. Sekundarni alkoholi i ketoni nastaju uz ucesée srednjelancane alkanske hidroksilaze
(MAHZ1). Mehanizam prenosa vostanih komponenti od ER do ¢elijske membrane je nepoznat. Komponente se
iz ¢elije transportuju postupkom koji ukljucuje ABC- i LTPG-transportere. Multienzimski kompleks (FAE):
CERG6 (B-ketoacil-CoA sintaza); KCR1 (B-ketoacil-CoA reduktaza); PAS2 (B-hidroksiacil-CoA); CER10

(enoil-CoA reduktaza).
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2.5.4.2.  Biosinteza triterpena

Terpeni su strukturno raznolika klasa jedinjenja koja obuhvata linearna, cikli¢na i
policikli¢na jedinjenja Siroko rasprostranjena U biljnom svetu. Biosinteza terpena se kod
eukariota odvija na dva nacina: preko mevalonske kiseline (MVA-biositetski put) u
citoplazmi (seskvi- i triterpeni) i, alternativno, preko deoksi-ksiloze (DXP-biosintetski put) u
plastidima (mono-, di- i tetraterpeni). Kod prokariota se odvija jedan ili oba mehanizma
biosinteze. U zavisnosti od broja izoprenskih jedinica (CsHg),, postoje sledece terpenske
strukture: hemiterpeni (n=1), monoterpeni (n=2), seskviterpeni (n=3), diterpeni (n=4),
sesterterpeni (n=5), triterpeni (n=6), tetraterpeni (n=8) i politerpeni (veliki broj Cs jedinica)
(slika 11). Medusobno se razlikuju prema prisustvu funkcionalne grupe i osnovnom skeletu

(Dewick, 2002; Kovacevi¢, 2004; Saxena, et al. 2013; Kirby, et al. 2015).

Steroli ~—— [>>-C-<d<3T<T

/ Skvalen (C30)

Triterpeni

<=
(C3p)
HO.
"ﬂo 2 OH
OH Seskviterpeni
Acetat = ©20)
] FPP
Mevalonat (- j
(
i‘ o o Citosol
f )
/_ = oD Monoterpeni
GPP (C1o)
(-2 ; — <<
DOXxP Hloroplast
- (-] C (- g -2
GGP
Pyr+ G3P S Y \l
] ) | EEEEe-a<a<ad
Diterpeni Fitoen
HO o Fitol
g . |
o oH  (Cyg)
oH Karotenoidi (C4p)
Fotositeza Ekstracelulart
co; prostor

Slika 11. Shematski prikaz biosinteze terpena kod visih biljaka
(Humphrey i Beale, 2006)

Kvadratici predstavljaju Cs-izoprenske jedinice (IPP ili DMAPP); Pyr — piruvat; G3P — D-gliceraldehid 3-fosfat;
DOXP — 1-deoksi-D-ksiloza-5-fosfat.
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Prema Ruzi¢kom, prilikom biosinteze terpenoidnih struktura najpre nastaju prekursori
koji se u razli¢itim biohemijskim procesima hemijski menjaju, tj. usloZnjavaju (ciklizacija,
uvodenje razli¢itih funkcionalnih grupa i reorganizacija molekula). Iz aktivirane mevalonske
kiseline nastaje izopentil-pirofosfat (IPP) i njegov tautomer dimetilalil-pirofosfat (DMAPP).
IPP se adira na DMAPP ,glava-rep* vezivanjem pri ¢emu nastaju fosforilovani alkoholi,
prekursori monoterpena (GPP, geranil-pirofosfat), seskviterpena (FPP, farnezil-pirofosfat),
diterpena (GGP, geranilgeranil-pirofosfat) 1 sesterterpena (geranilfarnezil-pirofosfat).
Odstupanje od Ruzickinog pravila se javlja kod formiranja tri- i tetraterpenskog skeleta.
Biosinteza triterpena i sterola se odigrava preko skvalena (dve FPP jedinice, 2xCis) kao
prekursora, a tetraterpena preko fitoena (dve GGPP jedinice, 2xCy) (Kuzuyama, 2002;
Kovacevic¢, 2004).

| biosinteza triterpena podrazumeva uceSce specifiénih enzima ili enzimskih
kompleksa. Slika 11 shematski prikazuje biosintetski put triterpena kod biljaka. Naime, na
pocetku sinteze farnezil difosfat sintaza (FPS) izomerizuje IPP i DMAPP do farnezil difosfata
(FPP) koji skvalen sintaza konvertuje u skvalen. Skvalen epoksidaza (SQE) oksiduje skvalen
do 2,3-oksidoskvalena. Enzimski kompleks OSC, ciklizuje 2,3-oksidoskvalen, preko
intermedijernih katjona (protosteril katjon, damarenil katjon i dr.) i u zavisnosti od ucesca
datog enzima, do triterpenskih alkohola i aldehida, ili sterola, steroida, saponina i drugih
srodnih jedinjenja (Phillips, et al. 2006; Niu, et al. 2014). Ciklizacija oksidoskvalena, koja se
desavanja pod uticajem OSC enzima, vodi do formiranja policikli¢nih struktura (CzoHsoO)
posredstvom sekvence premestanja karbkatjona iz prstena E u prsten A preko odgovarajucih
tercijarnih katjona (slika 12) (Wang, et al. 2010).
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Slika 12. Pojednostavljena shema biosinteze triterpena kod biljaka i sekvence premestanja karbkatjona (Phillips, et al. 2006; Wang, et al. 2010)

Farnezil-difosfat sintaza (FSP) izomerizuje izopentil-difosfat (IPP) i dimetilalil-difosfat (DMAPP) do farnezil-difosfata (FPP), kojeg skvalen sintaza (SQS) konvertuje u
skvalen. Skvalen epoksidaza (SQE) oksiduje skvalen do 2,3-oksidoskvalena koga OSC enzimi ciklizuju preko katjonskih intermedijera (navedena su dva — protosteril katjon i
damarenil katjon) do triterpenskih alkohola ili aldehida.

OSC enzimi koji su prikazani na shemi: LSS (lanosterol sintaza); CAS (cikloartenol sintaza); CPQ (kukurbitadienol sintaza); BAS1 (B-amirin sintaza); LUP (lupeol sintaza);
MRN1 (marneral sintaza); THAL (talianol sintaza).
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2.6. Fenolna jedinjenja

2.6.1. Biosinteza, poreklo i znac¢aj fenolnih jedinjenja

Fenilpropanoidi, sekundarni metaboliti razli¢itih struktura i svojstava, predstavljaju
neku vrstu indikatora staniSta, jer je njihova produkcija stimulisana i stanjima biotickog 1
abiotiCkog stresa (varijacija faktora stanista), ili usled napada patogena. Strukturni diverzitet
fenilpropanoida se vezuje za modifikaciju i amplifikaciju (uz aktivnost specifi¢nih enzima)
klju¢nih intermedijernih struktura iz ciklusa Sikimske kiseline.

Fenilpropanoidni biosintetski put ili put Sikimske kiseline se odigrava u ¢éelijskom
plastidu i zapocinje kondenzacijom molekula fosfoenolpiruvata i eritroza-4-fosfata do
nastajanja intermedijera od Sest ugljenikovih atoma koji se naknadnim reakcijama konvertuje
u Sikimsku kiselinu. U ovoj biosintezi, preko intermedijera ciklusa Sikimske kiseline, nastaje
mnostvo sekundarnih metabolita (slika 13). Kaskadnim umnozavanjem, iz hidroksicimetne
kiseline i estara, a uz aktivnost reduktaza, oksidaza i transferaza, formira se specifi¢an profil
metabolita koji biva karakteristican za dati biljni organ i fazu razvica svake biljne vrste
(hemijski fenotipovi). Fenilpropanoidni put nije ogranicen samo na biosintezu lignina i
flavonoida, ve¢ i drugih aromaticnih struktura, kao $to su kumarini, isparljivi fenoli i tanini.

Pored puta Sikimske kiseline, koji se smatra najznacajnim za sintezu fenolnih
jedinjenja kod biljaka, opisana su jo§ dva: acetatno-malonatni (glavni produkti ovog
biosintetskog puta jesu masne kiseline, ali se mogu sintetisati i aromati¢ni molekuli preko
poliketida) i acetatno-mevalonatni biosintetski put. Dok acetatno-malonatni put zapocinje
kondenzacijom (glava-rep) acetatnih jedinica i ukljucuje acetil-CoA i malonil-CoA kao
intermedijere, u acetatno-mevalonatnom putu kondenzacijom acetil-CoA jedinica se formira
mevalonska kiselina, koja se dalje konvertuje u cikli¢ne terpene ili steroide.

Sinteza fenolnih sekundarnih metabolita sa dva ili viSe aromati¢nih prstenova cesto
podrazumeva interakcije preko vise od jednog biosintetskog puta. Tako, na primer,
izoflavonoidi nastaju uz doprinos Sikimskog i acetat-malonatnog puta (Vickery i Vickery,
1981; Vogt, 2010; Mehrotra i Aggarwal, 2003).
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Slika 13. Fenilpropanoidni biosintetski put ili put Sikimske kiseline (Vogt, 2010)

Nakon Kalvinovog ciklusa, fosfoenolpiruvat nastaje glikolizom, a eritroza-4-fosfata potice iz petoza-fosfatnog
biosintetskog puta. Redukcija 3-dihidroSikimske kisline se odigrava uz uces¢e NADPH. PAL (fenilalanin-
amonijum liaza) katalizuje reakciju nastajanja cimetne kiseline iz aminokiseline fenilalanina (Mehrotra i

Aggarwal, 2003).

Fenolna jedinjenja se u literaturi vrlo ¢esto opisuju kao opsteprisutna u biljnom svetu
(Balasundram, et al. 2006). Zahvaljuju¢i modifikacijama i1 umnozavanju osnovnih
(centralnih) struktura u ciklusu Sikimske Kkiseline, kompleksnost se ogleda u broju i
strukturnoj raznolikosti jedinjenja fenolnog tipa (od jednostavnih fenolnih kiselina do
polimernih struktura, tabela 4) (Vogt, 2010). Karakterise ih jedan ili viSe aromati¢nih
prstenova sa jednom ili viSe fenolnih grupa. Jedinjenja se drugacije nazivaju i polifenoli.
Uglavnom egzistiraju u biljnom tkivu kao konjugati mono- ili polisaharida, koji se vezuju za

osnovnu strukturu preko jedne ili viSe fenolnih grupa, ili kao estri.
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Tabela 4. Osnovna kategorizacija klasa fenolnih jedinjenja kod biljaka (Balasundram, et al.
2006).

Klasa jedinjenja Struktura

Jednostavni fenoli, benzohinoni Ce
Hidroksibenzoeve kiseline Ce¢-Cy
Acetofenoni, Fenilacetatne kiseline Ce¢-C,
Hidroksicimetne kiseline, fenilpropanoidi

> - ; . Ce-Cs
(kumarini, izokumarini, hromoni, hromeni)
Naftohinoni Cs-Cs
Ksantoni Cs-C1-Cs
Stilbeni, antrahinoni Cs-Co-Cs
Flavonoidi, izoflavonoidi Cs-C3-Cs
Lignani, neolignani (C6-Ca),
Bioflavonoidi (Ce-C3-Co),
Lignini (Ce-Ca)n
Kondenzovani tanini (Ce-C3-Co)yy

Fenolne kiseline se javljaju kao derivati hidroksicimetne kiseline, aromati¢na Cg-C3
jedinjenja sa tri C atoma u bo¢nom nizu (kafena, ferulicna, p-kumarna kiselina i dr.), i/ili
derivati benzoeve kisline, aromati¢na Cs-C; jedinjenja sa jednim C-atomom u bo¢nom nizu
(galna, vanilinska, p-hidroksibenzoeva kiselina i dr.).

Pocetkom proslog veka (1930) se smatralo da bi novoizolovanu supstanca iz
pomorandze trebalo uvrstiti u klasu vitamina i nazvati je vitamin P. Kasnije, izolovana
supstanca je svrstana u klasu flavonoida (rutin). Do danas je identifikovano i do nekoliko
hiljada flavonoidnih struktura. Flavonoidi (flavus, lat. zut) predstavljaju najbrojniju grupu
fenolnih jedinjenja i najznacajnije pigmente kod biljaka (Kumar i Pandey, 2013). Flavonoidi
su molekuli male mase, ¢iji osnovni skelet (Cg-C3-Cg) Cini 15 ugljenikovih atoma; dva
aromati¢na prstena (A i B) povezana (sa tri ugljenikova atoma) tako da grade heterocikli¢ni
prsten C. Prsten A nastaje u acetatno-malonatnom biosintetskom putu, a prsten B iz
fenilalanina (put $ikimske kiseline). Zavisno od supstitucija prstena C, flavonoidna jedinjenja
se dele u klase: flavonoli, flavoni, flavanoni, flavanoli (katehini), izoflavoni, flavanonoli i
antocijani.

Tanini predstavljaju treCu grupu biljnih polifenola, molekule relativno velike
molekulske mase, koji u biljnom svetu mogu postojati kao hidrosolubilni tanini (poliestri
galne kiseline njenih derivata i Secera), kondenzovani tanini (nastaju kondenzacijom
flavanskih struktura) i florotanini (nastaju polimerizacijom floroglucinola). Pored navedenih,
mogu se javiti i meSoviti i pseudotanini (Kovacevié¢, 2004; Balasundram, et al. 2006).

Strukturna raznolikost, tj. hemijska priroda polifenola zavisi od klase, stepena
hidroksilacije i supstitucije, konjugacije i polimerizacije, stereohemije tri hiralna centra i

interflavanske veze, glikolizacije (veza izmedu aglikona i Se€erne komponente), metilovanja
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(O-metilovanje) i esterifikacije galoil ostataka (Dai i Mumper, 2010). Javljaju se kao
aglikoni, heterozidi, estri i metilovani derivati (Kumar i Pandey, 2013).

Poznat je viSestruki znacaj fenola za samu biljku. Osim $to imaju ulogu pigmenata i
signaliziraju¢ih komponenti, fenoli je Stite od Stetnog UV-zracenja, patogena, insekata i
predatora, kao i od stanja abioti¢kog i biotickog stresa (Kovacevi¢, 2004; Dai i Mumper,
2010). Rezultati velikog broja istrazivanja pokazuju da su fenolna jedinjenja zastupljena u
ljudskoj ishrani koja ukljucuje konzumiranje voca, povréa i lekovitog bilja, kao i namirnica
koje iste koriste kao sirovine (zacini, ¢ajevi, ¢okolade sa ve¢im ili manjem udelom kakaa,
pivo, itd.). Pored tradicionalnog stava o hranljivosti i lekovitosti biljnih sirovina, evaluacijom
velikog broja bioloskih testiranja dokazano je pozitivnho dejstvo fenolnih sekundarnih
metabolita. Najveci broj istrazivanja prikazuje fenolna jedinjenja kao antioksidanse Koji
imaju sposobnost helacije metalnih jona i ,hvatanja“ reaktivnih slobodnoradikalskih vrsta
koje dovode do oste¢enja DNK, proteina i lipida izazivajuci stanje oksidativnog/nitrozativnog
stresa — medijator inflamacije, proliferacije i odumiranja ¢elija (Dedon i Tannenbaum, 2004;
Roberts, et al. 2010; Veljkovi¢, et al. 2013, Brcanovi¢, et al. 2013; Kumar i Pandey, 2013;
Miti¢, et al. 2014; Stojanovi¢, et al. 2014). Takode je dokazana i sposobnost fenolnih
jedinjenja da inhibiraju akumulaciju lipida u jetri, da deluju antikancerogeno,
antiproliferativno, antiinflamatorno, antiholinesterazno, antimikrobno, kardioprotektivno,
vazodilatatorno, itd. (Balasundram, et al. 2006, Dai i Mumper, 2010; Morikawa, et al. 2012;
Bai, et al. 2014; Hoang, et al. 2015; Catchpole, et al. 2015; Sevindik, et al. 2015).

2.6.2. lzolovanje i karakterizacija fenolnih jedinjenja

Fenoli se mogu ekstrahovati iz svezeg, osuSenog ili smrznog materijala/uzorka.
Najces¢i vid ekstrakcije je rastvarac¢ima, procedura koja se moze modifikovati radi veceg
prinosa odabirom rastvaraca razli¢ite polarnosti, variranjem temperature ili odnosa rastvaraca
1 uzorka, dodavanjem slabih organskih ili razblaZzenih mineralnih kiselina 1 slicno. Rastvara¢
za ekstrakciju se bira u odnosu na karakteristike i polarnost fenolnih jedinjenja i njihovih
derivata koji se ekstrahuju iz materijala. Na primer, nepolarniji aglikoni i metilovani flavoni i
flavonoli se obi¢no ekstrahuju nepolarnijim rastvara¢ima (etil-acetat, etar, hloroform,
metilen-hlorid), dok se polarniji aglikoni (veci stepen hidroksilacije) i heterozidi najcesce
ekstrahuju jako polarnim rastvara¢ima, kao §to su: etanol, metanol, aceton i njihove smese.
Maceracija, sokslet-ekstrakcija, ultrazvu¢éna 1 superkriticna ekstrakcija su neke od
mnogobrojnih tehnika ekstrakcije.
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Dobijeni ekstrakt je neretko sloZzena smeSa fenolnih jedinjenja ali 1 nefenolnih
komponenti (Seceri, organske kiseline, lipidi i proteini). Kako bi se uprostila ekstrahovana
smesa i povecala koncentracija fenolnih komponenti, pribegava se frakcionisanju smese. U
zavisnosti od polarnosti i kiselosti Zeljenih i nezeljenih metabolita, frakcionisanje se najéesce
izvodi te¢no-te¢no (uklanjanje nepolarnih, lipidnih komponenti) ili SPE (solid phase)
ckstarkcijom (uklanjanje organskih kiselina i Secera). Preparativhe metode, kolonska
hromatografija (klasi¢na ili preparativna HPLC tehnika) i preparativa TLC tehnika,
omogucavaju izolovanje ,,Cistih komponenti iz smese ili pak bolje frakcionisanje smese:
dobijene frakcije su koncentrovanije u pogledu sadrzaja ciljnih metabolita (fenola), ¢ime se
olakSava dalje izolovanje i identifikacija. NajceS¢e koriS¢eni adsorbenti su silika gel,
poliamid, sefadeks i celuloza.

Analiza i kvantifikacija fenolnih jedinjenja se najéesée izvodi spektrofotometrijski i
kolorimetrijski. Medutim, sloZenost fenola u pogledu strukture i reaktivnosti prema
reagensima koji se koriste u datoj metodi, kao i zbog razli¢itosti raspolozivih procedura,
dobijeni rezultati su ¢esto neuporedivi. Gasna hromatografija je takode Cesto koriS¢ena
teknika za razdvajanje, identifikaciju i kvantifikaciju fenolnih jedinjenja. Nedostatak tehnike
se odnosi na pripremu neisparljivih fenolnih jedinjenja, tj. prevodenje istih u svoje isparljivije
derivate, metilovanjem ili sililovanjem. HPLC tehnika se naj¢es$¢e primenjuje za razdvajanje,
identifikaciju i kvantifikaciju fenolnih jedinjnja. Najpouzdaniji vid karakterizacije izolovanih
fenolnih jedinjenja se vrsi metodama spektralne analize (NMR, IR, UV, MS) (Robards, 2003;
Kovacevi¢, 2004; Dai i Mumper, 2010; Saltan Citoglu i Bahadir Acikara, 2012).
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2.6.3. Fenolna jedinjenja kao hemotaksonomski markeri

Distribucija fenolnih jedinjenja je ispitivana u okviru brojnih hemotaksonomskih
studija (Wilkins i Bohm, 1976; Pedersen, 1982; Julkunen-Tiitto, 1986; Okuda, et al. 1992;
Stevens, et al. 1995; Mallavadhani, et al. 1998; Petrovi¢, et al. 1999; Zgorka i Glowniak,
2001; Svehlikova, et al. 2002; leri, et al. 2011). Mnoge studije, zahvaljujué¢i dobijenim
fenolnim profilima biljaka, sugerisale su reorganizaciju taksona u okviru date taksonomske
kategorije, ali i ukazala na korelaciju fenolnih jedinjenja sa drugim tipovima taksonomskih
makera.

Imaju¢i u vidu strukurni diverzitet i znaCajnu varijabilnost pomenute klase
sekundarnih metabolita (manje stabilni od produkta primarnog metabolizma), neophodno je
da se u hemotaksonomska istrazivanja ukljucuje standardizovan biljni materijal, gde se pre
svega misli na uniformnost u pogledu uslova u kojima je biljka rasla (podjednak uticaj
faktora sredine) i faze razvica u trenutku uzorkovanja materijala. Ponekad se desava da
fenolni karakteri variraju ¢ak i u okviru jedne populacije, kada se izdvajaju posebne hemijske
rase koje se morfoloski tesko razlikuju. U hemotaksonomskoj studiji trava (Gramineae), na
obrascu, baziranom na fenolim kiselinama koje ne ulaze u sastav Celijskog zida, tzv.
nestrukturne komponente, demonstrirana je pozdanost datih sekundarnih metabolita na nizim
nivoima Kklasifikacije. lako su kao klasa vrlo prisutni u biljnom svetu, njihova vrednost se
ogleda u postojanju derivata koji su specifi¢ni za odredeni takson (Singh i Jain, 1981; Marin,
2003; Mika, et al. 2005). Kod familije Crassulaceae, na osnovu varijabilnosti aglikonskih
komponenti, rod Sedum se jasno izdvojio u odnosu na rod Sempervivum. Varijabilnost kod
vrsta roda Sempervivum je minimalna u odnosu na vrste roda Sedum koji se karakteriSe
prilicnim hemijskim diverzitetom, gde se pre svega misli na metilovane i hidroksilovane
derivata flavonola (Stevens, et al. 1996). Kod familije Lamiaceae razmatrano je prisustvo
fenolnih markera na razli¢itim nivoima klasifikacije, pri ¢emu je ukazano je na slaganje
rezultata sa postoje¢im sistemima klasifikacije (Pedersen, 2000).

Flavonoidi se smatraju taksonomski najznacajnim fenolima iz vise razloga. Oni su
hemijski stabilni, mogu se izolovati iz herbarskog matrijala, karakterise ih visok strukturni
diverzitet, opsteprisutni su kod biljaka pri ¢emu svaka vrsta sadrzi bar nekoliko flavonoida i
na kraju, relativno lako se mogu identifikovati. U sistematici biljaka su intenzivno istrazivani
na nizim i na viSim nivoima klasifikacije. Pouzdanost flavonoida kao hemotaksonomskih

markera je najveca na nivou roda, medutim njihov znacaj je smanjen na nivoima vis§im od
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familije. Na primer, plava ili crvena boja cvetova ukazuje na prisustvo posebne klase
flavonoida — antocijanidina. Antocijanini, heterozidi antocijanidina, su okarakterisani kao
pouzdani markeri kako na nizem tako i na visem nivou klasifikacije. Bilo kao aglikoni ili
heterozidi, ovi pigmenti su rasprostranjeni kod cvetnica, ali su odsutni kod nekih familija
dikotiledona, gde su umesto njih detektovani pigmenti drugacije strukture, posebna klasa koja
ne pripada flavonoidima- betacijanini (Stace, 2010; Marin, 2003).
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2.7. Familija Crassulaceae

2.7.1. Karakteristike, rasprostranjenost i prakti¢ni znacaj predstavnika familije

Familija Crassulaceae (red Saxifragales) je familija bobovnika, sukulenata, srednje
veli¢ine, koja broji izmedu 1300 i 1500 biljnih vrsta (oko 35 rodova), Siroko rasprostranjenih,
najée$¢e u umerenim i subtropskim delovima severne hemisfere (Mort, et al. 2001; Mort, et
al. 2005).

U filogenetskom smislu, familija Crassulaceae spada u red relativno primitivnih
familija, ¢iji su predstavnici zadrzali visok stepen sli¢nosti vegetativnih 1 generativnih
karaktera (van Ham i ‘t Hart, 1998). To su uglavnom jednogodisnje, dvogodiSnje ili
visegodiS$nje zeljaste biljke. Rede se javljaju predstavnici s formom Zzbuna, nisko drvece ili
epifitski oblici. Stabljike su obi¢no debele, so¢ne, zaobljene na popre¢nom preseku. Listovi
su celi, bez zalistaka, naizmeni¢ni ili naspramni, izrazito sukulentni, na preseku ravni do
okruglasti, obi¢no na obodu celi. Cvetovi su pravilne simetrije, u pogledu morfoloske grade
potpuni, ve¢inom hermafroditni, retko dvopolni, u cimoznim, rede klasastim ili grozdastim
cvastima, najéesc¢e pentamerni. Plod mesak ili ¢aura, Sa mnogo semena (Thiede i Eggli, 2007;
Kunjin i Ohba, 2001; Gaji¢, 1972). Epidermis lista se najéesce sastoji iz jednog, a u nekim
slucajevima 1 od dva ili tri sloja; kutikula je obi¢no glatka ili sa finim, pravilim urezima
(Aichryson), ili je naborana (Aeonium). Zbog visoke varijabilnosti citoloskih i karioloskih, a
pre svega morfo-anatomskih karaktera, familija Crassulaceae spada u red taksonomski
najkompleksnijih familija skrivenosemenica. Mnoge vrste lako hibridizuju, kako u prirodi
tako i hortikulturi, $to je i potvrdeno pojavom brojnih hibridnih taksona (Carrillo-Reyes, et al.
2009).

Familija Crassulaceae se odlikuje skoro kosmopolitskim rasprostranjenjem, pri ¢emu
se narocito veliki broj predstavnika srece u severnoj hemisferi i Severnoj Africi. Sadrzi oko
1400 vrsta i 32 roda (Thiede i Eggli, 2007). Kao centri distribucije familije Crassulaceae
izdvajaju se Meksiko (325 vrsta) i Juzna Afrika (250 vrsta); pored njih, brojne vrste su
rasprostranjene i u Severnoj Americi (300 vrsta), Aziji (oko 200 wvrsta) i Evropi.
Raznovrsnost familije Crassulaceae u Evropi posebno se odnosi na njene juzne i jugoistoéne
delove. Sire podrugje Mediterana (obuhvatajuc¢i Severnu Afriku i Malu Aziju) predstavljeno

je kao jedan od centara taksonomskog diverziteta pomenute familije na svetskom nivou
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(tabela 5). Pritom, u mediteranskom regionu se javlja oko 177, dok je u Makroneziji
zabelezeno viSe od 200 vrsta.Vecéina vrsta se sre¢e na izrazito suvim, osun¢anim i toplim
stani$tima kao $to su stene, kamenjari i otvorene peskovite povrsine, ali se brojni predstavnici
javljaju u planinskim, umereno susnim do vlaznim podrucjima, na veéim nadmorskim
visinama. (‘t Hart,1997; van Ham i ‘¢t Hart, 1998; Thiede i Egli, 2007; Mort, et al. 2001).
Specifican niz metabolickih puteva koji karakteriSe ve¢inu sukulentnih biljka, CAM
(Crassulacean Acid Metabolism), omoguc¢avaju predstavnicima familije Crassulaceae da zive
na veoma negostoljubivim stanistima (Cushman, 2001; Reinert i Blankenship, 2010; Iglesias,
et al. 1987), kao S§to su termofilni kamenjari i stene, vertikalne litice, pustinjska stanista, ali i
hladna stanista planinskih vrhova sa ¢estim mrazevima (Gontcharovaa i Gontcharov, 2009;
Byalt, 2011). Uz optimizaciju uslova, neke vrste se mogu gajiti u kulturi, na kamenitoj ili

peskovitoj podlozi, kao i na netravnatim povrsinama.

Tabela 5. Taksonomski diverzitet familije Crassulaceae u mediteranskom podrucju
(‘t Hart, 1997).

Subfamilija Rodovi Broj vrsta
Crassuloideae Crassula L. 3
Kalanchoideae Kalanchoe Adan. 1
Mucizonia (DC.) Batt. & Trabut 2
Cotyledonoideae Pistorinia DC. 4
Umbilicus DC. 12
Aeonium Webb & Berth. 1
Sempervivoideae Jovibarba (DC.) Opiz 4
Sempervivum L. 33
Rhodiola L. 1
. Rosularia (DC.) Stapf 18
Sedoideae Sedum L. 97
Telmissa Fenzl 1
Ukupno 12 177

Razlic¢ite vrste rodova Echeveria, Sempervivum i Sedum su narocito vrednovane sa
hortikulturnog aspekta (Mort, et al. 2005). Pored brojnih dekorativnih svojstva, sukulente iz
familije Crassulaceae se gaje i zbog njihove sposobnosti da vezuju teSke metale i isparljive
zagadivace (Williams, et al. 2010; Ya, et al. 2013; Soreanu, et al. 2013). Takode je poznata
upotreba veceg broja predstavnika ove familije u tradicionalnoj medicini i donekle u ishrani,
zbog Cega Su njeni predstavnici danas u fokusu brojnih fitohemijskih istrazivanja, odnosno
ispitivanja razli¢itih bioloskih aktivnosti (Chianga, et al. 2015; Bopda, et al. 2014; Chiang, et
al. 2014; Senthilkumar, et al. 2014; Mekonnen, et al. 2013)
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2.7.2. Sistematska pripadnost i taksonomska struktura familije Crassulaceae

Familija Crassulaceae, u skladu sa tradicionalnom podelom vaskularnih biljka
(Cormophyta), pripada grupi cvetnica (Magnoliophyta), odnosno klasi dikotila
(Magnoliopsida) i redu Saxifragales, pri ¢emu je najc¢esée opisivana kao morfoloski raznolika
I kompleksna grupa. Familija je takode smatrana monofiletskom i tradicionalno je, u skladu
sa morfologijom cveta i embrioloskim karakterima, tretirana kao primitivniji predstavnik
dikotila iz potklase Rosidae, koji je blizak grupi familija koju ¢ine Saxifragaceae,
Haloragaceae i Penthoraceae (Denton, 1982; van Ham i 't Hart, 1998). Sadrzi 41 rod i od
1550 do 1600 razlicitih vrsta, dok se kao centar rasprostranjenja familije navodi podrucje
Juzne Afrike (Tahtajan, 2009).

U odnosu na nekoliko razlic¢itih sistema klasifikacije, koji su se paralelno razvijali,
taksonomska struktura familije Crassulaceae se danas i dalje smatra kompleksnom, odlikujuci
se veéim brojem nereSenih problema i nerasvetljenih taksonomskih odnosa. Tradicionalna
podela na Sest potfamilija predloZzena od strane Bergera (1930), je najve¢im delom bila
zasnovana na veStackim principima, dok revidiran sistem klasifikacije, baziran na
molekularnim i morfoloskim podacima, predloZen od strane 't Harta prepoznaje samo dve
potfamilije, Crassuloideae i Sedoideae (slika 14).

Kao jedan od prvih modela, Bergerova klasifikacija (1930) deli familiju Crassulacae
na Sest potfamilija (slika 14), koje su grupisane u dve glavne filogenetske linije. Prva linija,
Crassula, obuhvata potfamilije Crassuloideae, Kalanchoideae i Cotyledonoideae, dok druga
linija, Sedum koja se odnosi na potfamilije Sempervivoideae, Sedoideae i Echeveroideae.
Glavni nedostatak navedenog sistema klasifikacije ogleda se u losem izboru karaktera za
razlikovanje rodova koje je u okviru pojedinih subfamilija bilo tesko definisati i klasifikovati.
Vecina pomenutih subfamilija je u morfoloskom, ali i geografskom smislu jasno definisana.
Medutim, subfamilija Sedoideae, obuhvataju¢i Sedum kao tipski rod, okarakterisana je kao
taksonomski nedovoljno jasna i morfoloski izuzetno varijabilna (Mort, et al. 2001; Mort, et
al. 2005).

Klasifikacija familije se dalje kretala u pravcu redukcije broja izdvojenih subfamilija.
Na primer, Thorne (1983) je predlozio da se broj smanji na Svega tri subfamilije:
Crassuloideae, Cotyledonoideae i Sedoideae. Savremeni sistemi klasifikacije familije
Crassulaceae su postali u znatnoj meri ,prirodniji“, jer se baziraju na vecem broju

biosistematskih karaktera (morfoloski, filogenetski, embrioloski, fitohemijski, 1 dr.), ¢ime se
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stice bolji uvid u filogeniju i pruza razumno objasnjenje za vise taksonomske nivoe. Prema
nesto novijim shvatanjima, familiju ¢ine dve subfamilije: Sedoideae i Crassuloideae, pri
¢emu je u okviru subfamilije Sedoideae izdvojen veci broj tribusa i subtribusa (’t Hart, 1995).
Naknadnim istrazivanjem subtribusa Sedinae (van Ham, 1995) izdvojene su filogenetske
klade: Sempervivum, Aeonium, Leucosedum i Acre, dok Mayuzumi i Ohba (2004) naglasavaju
individualnost rodova Hylotelephium, Rhodiola, Phedimus i Umbilicus u okviru subtribusa
Telephiinae (slika 14).

Thorne i Reveal (2007) su na osnovu molekularnih dokaza prepoznali samo dve
subfamilije: Crassuloideae i Sempervivoideae, dok su Thiede and Eggli (2007) predlozili
priznavanje i tre¢e subfamilije, Kalanchoideae (slika 15), ¢ime je promenjena organizacija
subfamilije Sempervivoideae (Carrillo-Reyes, et al. 2009). Veéina savremenih studija ipak
prepoznaje postojanje tri potfamilije (Thiede i Eggli, 2007; Tahtajan, 2009; Gontcharova i
Gontcharov, 2009), koje se odlikuju specifi¢énim karakteristikama:

1) Crassuloideae: Latice slobodne ili u bazi srasle, ponekad formiraju dugacku
kruni¢nu cev ili zvonastu krunicu sa reznjevima; Andreceum haplosteman (prisutan jedan
jedn krug prasnika); Semenjaca valovito naborana ili sa pojedinacnim papilama. Glavni
rodovi: Crassula (ukljucuju¢i Tillaea, Rochea, Dinacria, Pagella) i Hypagophytum.

2) Kalanchoideae: Cvetovi pentamerni do tetramerni, formiraju u manjoj ili vecoj
meri, izrazenu kruni¢nu cev ili zvonastu krunicu; Andreceum obdiplosteman (prasnici
unutraSnjeg kruga srasli sa kruniénim listi¢ima, spoljni praSnici postavljeni nasuprot
kruni¢nih listi¢a); semenjaca rebrasta, sa malim brojem rebara; Glavni rodovi: Adromischus,
Kalanchoe (uklju¢ujué¢i Bryophyllum), Cotyledon i Tylecodon.

3) Sempervivoideae (ukljucuju¢i Sedoideae i Echeverioideae):. Cvetovi uglavnom
pentamerni ali se sre¢u predstavnici sa vecim ili manjim brojem segmenata u odredenim
ciklusima cveta. Latice slobodne ili ponekad samo u bazi srasle, retko je krunica simpetalna;
andreceum najcesée obdiplosteman; semenjaca rebrasta, sa ve¢im brojem rebara. Obuhvata
tribuse Thelephieae: sa rodovima Sinocrassula, Kungia, Meterostachys, Orostachys,
Hylotelephium; Umbiliceae: sa rodovima Umbilicus (ukljucujué¢i Chiastophyllum),
Pseudosedum, Rhodiola, Phedimus; Semperviveae: sa rodovima Sempervivum, Petrosedum;
aeonieae: Aichryson, Monanthes, Perrierosedum, Aeonium (ukljucujuéi Greenovia), Sedeae:
Pistorinia, Rosularia, Prometheum, Afrovivella, Sedella (ukljuc¢ujué¢i Parvisedum), Dudleya,
Sedum (ukljuc¢uju¢i Diamorpha, Cremnophyla, Mucizonia), Villadia, Lenophyllum,
Graptopetalum (ukljucujuc¢i Tacitus), Thompsonella; i Echeverieae: sa rodovima Echeveria i
Pachyphytum.
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Poslednja potfamilija je izdvojena kao glavna evolutivna grupa, pri ¢emu navedeni
tribusi, zajedno sa odgovaraju¢im rodovima, ¢ine glavne evolutivne grupe u okviru familije
Crassulaceae (slike 14. i 15). U okviru potfamilije Sempervivoideae i tribusa Sedeae, kao
jednog od najve¢ih u familiji, se na osnovu morfoloskih karaktera cveta, semenjace i
molekularnih pokazatelja prepoznaju dve nezavisne evolutivne grupe taksona, Leucosedum i
Acre. Rodovi kao $to su Rosularia, Dudleya, Sedella i Prometheum, zajedno sa jo$ nekoliko
manje znacajnih rodova i oko 30 severnoamerickih vrsta roda Sedum (subgen. Gormania)
pripadaju kladi Leucosedum. Sa druge strane klada Acre obuhvata veliki broj vrsta (526), pri
¢emu vecinu ¢ine vrste roda Sedum subgen. Sedum, ali i nekoliko drugih rodova familije
Crassulaceae (Graptopetalum, Echeveria i dr.). Klada Acre se u fitohemijskom smislu
odlikuje odsustvom tanina, ali se alkalodi idvajaju kao karakteristi¢ni hemotaksonomski
markeri za Citavu grupu. Evolutivna linija Acre se smatra grupom koja se odlikuje nejasno
nedefinisanim taksonomskim odnosima, §to se pre svega odnosi na Sedum, kao njen najveci
rod. Razjasnjavanje taksonomskih odnosa u okviru pomenutog roda predstavlja pravi izazov

u savremenim istrazivanjima familije Crassulaceae (Carrillo-Reyes, et al. 2009).
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Slika 14. Sistemi klasifikacije familije Crassulaceae (levo) i filogenetsko stablo sa centrima distribucije (desno)
(Mort, et al. 2001; Mayuzumi i Ohba, 2004)
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Slika 15. Revidirano filogenetsko stablo familije Crassulaceae (Thiede i Eggli, 2007)
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Molekularne filogenetske studije, koje su sve vise zastupljene u taksonomskim
istrazivanjima biljnog sveta, menjaju odnose izmedu grupa na razliitim taksonomskim
nivoima. One su unapredile razumevanje odnosa izmedu taksona i navele na preispitivanje
postojecih hipoteza o evoluciji biljaka. Prve molekularne analize familije Crassulaceae su
izdvojile nekoliko evolutivnih klada i predstavile njenu strukturu druga¢ijom u odnosu na onu
koja je proistekla iz tradicionalnih taksonomskih istrazivanja. Istrazivanja bazirana na
molekularnim podacima su potvrdila pripadnost familije Crassulaceae redu Saxifragales, kao
I njenu bliskost sa familijama Penthoraceae, Haloragaceae, Podstamaceae i Cynomoriaceae
(Carrillo-Reyes, et al. 2009; Gontcharova i Gontcharov, 2007; Gontcharova i Gontcharov,
2009). Detaljnije filogenetsko stablo (slika 15), formirano na osnovu molekularnih dokaza, je
znaCajno unapredilo saznanje o intrafamilijarnim odnosima, medutim, odnos glavnih
evolutivnih linija je ostao delimi¢no nerazja$njen i pre svega, nedovoljno podkrepljen
morfoloskim dokazima (van Ham i ‘t Hart, 1998; Mort, et al. 2001; Gontcharova, et al. 2006;
Gontcharova i Gontcharov 2007; Gontcharova i Gontcharov 2009; Carrillo-Reyes, et al.
2009).

Prisustvo odredenih hemotaksonomskih markera takode ukazuje na originalnost
odredenih evolutivnih grupa, dok je prisustvo drugih prikazano kao univerzalno. Na primer,
najveci broj taksona u okviru familije Crassulaceae se odlikuje prisustvom sedoheptuloze 1
izocitrata. Proantocijanidini (kondenzovani tanini), su distribuirani u svim evolutivnim
linijama familije, ali ne i u krugu taksona koji ¢ine kladu Acre, u kojoj su zamenjeni
prisustvom alkaloida. Prisustvo galoil-estara i flavonoida (nemetilovani i metilovani, od kojih
je najrede prisutan miricetin) takode pokazuje odredenu filogenetsku pravilnost. Uloga
komponenata epikutikularnih voskova (derivati masnih kiselina i triterpeni), cijanogenih
jedinjenja 1 toksi¢nih bufadienolidi se u navedenom smislu se takode pokazala znac¢ajnom

(Thiede i Eggli, 2007).
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2.8. Opste karakteristike, rasprostranjenje i znacaj roda Sedum

Rod Sedum predstavlja jedan od najbrojnijih rodova familije Crassulaceae u flori
Balkanskog poluostrva, Evrope i umerenih podru¢ja severne polulopte ('t Hart, 1991).
Pored navedenih regiona, odredeni broj vrsta se srece i u subtropskim podrucjima Sveta. U
skladu sa analizom taksonomskog bogatsva rodova, Sedum se sa svojih priblizno 420 vrsta,
izdvaja u odnosu na sve druge rodove familije Crassulaceae (Thiede i Eggli, 2007). Rod
¢ine sukulentne, Zlezdasto dlakave ili gole biljke, koje u najveéoj meri pripadaju
jednogodisnjim ili viSegodi$njim zeljastim, rede poluzbunastim formama. Podzemni deo
biljaka iz vog roda je naj€eS¢e u vidu slabo razvijenog, zilicastog korena, rede se javljaju
krtolasta zadebljanja ili rizom. Stabla su takode sukulentna, ponekad pri bazi puzeca,
ukorenjujuca ili sekundarno odrvenela. Odlikuju ih so¢ni, obi¢no naizmeni¢ni, naspramni,
rede prsljenasto rasporedeni, ravni ili valjkasti listovi. Pojava sukulentnosti organa se ¢esto
uocava 1 u generativnom regionu biljka iz pomenutog roda. Cvetovi su u najve¢em broju
slucajeva pentamerni 1 potpuni, sa pravilnom simetrijom, dvopolni. Najces¢e formiraju
razgranate, cimozne cvasti izgradene od veceg broja cvetova, ponekad sa siromaSnijim
bo¢nim cvastima. Plod je u vidu zbirnih, zvezdasto rasirenih meskova, sa sitnim semenom.
Semenjaca sa papiloznim, mreZastim ili rebrastim izraslinama koje se koriste kao karakteri
u taksonomiji roda.

Vecina, pretezno egzoti¢nih vrsta roda Sedum je zbog izrazito atraktivnog izgleda
nasla primenu u hortikulturi, dok se nekoliko vrsta koristi u tradicionalnoj medicini (Gaji¢,
1972). Zbog svoje izrazite morfoloske plasti¢nosti, vecina vrsta ovog roda pokazuje veliku
infraspecijsku varijabilnost, §to rod Sedum svrstava u grupu kompleksnijih rodova, sa
nedovoljno rasvetljenom taksonomskom problematikom.

U Evropi je rod zastupljen sa 30 do 50 vrsta ('t Hart, 1991). Mediteransko
podruicje, obuhvatajuc¢i Severnu Afriku i Bliski Istok, u Sirem smislu se izdvaja kao jedan
od centara taksonomskog diverziteta pomenutog roda, na nivou Evrope i Sveta. Balkansko
poluostrvo, pre svega njegov juzni deo sa ostrvima egejskog arhipelaga, se izdvaja kao
centar diverziteta serija Acria i Alpestria (’t Hart, 1995).
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2.8.1. Sistematika roda Sedum L.

Sa morfo-anatomskog i taksonomskog aspekta, rod Sedum se najées¢e pominje u
kontekstu problemati¢nog i kontroverznog roda familije Crassulaceae, pri ¢emu se posebno
izdvaja evolutivna linija Acre (Carrillo-Reyes, et al. 2009). Prema Schoénland-u (1891) rod
Sedum predstavlja i jedan od najprimitivnijih i najstarijih rodova familije Crassulaceae. Po
Bergeru (1930), u okviru ovog roda je bilo opisano oko 500 taksona, dok je prema drugim
autorima taj broj daleko manji i iznosi oko 350 vrsta (Froderstrom, 1930). U skladu sa svim
navedenim ¢injenicama, rod Sedum se Cesto izdvaja kao ,,centralna osovina“ iz koje su se
potencijalno razvili mnogi drugi rodovi parafiletske familije Crassulaceae (parafiletsko
svojstvo — taksoni se izvode/odvajaju od zajedni¢kog potomka). Filogenetski nedefinisane,
parafiletske grupe, gde spada ¢itav niz taksona familije Crassulaceae, predstavljaju veliki
izazov kada se vrsi istrazivanje njihove Kklasifikacije.

Prve zvani¢ne klasifikacije roda Sedum predlozene su u XVIII veku od strane Koch-a
(1843) i Boisser-a (1872) koji su svoje studije bazirali na morfoloskim karakteristikama vrsta.
U brojnim taksonomskim studijama teorije o klasifikaciji roda Sedum su se menjale, zavisno
od primene novih metoda u istrazivanjima. Prema Bergeru, nijedna od primenjenih metoda
nije bila dovoljno dobra za klasifikaciju pomenutog roda. Ipak, moze se re¢i da je Bergerov
sistem Klasifikacije, odnosno koncept da se familija Crassulaceae ras¢lani na vise bliskih,
malih taksona, kako bi se pojednostavilo njihovo prepoznavanje, bio prihvacéen u praksi
nauénika XX veka kao §to su Ohba, Grulich i Love & Léove ('t Hart, 1991) sa idejom da
ras¢lane heterogeni rod Sedum.

Klasifikacija prema ’t Hartu (1991) je bila zasnovana na evolutivnim odnosima
evropskih vrsta roda Sedum (tabela 6). Ona ukljucuje morfoloske, citoloske i molekularne
karaktere, tj. njihovu varijabilnost u okviru roda; hibridizacioni obrazac i distribuciju taksona.
Odnosi izmedu serija su odredeni na osnovu odabranih karaktera koji su bili kladisticki
analizirani (AHC).

Prema aktuelnom taksonomskom koneptu koji prihvata vecina recentnih studija rod
Sedum se deli na dva podroda, Sedum subgen. Gormania rasprostranjen pretezno u Severnoj
Americi i subgen. Sedum, ¢ije su vrste karakteristi¢ne za deo areala koji se odnosi na Evropu,
Afriku 1 Aziju. PoteSko¢e u infrageneri¢koj taksonomiji se ogledaju u cinjenici da rod
obuhvata veliki broj taksona, od kojih mnogi nisu jasno razgrani¢eni ¢ak ni u morfoloskom
smislu. Citoloske studije i hibridizacioni eksperimenti su pokazali da se broj hromozoma kod

vrsta pomenutog roda karakteriSe Sirokim opsegom, stoga je citoloSki kriterijum, zbog
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izrazenog diverziteta, manje favorizovan u sistematici. Sa druge strane, hibridizacioni
obrazac evropskih vrsta roda Sedum nije u saglasnosti sa morfoloSkim karakteristikama koji
su se tradicionalno Kkoristile u infragenerickoj klasifikaciji. Na osnovu specifi¢nih
morfoloskih karaktera pojedini rodovi su izdvojenii iz roda Sedum (npr. Rhodiola,
Hylotelephium, Phedimus), zbog ¢ega je od interesa razjasnjavanje porekla grupa koje su
izdvojene. Samim tim je neophodno definisati i filogenetske odnose izdvojenih taksona u
odnosu na rod Sedum. Molekularne studije (cpDNA) su potvrdile visoku parafiletinost datog
roda ("t Hart, 1991; Mayuzumi i Ohba, 2004). Prema Mayuzumi i Ohba (2004), iz roda
Sedum su opravdano izdvojeni rodovi Rhodiola, Hylotelephium, Phedimus i Umbilicus, ali
monofiletsko poreklo klade Telephium nije dokazano, $to otvara nova pitanja u filogeniji ove

evolutivne linije.
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Tabela 6. Klasifikacija evropskih vrsta roda Sedum (’t Hart, 1991)

a > w0 bdE

© o N o

11.
12.
13.
14.
15.
16.

17.
18.
19.

20.
21.

22.
23.
24.
25.

26.
217.

Sedum L. subg. Sedum
Sedum sect. Sedum

S. ser. Acria Berger: S. acre L.
S. ser. Macrosepala (Regel & Schmalh) Borissova : S. aetnense Tineo.
S. ser. Anglica Hart: Sedum anglicum Hudson.
S. ser. Melananthera Hart: S. melanatherum DC:
S.ser. Alpestria Berger: S. alpestre Vill., S. annum L., S. apoleipon Hart, S. borissovae Balk, S.
grisebachii Boiss & Heldr., S. laconicum Biss. & Heldr., S. multiceps Cosson & Durieu, S. sexangulare
L., S. tuberiferum Stoj. & Stef., S. tuberosum Cosson & Letourn, S. ursi Hart, S. urvillei DC.
S. ser. Samia Hart: S. samium Runemark & Greuter.
. ser. Litorea Hart: S. litoreum Guss.
. ser. Aithales (Werb & Berth) Hart: S. pallidum MB:, S. rubens L.
. ser. Alba Berger: S. album L., S. gypsicola Boiss & Reuter.

S
S
S
S. ser. Caerulrea Froderstrom: . S. caerulreum L.
S. ser. Confertiflora Hart: S. confertiflorum Boiss.
S. ser. Dasyphylla Hart: S. dasyphyllum L., S. garnatense Pau, S. mucizonia (Ortega) Hamet.
S. ser. Hirsuta Froderstrom: S. hirsutum All.
S. ser. Glauco-rubens Froderstrom: S. hispanicum L., S. steudelii Boiss.
S. ser. Monregalensia Hart: S. mongrelense Balb.
S. ser. Pedicellata Hart: S. andeganavse (DC.) Desv., S. brevifolium DC., S. candollei Hamet, S.
pedicellatum Boiss. & Reuter.
S. ser. Propontica Berger: S. stellatum L., S. stoloniferum S. G. Gmelin, S. obtusifolium C.A. Meyer.
S. ser. Rubra Borissova: S. caespitosum (Cav.) DC.
S. ser. Rupestria Berger: S. ampexicaule DC., S. forsterianum Sm., S. montanum Song. & Perrier, S.
ochroleucum Chaix, S. pruitanum Brot., S. rupestre L., S. sediforme (Jacq.)Pau.
S. ser. Sedella (Fourr. ) Hart: S. atratum L.
S. ser. Semperviviodes (Boiss.) Froderstrom: S. pilosum Fischer. Ex MB., S. sempervivodes Fischer. Ex
MB., S. typhaeum Quézel & Contadriopoulos.

ser. Stefco Hart: S. stefco Stef.

ser. Subulata Hart: S. subulatum (C.A.Meyer) Boiss.

ser. Alsinefolia Berger: S. alsinefolium All., S. fragrans Hart.

lampusae (Kotschy) Boiss., S. microtachium (Kotschy) Boiss.,S. tristriatum Boiss. & Heldr.

S.
S.
S.
S. ser. Cepaea (Koch) Froderstrom: S. ceapaea L., S. creticum C. Presl, S. cyprium Jackson & Turrill,
S.
S. ser. Magellensia Hart: S. magellense Ten.

S.

ser. Subrosea Hart: S. lagascae Pau, S. nevadense Cosson, S. villosum L.
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2.8.2. Fitohemijska istraZivanja i tradicionalna upotreba predstavnika roda

Sedum

Ve¢i broj savremenih fitohemijskih istrazivanja, medu kojima se izdvajaju studije ’t
Harta i Stivensa (i njihovih saradnika), bio je posvecen istrazivanju sekundarnih metabolita
vrsta roda Sedum, ali i definisanju razli¢itih hemotaksonomskih markera koji se mogu
koristiti u rasvetljavanju slozenih taksonomskih relacija, kao na nivou roda, tako i u okviru
Citave familije Crassulaceae (tabela 7).

U taksonomske svrhe su pre svega razmatrani metaboliti epikutikularnih voskova, ali i
druge grupe jedinjenja izdvojene iz tkiva veceg broja predstavnika koje nastanjuju Sire
podru¢je Evrope i Azije. NajceSce istrazivani fitokonstituenti roda Sedum su: alkaloidi,
fenolne kiseline i njihovi derivati, flavonoidi i odgovaraju¢i heterozidi, tanini i kumarini. U
epikutikulanim voskovima (nepolarni ekstrakti), pored derivata masnih kiselina (alkani,
alkoholi, estri i sl.) konstatovano je i znacajno prisustvo triterpenoidnih komponenti (tabela
7).

Za razliku od alkana, koji se smatraju opSteprisutnim taksonomskih markerima, sa
manje ili viSe varijabilnom distribucijom, triterpeni iz epikutikularnih voskova su se pokazali
kao dobri taksonomski karakteri, zbog ograni¢ene distribucije u okviru roda. Njihovo
prisustvo u epikutikularnim voskovima se dovodi u vezu sa pojedinim kvalitativnim
osobinama povrsine lista (izgled povrSine lista). Kao §to je ve¢ napomenuto, distribucija
alkaloida je ograniCena na taksone iz serije Acria, a njihova varijabilnost je uskladena sa
obrascem Kkoji prati promenljivost morfoloskih karaktera i pruza potporu u podeli roda
zasnovanoj na molekularnim podacima (Stevens, et al. 1992; Stevens, et al. 1993; Stevens, et
al. 1995). Prisustvo alkaloida je takode u korelaciji sa odsustvom galne kiseline, tj. znacajne
koli¢ine kiseline su detektovane kod taksona koji ne sadrze alkaloide. Prisustvo ili odsustvo
galne kiseline prati infragenericku klasifikaciju, hibridizacioni obrazac i varijabilnost
morfoloskih karaktera. Primeéeno je da se galna kiselina moze Kkoristiti karakter u
fitohemijskoj diferencijaciji roda Sedum, $to demonstrirano na primeru serija Aithales i
Atratum ('t Hart, et al. 1999).
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Tabela 7. Fitohemijski profil roda Sedum

Klasa jedinjena Primeri lzvor
FENOLI Hidrohinon Pirogalol [1] [2]
Floroglucinol Arbutin
Pirokatehol
Galna kiselina Gentizinska kiselina [1] 3]
Kafena kiselina Vanilinska kiselina [4]
FENOLNE KISELINE Feruli¢na kiselina o-Kumarna kiselina
Siringinska kiselina
FLAVONOIDI Kemferol Kornikulatusin [6] [3]
(I njihovi heterozidi) Herbacetin Izoramnetin [4][2]
Seksangularetin Limocitrin [5] [7]
Kvercetin Miricetin [8] [9]
Gosipetin Hibiscetin
TANINI Hidrolizujuéi tanini [1] [10]
(estri galne i elaginske Kkiseline) [3] [5]
KUMARINI Kumarin 7-Hidroksikumarin [1]
4,5-Dihidroksikumarin
ALKALOIDI Pirolidinski alkaloidi 2,6-Disupstituisani
2-Monosupstituisani piperidinski piperidinski [11] [6]
alkaloidi [10] [12]
2-Monosupstituisani [51 [13]
hidroksipiperidinski alkaloidi
Glukoza Fruktoza
Ramnoza Maltoza [1]
UGLJENI HIDRATI Fruktoza Arabinoza
Maltoza Ksiloza
AMINOKISELINE Cistein Glutaminska kiselina
Triptofan Asparginska kiselina [1]
Treonin Metionin
Glutamin Aspargin
Arginine
KOMPONENTE Alkani (normalni i ra¢vasti) Triterpene (ursani, [14]
EPIKUTIKULARNIH Primarni alkoholi (min., C1-Csy) oleani, multiflorani, [15]
VOSKOVA Masne kiseline (min., C1¢-Cag) tarakserani, lupani i [16]
Dugolancani aldehidi (dom. Czg, C3, i fernani)

C34) i estri (C40'C50)

CIJANOGENA JEDINJENJA  Sermantozin Sermantozin-epoksid ~ [17] [18]

+Skracenice: dom. — dominantne komponente, min. — zastupljene u najmanjem procentu (konkretno, u
epikutikularnim voskovima). [1] Korul’kin, 2001, [2] Sakar, et al. 1993; [3] Thuong, et al. 2007; [4] Xu, et al.
2015; [5] Carrascoa, et al. 2014; [6] Stevens, et al. 1996; [7] Tanye , et al. 2015; [8] Wolbis, 1989; [9] Wolbis i
Krélikowska, 1988; [10] Stevens, et al. 1995; [11] Stevens, et al. 1993; [12] Stevens, et al. 1992; [13] Kim, et al.
1996; [14] Niu, et al. 2011; [15] Stevens, et al. 1994a i 1994b; [16] Heb, et al. 1998; [17] Fang et al., 1979; [18]
Nahrstedt, et al. 1982.

Flavonoidni obrazac je okarakterisan kao nestalan zbog izraZenog diverziteta u
sastavu (flavonoidi izolovani iz lista). Hidroksilacija i O-metilovanje polozaja Cg 0Snovnog
skeleta predstavlja Cestu iliti zajednicku karakteristiku koja odlikuje velikog broj vrsta roda
Sedum. Fenomen 8-O-Supstitucije je primecen i kod drugih simpetalnih predstavnika
subfamilije Sedoideae, predstavljajuci karakter koji mozZe da ukaze na njihovu taksonomsku
povezanost. Generalno, vrlo je tesko definisati filogenetske odnose na osnovu flavonoidnog

obrasca u okviru roda Sedum, ali u odnosu na specifi¢an kvalitativni i kvantitativni sadrzaj,
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odnosno prisusto jedinstvene kombinacije flavonola moguce je vrsiti izdvajanje grupa na
infragenerickom nivou. Retki su slu¢ajevi da se na osnovu prisustva jednog jedinjenja
flavonoidnog tipa moze izdvojiti odredeni takson. Najzad, klasifikacije dobijene na osnovu
fitohemijskih karaktera su u odredenoj meri podrzale rezultate dobijene iz hibridizacionih
eksperimenata i molekularnh studija (Stevens, et al. 1992; Stevens, et al. 1993; Stevens, et al.
1995; Kim, et al. 1996, ’t Hart, et al. 1999).

Bioloska aktivnost vrsta roda Sedum se vezuje za bogat sadrzaj raznovrsnih
sekundarnih metabolita u tkivima biljka iz ovog roda. Tradicionalna upotreba pojedinih
predstavnika roda Sedum inspirisala je mnoge naucnike da istrazuju ovaj rod ne samo sa
fitohemijskog, ve¢ i sa etnofarmakoloskog aspekta. Pomenute studije SU u najvecoj meri
imale za cilj otkrivanje izvora bioloski aktivnih supstanci ispitivanjem ekstrakta razlicite
polarnosti ili pojedinac¢nih jedinjenja izolovanih iz biljnog materijala. Na primer, S.
sarmentosum iz Kine i Koreje, se koristi u tradicionalnoj medicini, jer poseduje
antioksidativne, antiupalne i antikancerogene osobine. Ekstrakt pomenute biljke je ispitivan
na renalnu antifibroticku in vivo i in vitro aktivnost. Zbog upotrebe biljke za leCenje
hroni¢nog virusnog hepatitisa, ispitivana je i antiproliferativna aktivnost njenog alkaloidnog
ekstrakta i hepatoprotektivna aktivnost izolovanih triterpena. Ispitivana je i antiinflamatorna,
antiangigeniCna i antinoseseptivna aktivnost metanolnog ekstrakta pomenute vrste (Wang, et
al. 1998; Kang, et al. 2000; Jung, et al. 2008; Bai, et al. 2014).
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3.1. Biljni materijal

Distribucija hemijskih karaktera epikutikularnih voskova je prac¢ena kod ukupno 26
vrsta (74 uzorka) iz sledec¢ih rodova familije Crassulaceae: Sedum L., Hylotelephium H.Ohba,
Crassula L., Echeveria DC. i Kalanchoe Adans. Distribucija karaktera metanolnih ekstrakata
pracena je kod 24 vrste (52 uzorka) iz rodova: Sedum, Crassula, Echeveria i Kalanchoe.
Vrste iz rodova Hylotelephium, Crassula, Echeveria i Kalanchoe su odabrani kao spoljna
grupa taksona u odnosu na rod Sedum u analizi.

Biljni materijal je sakupljen tokom 2012. i 2013. godine na razli¢itim lokalitetima
centralnog dela Balkanskog poluostrva. ldentifikacija je vrSena prema kljucu za odredivanje
vrsta roda Sedum u Flori Evrope (Tutin, et al. 2010). Ispitivane vrste su sistematizovane u
skladu sa serijom kojoj pripadaju. Takode su prikazane informacije o lokalitetima i godini
prikupljanja biljnog materijala (prilog 1). Primerci analiziranih taksona su deponovani u
Herbarijumu Prirodno-matemati¢kog fakulteta, Univerziteta u Nisu (HMN). Taksoni spoljne
grupe su zavedeni pod vaucer brojevima: 11972 (Hylotelephium), 7245 (Crassula), 7142
(Echeveria) i 7141 (Kalanchoe). Vaucer brojevi dokumentovanog biljnog materijala iz roda
Sedum su navedeni uz adekvatne taksone u sledecem poglavlju. Reprezentativni predstavnici

roda Sedum su predstavljeni na slici 16.
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Slika 16. Fotografije odabranih vrsta roda Sedum iz centralnog Balkanskog poluostrva (foto: Bojan Zlatkovi¢)
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3.2. lzolovanje i analiza epikutikularnih voskova

3.2.1.  Ekstrakcija epikutikularnih voskova

Pre izolovanja, tj. spiranja epikutikularnih voskova, svaki uzorak je najpre ocis¢en, a
zatim izmeren. Masa uzoraka se kretala od 2 do 13 g. Za ekstrakciju je koriS¢ena
modifikovana procedura Stivensa (Stevens, et al. 1994a). Epikutikularni vosak je izolovan
tako Sto je pripremljen i odmeren materijal potapan u heksanu u trajanju od 30 sekundi.
Heksanski ekstrakt je zatim proceden kako bi se uklonile mehani¢ke/nerastvorne primese.
Heksanski ekstrakt je zatim susen pomocu bezvodnog magnezijum-sulfata i nakon ponovnog
filtriranja uparen do suva na vakuum-uparivacu. Suvi ostatak je odmeren i pripremljen za
GC-FID i GC-MS analizu (koncentracija ekstrakta je iznosila 10 mg/mL). Prinosi voskova su

se kretali u opsegu od 0.01 do 0.98 % (w/w) (prilog 1).
3.2.2. GC-MS i GC-FID analiza epikutikularnih voskova

Heksanski ekstrakti su snimani odmah nakon ekstrakcije sa biljnog materijala. Pre
injektovnja, svaki uzorak je filtriran kroz celulozni mikrofiltar (0.45 mm PTFE). Svi uzorci
su snimani u triplikatu, na 7890B GC hromatografu (Agilent Technologies, USA) sa Combi
PAL auto-semplerom i HP-5 MS kolonom (5% fenil metil siloksan, 30 m x 0.25 mm i.d. i
0.25 um debljina filma) kuplovanom sa 7890A plameno jonizacionim (FID) detektorom i
5977A masenim (MS) detektorom iste kompanije.

Temperaturni program: najpre izotermalno na 150 °C, prvih 2.25 minuta, zatim
linearni porast temperature, od 150 do 300 °C (gradijent 5 °C/min), potom izotermalno na 300
9C,zadnjih 10 minuta programa. Temperatura injektora 250 °C, interfejsa 300 °C; protok
noseceg gasa — helijuma 1.0 mL/min. Uzorci su injektovani u tzv. splitless modu. Bekfles
1.89 min, na 280 °C, sa helijumom pod pritiskom od 50 psi. MS uslovi: jonizacija -70 eV,
opseg masa 50 — 650 amu, vreme skenova 0.32 sekunde. GC-FID analiza je izvedena pod
istim eksperimentalnim uslovima kao $to je ve¢ navedeno za GC-MS analizu. Procentni
sastav je preracunat na osnovu povrSine GC-FID pikova, bez korekcionih faktora.
Komponente voskova su identifikovane pomo¢u AMDIS softvera (Automated Mass Spectral
Deconvolution and Identification System, Ver. 2.1, DTRA/NIST, 2011), na osnovu lineranih
retencionih indeksa (RI), koji su odredeni na osnovu retencionih vremena standardne serije n-

alkana (Cg-C4p), snimljene na istom aparatu i pod istim uslovima kao i uzorci. Rl su
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uporedivani sa literaturnim vrednostima (Van Den Dool i Kratz, 1963; Stein, 1990; Adams,
2007; NIST Chemistry WebBook); identifikacija je izvrSena na osnovu uporedivanja masenih
spektara komponenti voska sa literaturnim/biblioteckim masenim spektrima Wiley 6,
NIST02, MassFinder 2.3 (Stein, 1990) i MS bibliotekama dobijenih na osnovu snimanja
Cistih supstanci. Na slici 17. su dati TIC hromatogrami i maseni spektari komponenti voska
nekih ispitivanih vrsta. Slika 18. pokazuje oshovnu fragmentaciju ispitivanih triterenskih
serija i njihove fragmente. Literaturni podaci o fragmentaciji triterpena i masenim spektrima

su dati u prilogu 2.
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Slika 17. Prikaz TIC-a epikutikularnih voskova vrsta S. hispanicum, S. ochroleucum i

S. rupestre kao i MS-spektara dominantno prisutnih triterpena (NIST — baza podataka)
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Oleanski tip Tarakseranski tip Lupanski tip Al
| s o 1
; AV
Bo A"
G0e
R R i
iU | S
Aot E ~ Cli
Co1 = Ct1 &~ Di1 -
Bo1 Bt1 B
Oznaka Formula
Ao 190 CiqH22
Ao1 220 +R CigHog + R
Bo 218 C16H26
Bo1 192 +R CisHos +R
Co 286 C21H34
Co1 124 + R CgHig + R
At 124 CgH46
At1 286 + R Cz1H34 +R
Bt 204 CisHo4
Bt1 206 + R C15H26 +R
Al 41 CsHs
Al1 369 +R Cz7H45 +R
BI 190 Ci4H22
Bl1 220+ R CigHog + R
Cl 218 CigH2s
cH1 192 +R CiqHoy + R

R: =0, -OH, -OCOCH, -OCOMe
Cti Ct1, kao i DI'i DI1 fragmenti se ne razlikuju od Co i Co1 framenata

Slika 18. Fragmentacija predstavnika triterpenskih serija i njihovi karakteristi¢ni fragmenti
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3.3. lzolovanje i analiza metanolnih ekstrakata

3.3.1.  Dobijanje metanolnih estrakata

Nakon spiranja epikutikularnih voskova sa povrSine biljnog materijala, svaki uzorak
je fino usitnjen i ekstrahovan metanolom (1/5, w/v). Ekstrakcija je najpre vrSena postupkom
maceracije, u toku 24 h, a potom 30 minuta pomocu ultrazvuka na sobnoj temperaturi. Nakon
filtriranja (0.45 pm membranski PTFE filtri) metanolni ekstrakti su snimani i analizirani
koris¢enjem HPLC tehnike.

3.3.2. HPLC analiza i identifikacija komponenti metanolnih ekstrakata

Analiza je izvedena na tecnom hromatografu Agilent 1200 koji je opremljen C18
kolonom (Zorbax Eclipse XDB-C18, 5 um, 4.6x150 mm), DAD detektorom (diode array
detector), softverom Chemstation (Agilent Technologies), kvaternernom pumpom, vakuum
degazerom, autosemplerom i opcijom za termostatiranje kolone. Eluiranje uzoraka je
izvedeno u gradijentnom modu, variranjem zampreminskih odnosa (v/v) eluenta A (0.27 M
rastvor mravlje kiseline) i eluenta B (metanol): inicijalno 70 % A (0-5 min), 70-30 % A (5-20
min), 30-10 % A (20-25 min). Temperatura kolone je bila 25 °C, injektovana zapremina
uzorka 5 uL, opseg talasnih duzina 190—400 nm, a talasna duzina detekcije 254 i 350 nm.
Identifikacija komponenti ekstrakata je izvedena na osnovu retencionih vremena i
apsorpcionih spektara komercijalno dostupnih standarda i prethodno izolovanih jedinjenja
(Stojanovi¢, et al. 2014) koji su rastvarani u metanolu i snimani pod istim uslovima kao i
analizirani uzorci (apsorpcioni spektri pojedinih standarda su predstavljeni na slici 21).

U tabeli 8. su prikazane komponente metanolnih ekstrakata vrsta roda Sedum i
spoljnih grupa, ¢iji je relativan sadrzaj (izraZzen kao udeo povrsine pika u odnosu na povrsinu
svih pikova sa hromatograma) uzet u obzir prilikom formiranja matrice za statisticku analizu.
Poznato je da su polarni ekstrakti, kao §to je metanolni, bogati u najve¢oj meri polarnim
fenolnim jedinjenjima razliitog tipa, zastupljenih u razli¢itoj koncentraciji. Za analizu je

napravljena selekcija i u matricu su unoSeni sadrzaji za dominantne komponente (Ciji je

sadrzaj makar u jednom uzorku iznosio 10% ili vise procenata).
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Tabela 8. Dominante komponente metanolnih ekstrakata analiziranih vrsta roda Sedum i
spoljnih grupa taksona: retenciona vremena i talasne duzine karakteristi¢cnih UV-maskimuma

Oznaka Karakteristike komponenti L
Lo ) Jedinjenje
jedinjenja Rt (min) Amax (nm)
| 2.800 230 K1 OPK
I 2.888 234 Hininska kiselina CK
1l 3.665 272 Galna kiselina DBK
v 4.556 260, 360 a-Rezorcilna kiselina DBK
\Y 6.372 230, 252, 300 Protokatehinska kiselina DBK
Vi 8.244 239, 276 Epikatehin Flavanol
VIl 10.424 260, 360 H1 Heterozid
VIl 11.591 256, 356 H2 Heterozid
IX 12.500 265, 360 H3 Heterozid
X 14.291 258, 360 H4 Heterozid
Xl 16.503 262, 353 H5 Heterozid
Xl 18.000 255, 355 Rutin Heterozid kvercetina
X1 18.388 258, 377 F Flavonoid
XV 18.938 270, 355 H6 Heterozid
Kvercitrin Heterozid kvercetina
XV 19.775 264, 364 ili ili
miricetin Flavonol
XVI 20.330 265, 345 H7 Heterozid

TSkradenice: Rt- retenciono vreme; Amax — talasna duzina koja odgovara maksimumu apsorpcije datog jedinjenja
(aposrpciona traka); DBK — derivat benzoeve kiseline; K — kiselina; CK — zasi¢ena cikli¢na kiselina; OPK —
organska polikiselina; H — heterozid; F — flavonoid.

tSelekcija komponenti je izvrSena na osnovu zastupljenosti datog jedinjenja. Ukoliko je komponenta bila
zastupljena 10% ili viSe procenata makar u jednom uzorku/vrsti, sadrzaj iste je pracen i unoSen U matricu za svaki
uzorak.

tldentifikacija je izvr§ena uporedivanjem retencionih vremena i apsorpcionih spektara komponenti ekstrakta sa
komercijalno dostupnim standardima, ve¢ izolovanim i identifikovanim jedinjenjima (snimeljeni pod istim uslovima
kao i uzorci) i sa literaturnim podacima (Lake, 2016; Zhang, et al. 2013; Stojanovi¢, et al. 2013; Sato, et al. 2011;
Tumbas, et al. 2004; Slimestad, 2003; Wojtas-Wasilewska , et al. 1983).

TK1 i K2 — komponente koje eluiraju na istom retencionom vremenu kao i hininska, tartarna i limunska kiselina, a
¢iji se apsorpcioni maksimumi u velikoj meri slazu sa apsorpcionim maksimumima pomenutih kiselina. HI-H7 —
komponente koje su identifikovane na nivou klase i prema aposorpcionim spektrima oznacene kao heterozidi. F —
komponenta koja se prema aposrpcionom spektru svrstava u flavonoid (tentativno miricetin).

‘tStandardi su rastvarani u metanolu.

Na osnovu spektralnih karakteristika fenolnih jedinjenja moguce je izvrsiti njihovu
identifikaciju. Fenolna jedinjenja jednim imenom obuhvata klasu strukturno razli¢itih
jedinjenja koja, u najopStem slucaju, sadrZze najmanje jedan aromatiCan prsten i najmanje
jednu hidroksilnu koja je direktno vezana za isti (osnovne strukture flavonoida su
predstavljene na slici 20). Strukturna raznolikost potice od stepena hidroksilacije i
mogucnosti esterifikacije, alkilovanja i glikozilovanja. Obzirom na nezasi¢enost, fenolna

jedinjenja imaju sposobnost aposrpcije zracenja u UV/VIS oblasti spektra.
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Fenolne kiseline se mogu sistematizovati u dve grupe (slika 19): derivati benzoeve
kiseline (C¢-Cy skelet) i derivati cimetne kiseline (Cs-C3 skelet). Fenolne kiseline intenzivno
apsorbuju u UV oblasti. Derivati benzoeve kiseline pokazuje maksimum apsorpcije (Amax)
izmedu 246 1 262 nm (i 290-315 nm, tzv. rameni, iliti engl. shoulder, maksimum); dok su
galna kiselina sa Amax 271 nm i siringinska kiselina sa Amax 275 Nm predstavljaju izuzetke iz
pomenute klase. Derivati cimetne Kkiseline apsorbuju u dve UV oblasti: 225-235 nm i 290-330
nm. Amax feruli¢ne, sinapinske, kafene i p-kumarne kiseline se nalazi na talasnoj duzini od 300
nm; Amax hlorogene i p-kumarne kiseline 310 nm sa ramenim maksimumom izmedu 270 i 290
nm (slika 19) (Lee, 2000). Apsorpcioni spektri flavonoida se najées$ce karakeriSu prisustvom
dva apsorpciona maksimuma (apsorpcione trake): | traka odgovara apsorpciji prstena B (325-
400 nm), 1l traka odgovara apsorpciji prstena A (240-295 nm). Spektroskopska istrazivanja
su pokazala da se pomenute trake flavona i flavonola naj¢esce nalaze u oblasti talasnih duzina
320-385 nm (I traka) i 250-285 (Il traka). Strukturna razlic¢itost ova dva tipa flavonoida
odrazava se 1 na njihove spektralne krakteristike. Naime, prisustvo slobodne hidroksilne
grupe u polozaju 3 kod flavonola utice da se traka i nalazi na vecoj talasnoj duzini (360-380
nm) u odnosu na istu traku kod flavona ili 3-metoksiflavona (325-355 nm). Promene u
strukturi, tj. uvedenje novih grupa/supstituenata dovodi do promene poloZaja apsorpcionih
maksimuma. Tako, na primer kemferol, kvercetin i miricetin su flavonoli koji se razlikuju po
broju hidroksilnih grupa u prstenu B. Apsorpcioni maksimumi prstena B se pomeraju ka
vec¢im talasnim duZinama sa povecanjem broja hidroksilnih grupa (batohromni efekat), dok
apsorpcioni maksimum prstena A ostaje nepromenjen: kemferol 367 nm, kvercetin 371 nm i
miricetin 374 nm. Jaci batohromni efekat se javlja kod struktura koje sadrZze metoksi grupe,
jer je elektron-donorsko svojstvo metoksi grupe intenzivnije nego isto za hidroksilnu grupu.
Postoji procena da se za svaku novouvedenu hidroksilnu ili metoksi-grupu apsorpcioni
maksimum pomera batohromno za 10 do 15 nm. Kod flavanona, zbog odsustva dvostruke
veze u prstenu C (C,-C3) — odsustvo konjugacije izmedu prstena A i prstena B, traka I se
javlja na nizim talasnim duzinama u oblasti 320-330 nm i traka Il u oblasti 280-290 nm
(sliéna situacija 1 kod flavanonola 1 izoflavona). Halkoni 1 auroni se karakteriSu veoma
intenzivnom trakom i u opsegu 365-390 nm i 390-430 nm, dok je traka Il vidno manjeg
intenzitet i u opsegu 240-270 nm. Antocijani predstavljaju najuocljiviju grupu flavonoida, jer
apsorbuju u vidljivoj oblasti spektra. I kod njih se uocavaju dva apsorpciona maksimuma:
traka Il slabijeg intenziteta, 270-280 nm, i intenzivinija traka | u vidljivoj oblasti 465-560 nm.
Boja antocijana, izmedu ostalog, zavisi od broja i pozicije hidroksilnih grupa u prstenu
(Bohm, 1998; Lee, 2000; Nollet i Toldra, 2012; Kumar i Pandey, 2013).
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Apsorpcioni spektri standarda fenolnih kiselina (metanolni rastovori)
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Slika 19. Apsorpcioni spektri standarda fenolnih kiselina (metanolni rastovori) (Lee, 2000)

Derivati benzoeve kiseline: 1b — benzoeva kiselina, 2b — p-hidroksi benzoeva kiselina, 3b — gentizinska Kiselina, 4b — salicilna kiselina, 5b — vanilinska kiselina, 6b — galna
kiselina. Derivati cimetne kiseline: 1c — feruli¢na kiselina, 2c — p-kumarna kiselina, 3¢ — m-kumarna kiselina, 4c — cimetna kiselina, 5¢ — sinapinska kiselina, 6¢c — kafena

kiselina.
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Osnovna struktura
2-Fenil-1,4-benzopiron

Antocijani
Flavanol 1jani

FIl 1
Flavonon avono
Flavanon Flavanonol

Slika 20. Osnovne strukture podgrupa flavonoida

Apsorpcioni spektri standarda flavonoidnih jedinjenja - aglikona i heterozida (metanolni rastvori)
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Slika 21. Apsorpcioni spektri standarda flavonoidnih jedinjenja (metanolni rastovori)

Aglikoni: 1 — apigenin (flavonon); 2 — kvercetin (flavonol); 3 — hesperitin (flavanon); 4 — naringenin (flavanon);
5 — katehin (flavanol); 6 — acacetin (flavonon). Heterozidi: 7 — rutin ili kvercetin 3-O-rutinozid; 8 — oenin ili
malvidin 3-O-glukozid i 9 — hesperidin ili hesperiti 7-O-rutinozid
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3.4. Statisticka obrada podataka

Statisticke analize su izvedene koriS¢enjem softvera STATISTICA 8. Procentualni
sadrzaji komponenti epikutikularnih voskova (n-alkana i triterpenskih serija — isparljive
komponente) i metanolnih ekstrakata (u najvecem procentu jedinjenja fenolnog tipa —
neisparljive komponente) ispitivanih taksona, kao i ukupni sadrzaji n-alkana (Cyo-Css),
triterpenskih serija (oleanska, lupanska i tarakseranska serija) i komponenti metanolnog
ekstrakta (iz opsega retencionih vremena ARt=15-20 min. u kojem dominantno eluiraju
heterozidi i aglikoni fenolnog tipa, tabela 8) jesu eksperimentalni podaci koji su korisceni za
formiranje matrica.

Iz seta statistickih metoda, za obradu i interpretaciju podataka kori§¢eni su osnovni
statistiCki parametri; univarijantna metoda — analiza varijanse (ANOVA) i multivarijantne
statisticke metode: analiza glavnih komponenti (PCA), kanonijska diskriminantna analiza
(CDA), Kklaster analiza (AHC) i korespodentna analiza (CA).
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4. REZULTATI

U ovom poglavlju su predstavljeni (tabelarno i graficki) rezultati istrazivanja
predstavnika roda Sedum i njemu manje ili vise srodnih taksona iz drugih rodova familije
Crassulaceae, tzv. spoljne grupe (Crassula, Echeveria, Kalanchoe i Hylotelephium).

Deskripcija fitohemijskog profila predstavnika roda Sedum je prikazana na osnovu
netransformisanih podataka (pojedina¢nih i ukupnih sadrzaja karaktera), na kojima je vrSeno
izracunavanje osnovnih statistickih parametara: minimalna i maksimalna vrednost (min i
max), srednja vrednost (X) i standardna devijacija (c). Ostale tehnike analize sprovedene su
na transformisanim vrednostima. Nakon transformacije, normalnost distribucije podataka je
ispitana Kolmogorov-Smirnov testom, koji je pokazalo da veéina karaktera pokazuje

normalnu distribuciju.
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4.1. Fitohemijska karakterizacija serija roda Sedum

Za deskripciju fitohemijskih profila serija roda Sedum korisc¢eni su osnovni statisticki
parametri: srednja vrednost (X), standardna devijacija (o), minimalna (min) i maksimalna
vrednost (max). Redosled serija je rikazan po filogenetskom principu, poStujuci sistem

predstavljen od strane ‘¢ Hart-a (1997).

4.1.1.  Zastupljenost pojedinih komponenti u epikutikularnom vosku i metanolnom
ekstraktu

Karakterizacija fitohemijskih profila predstavnika serija roda Sedum je izvrsena na
dva razli¢ita nivoa: na nivou epikutikularnog voska i na nivou metanolnog ekstrakta.
Karakteri koji su kori§éeni u opisivanju fitohemijskih profila jesu: sadrzaj n-alkana (C,o-Css)
i triterpenskih serija (oleanska, lupanska i tarakseranska serija) u slucaju epikutikularnih
voskova i sadrzaj jedinjenja metanolnih ekstrakata, uglavnom fenolnog tipa (fenolne kiseline,
flavonoidi i njihovi heterozidi) ispitivanih vrsta (prilog 3). Za deskripciju sastava voska i
metanolnog ekstrakta vrsta zastupljenih samo sa jednim uzorkom su kori§¢ene vrednosti

dobijene iz tri ponovljena merenja.

Sedum ser. Acria A.Berger

Serija Acria A.Berger je u analizama predstavljena jednom ispitivanom vrstom, S.
acre L. (vaucer broj 7327).

Epikutikularni vosak. Od ispitivanih komponenti voska, dominantno su prisutni n-
alkani, a medu njima Cz (X=8,82+5,39; min=1,00; max=13,39) i Cs3 (X=70,38+12,59;
min=52,00; max=80,35) u najveéem procentu. Od triterpena, registrovana je oleanska serija
(X=1,74+2,64; min=0,00; max=>5,57).

Metanolni ekstrakt. U metanolnim ekstraktima najzastupljenije su komponente Il
(X=13,25+8,51; min=5,82; max=22,53), Il (X=13,08+5,30; min=7,01; max=16,78), VI
(X=12,04+10,09; min=0,49; max=19,16) i X1l (X=6,57+2,73; min=4,20; max=9,56).

Sedum ser. Alpestria A.Berger

Serija Alpestria A.Berger je u analizama predstavljena sa Sest ispitivanih vrsta: S.

alpestre Vill. (vaucer broj 7345); S. annuum L. subsp. annuum (vaucer broj 7346); S.
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grisebachii Boiss. & Heldr. (vaucer broj 7347); S. sexangulare L. (vaucer broj 11921); S.
tuberiferum Stoj. & Stef. (vaucer broj 7348); S. urvillei DC (vaucer broj 11920).

Epikutikularni vosak. Kao i kod serije Acria, dominantno su prisutni n-alkani, Cs;
(X=23,67+12,09; min=4,66; max=45,81) i Cz3 (X=46,78+18,73; min=14,39; max=71,94). Od
triterpena, registrovane su sve tri serije, ali je oleanska najzastupljenija (X=0,45+0,86;
min=0,00; max=3,29).

Metanolni ekstrakt. Najzastupljenija komponenta je Il (X=14,81+11,79; min=1,59;
max=45,26).

Sedum ser. Litorea ‘t Hart

Serija Litorea ‘t Hart je u analizama predstavljena jednom ispitivanom vrstom, S.
litoreum Guss (vaucer broj 7351).

Epikutikularni vosak. Dominantno su prisutni n-alkani Cs; (X=24,02+0,12;
min=23,91; max=24,15) i Cas3 (X=59,14+0,27; min=58,84; max=59,35). Od triterpena,

registrovana je oleanska serija (X=6,08+0,05; min=6,04; max=6,13).

Sedum ser. Aithales (Webb & Berthel.) ‘t Hart
Serija Aithales (Webb & Berthel.) ‘t Hart je u analizama predstavljena jednom

ispitivanom vrstom, S. rubens L. (vaucer broj 7349).

Epikutikularni vosak. Registrovane su oleanska i lupanska serija triterpena, pri ¢emu
oleanska serija dominira u voskovima (X=52,41+3,72; min=49,79; max=>59,35). Od n-alkana
su Cs1 (X=7,91£1,84; min=4,47; max=9,22) i Ca3 (X=24,18+2,05; min=20,67; max=26,76)
prisutni u najve¢em procentu.

Metanolni ekstrakt. Najzastupljenije komponente su Il (X=19,66+0,12; min=19,58;
max=19,80), Il (X=12,83+0,06; min=12,78; max=12,89) i VIII (X=6,02+0,10; min=5,91;
max=6,10).

Sedum ser. Alba A.Berger

Serija Alba A. Berger je u analizama predstavljena jednom ispitivanom vrstom, S.
album, odnosno dva infraspecijska oblika: S. album subsp. album (vaucer broj 11976), S.
album subsp. micranthum (DC.) Syme. (vaucer broj 11977).

Epikutikularni vosak. Prisustvo triterpena nije detektovano u uzorcima. n-Alkani sa
neparnim brojem C-atoma su dominantno prisutni, Cy (X=18,65+3,61;, min=14,36;
max=23,78), Ca; (X=47,19+5,75; min=42,67; max=56,55) i Cs3 (X=21,18+4,47; min=14,82;
max=25,28).
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Metanolni ekstrakt. Najzastupljenije komponente su Il (X=16,55+9,54; min=7,52;
max=28,86), VIII (X=12,07+3,04; min=9,41; max=16,45) i X (X=6,84+4,78; min=3,72;
max=13,96).

Sedum ser. Dasyphylla ‘t Hart

Serija Dasyphylla ‘t Hart je u analizama predstavljena jednom ispitivanom vrstom, S.
dasyphyllum L. subsp. dasyphyllum (vaucer broj 11922).

Epikutikularni vosak. Oleanska serija je dominantno prisutna u voskovima
(X=53,50+13,28; min=36,44; max=66,93); slede n-alkani Cs; (X=25,58+10,21; min=15,37;
max=43,17) i Cs3 (X=9,89+4,49; min=4,64; max=15,95).

Metanolni ekstrakt. Najzastupljenije komponente metanolnih ekstrakata su Il
(X=15,25+1,32; min=13,05; max=16,48), Il (X=7,19+2,65; min=4,64; max=11,68) i XIII
(X=8,34+3,25; min=3,95; max=11,51).

Sedum ser. Glauco-rubens Frod.

Serija Glauco-rubens Frod. je u analizama predstavljena jednom ispitivanom vrstom,
S. hispanicum L., zastupljenu tipskim oblikom (vaucer broj 7333) i varijetetom S. hispanicum
var. minus (vaucer broj 11923).

Epikutikularni vosak. Oleanska serija je dominantna (X=46,64+19,62; min=1,77;
max=67,51); detektovana je i lupanska serija, ali u daleko manjem procentu. Od n-alkana su
Ca (X=9,42+3,37; min=3,79; max=15,86) i Cs; (X=26,35+13,31; min=15,01; max=56,28)
prisutni u najveéem procentu.

Metanolni ekstrakt. Najzastupljenije komponente su | (X=10,83+13,49; min=0,00;
max=32,10), Il (X=13,48+10,89; min=0,00; max=29,15) i IX (X=6,27+5,67; min=0,00;
max=11,13).

Sedum ser. Rubra Boriss.

Serija Rubra Boriss. je u analizama predstavljena jednom ispitivanom vrstom, S.
caespitosum (Cav.) DC (vaucer broj 7335).

Epikutikularni vosak. Triterpeni nisu prisutni u vosku. Dominantno su prisutni n-
alkani Cpy (X=26,92+10,87; min=19,23; max=34,60), Cs; (X=31,86+17,83; min=19,25;
max=44,47) i Cs3 (X=8,71+2,04; min=7,27; max=10,15).
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Sedum ser. Rupestria A.Berger

Serija Rupestria A. Berger je u analizama predstavljena sa ti ispitivana taksona: S.
ochroleucum Chaix (vaucer broj 7352); S. rupestre L. subsp. rupestre (vaucer broj 7325); S.
amplexicaule DC. subsp. tenuifolium (Sm.) Greuter. (vaucer broj 7337)

Epikutikularni vosak. Pored dominantnih n-alkana sa neparnim brojem C-atoma, Cyg
(X=5.86+8.18; min=0,01; max=19,41), C3 (X=11,254+4,32; min=2,90; max=18,00), Cs3
(X=41,44+9,81; min=28,69; max=62,81) i Css (X=6,57+4,87; min=0,00; max=13,94), u
vosku je registrovan i relativno visok sadrZaj triterpena iz oleanske (X=12,22+21,01;
min=0,00; max=61,01) i tarakseranske (X=12,58+16,34; min=0,00; max=46,72) serije.

Metanolni ekstrakt. Najzastupljenije komponente su Il (X=18,42+13,89; min=4,55;
max=43,70), Il (X=6,69+3,60; min=3,41; max=12,25), V (X=12,33+19,39; min=0,62;
max=42,61) i X1 (X=9,20+5,71; min=1,65; max=17,13).

Sedum ser. Sedella (Fourr.) ‘t Hart

Serija Sedella (Fourr.) ‘t Hart je u analizama predstavljena sa jednim takonom,, S.
atratum L. subsp. carinthiacum (Pacher) D.A.Webb (vaucer broj 7342), koji je zastupljen
samo jednim uzorkom.

Epikutikularni  vosak. Dominantna komponenta u vosku je n-alkan Cs3
(X=79,04+0,24; min=78,77; max=79,20).

Metanolni ekstrakt. Komponente Il (X=12,23+0,82; min=12,14; max=12,30), IlI
(X=8,75+0,10; min=8,65; max=8,84), VII (X=9,40+0,42; min=9,00; max=9,83) i XII

(X=7,02+0,10; min=6,91; max=7,10) dominiraju u metanolnom ekstraktu.

Sedum ser. Stefco ‘t Hart

Serija Stefco ‘t Hart je u analizama predstavljena jednom ispitivanom vrstom, S. stefco
Stef. (vaucer broj 7353).

Epikutikularni vosak. n-Alkani Cyy (X=19,34+3,86; min=16,85; max=23,78), Cs;
(X=57,28+3,71; min=55,12; max=61,56) i Ca3 (X=9,90+£0,07; min=9,84; max=9,98)
predstavljaju dominantne komponente voskova ispitivanih uzoraka. Prisustvo triterpena nije
registrovano.

Metanolni ekstrakt. VI (X=11,76+0,79; min=10,85; max=12,23) i XII (X=22,98+1,78;

min=21,05; max=24,54) su dominantne komponente metanolnih ekstrakata.
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Sedum ser. Cepaea (Koch) Frod.

Serija Cepaea (Koch) Frod. je u analizama predstavljena jednom ispitivanom vrstom,
S. cepaea (vaucer broj 7350).

Epikutikularni vosak. Dominantne komponente epikutikularnih voskova su n-alkan
Csz (X=39,31+9,48; min=32,61; max=46,01) i triterpeni oleanske serije (X=24,49+5,88;
min=20,33; max=28,65).

Metanolni ekstrakt. Dominantne komponente ekstrakata su: 1l (X=8,49+0,40;
min=8,20; max=8,77), Xl (X=14,51+1,46; min=13,48; max=15,54), i XIV (X=23,93+6,00;
min=19,68; max=28,17).

Sedum ser. Magellensia ‘t Hart

Serija Magellensia ‘t Hart je u analizama predstavljena sa jednim ispitivanim
taksonom, S. magellense Ten. subsp. olympicum (Boiss.) Greuter & Burdet (vaucer broj
7341).

Epikutikularni vosak. Dominantne komponente epikutikularnog voska su n-alkani:
Cs1 (X=15.29£0.11; min=15.17; max=15.39), Cs3 (X=57,37£0.75; min=56,59; max=58,08),
kao i triterpeni oleanske serije (X=12,50+0,06; min=12,46; max=12,57).

Metanolni ekstrakt. Dominantne komponente ekstrakta su: | (X=17,34+0,28;
min=17,09; max=17,64), VIl (X=14,26+0,10; min=14,16; max=14,35), XI (X=11,89+0,05;
min=11,85; max=11,94) i XIV (X=17,53+0,14; min=17,40; max=17,67).
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4.1.2.  Prinos epikutikularnih voskova i zastupljenost ispitivanih klasa jedinjenja u

epikutikularnim voskovima i metanolnim ekstraktima

Serije roda Sedum su okarakterisane i na osnovu ukupanih sadrzaja n-alkana (Cyo-
Css), triterpenskih serija (oleanska, lupanska i tarakseranska serija) i komponenti metanolnog
ekstrakta (iz opsega retencionih vremena ARt=15-20 min. u kojem dominantno eluiraju
heterozidi i aglikoni fenolnog tipa, tabela 8). Pomoc¢u navedenih deskriptivnih parametara
pregledno je predstavljen prinos epikutikularnih voskova i distribucija navedenih hemijskih
karaktera (tabela 9).

Prinosi voskova predstavnika ispitivanih serija su se kretali u istom opsegu, zbog ¢ega
ovaj karakter nije razmatran i uvrSten u grupu promenljivih za statisticku analizu. Odnos
proseénih vrednosti prinosa je predstavljen pomocu histograma (slika 22). Na histogramskom
prikazu se uocava da serija Glauco-rubens znacajno odstupa u odnosu na ostale serije zbog
najveceg prinosa voska, dok se Magellensia karakteriSe najnizim prinosom. Ono $to je
zanimljivo je Cinjenica da je proseCni prinos voska spoljnih grupa manji (<0,1 %) od

prose¢nog prinosa koji se odnosi na predstavnike roda Sedum (tabela 9).

Stefco
Sedella
Rupestria
Magellensia
Glauco-rubens
Dasyphylla
Cepaea
Aithales
Alpestria
Alba
Acria

0 0.1 0.2 0.3 0.4 0.5 0.6 0.7
Prinos (%)

Slika 22. Prosecni prinos epikutikularnih voskova na nivou serija roda Sedum
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Tabela 9. Deskriptivni statisticki pokazatelji varijabilnosti komponenti metanolnih ekstrakata, epikutikularnih voskova i prinosa voska; serije
roda Sedum i taksoni spoljne grupe

POLARNE KOMPONENTE NEPOLARNE KOMPONENTE
Metanolni ekstrakt n-Alkani Triterpeni PRINOS VOSKA
SERIJA RODA ) %) (%5’ )

Sedum X min  max c X min  max c X min max ° X min  max °
Acria 23.77 18.00 33.80 8.72 90.57 82.88 97.34 7.27 1.86 0.00 5.57 3.22 0.19 0.16 0.23 0.04
Alba 848 7.10 12.10 2.54 94.82 93.65 9754 1.84 0.00 0.00 0.00 0.00 0.18 0.09 0.25 0.07

Alpestria 26.11 490 4820 12.66 88.32 65.09 9542 7.72 0.88 0.00 7.73 2.00 0.32 0.08 0.98 0.06
Aithales 1753 17.00 17.90 0.47 39.61 3955 39.67 0.06 | 5221 52.09 5225 0.11 0.15 0.12 0.17 0.03
Cepaea 61.05 62.60 59.50 2.19 43.20 36.44 4995 955 | 2449 20.33 28.65 5.88 0.18 0.04 0.31 0.19
Dasyphylla 27.00 2320 33.10 443 | 4048 2357 60.96 1467 | 5113 36.44 6693 1336 | 031 015 039 0.4
Glauco-rubens 17.02 8.80 27.40 6.99 33.83 19.92 4461 10.05| 58.03 47.05 70.65 1156 | 0.61 0.12 2.37 0.98
Magellensia 3477 34.60 35.11 0.29 75.32 7455 76.05 0.75 | 1250 1246 1257 0.06 0.12 0.11 0.13 0.01
Rupestria 2468 21.10 43.70 7.87 70.07 34.68 9851 1810 2269 053 5054 19.06 | 0.35 0.12 0.98 0.23

Sedella 30.58 30.20 31.01 0.41 87.02 86.70 87.27 0.29 0.10 0.10 0.10 0.00 0.28 0.28 0.29 0.01

Stefco 36.43 29.10 40.30 6.35 92.14 8781 94.69 3.77 0.00 0.00 0.00 0.00 0.19 0.15 0.23 0.04
SPOLJNA GRUPA
Echeveria 3.26 310 343 0.17 5.50 5.48 5.52 0.02 | 92.17 91.09 93.17 1.04 0.08 0.07 0.08 0.00
Crassula 8.03 7.90 8.20 0.15 4585 4576 4598 0.12 0.00 0.00 0.00 0.00 0.02 0.01 0.02 0.00
Kalanchoe 18.85 18.70 19.00 0.15 65.48 65.29 6566 0.19 | 1168 1158 11.80 0.11 0.03 0.02 0.03 0.00

+X — srednja vrednost; min — minimalna vrednost; max — maksimalna vrednost; ¢ — standardna devijacija.
+Polarne komponente — ukupan sadrzaj (%) polarnih jedinjenja metanolnih ekstrakata koje su eluirale u opsegu retencionih vremena 15-20 min, heterozidi i aglikoni fenolnog tipa.
+Ukupni sadrZaji karaktera koje prelaze 50% su oznacene crveno.
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4.2. Statisticki znacajni karakteri epikutikularnog voska i metanolnih

ekstrakata predstavnika serija roda Sedum (ANOVA)

Testiranje statistiCke znacajnosti razlika u srednjim vrednostima pojedina¢nih
karaktera vrSeno je u okviru slede¢ih grupa: karakteri epikutikularnog voska (n-alkana Cop.
Css 1 triterpenskih serija); karakteri metanolnog ekstrakta (1-XV1); karakteri voska i
metanolnog ekstrakta zajedno i na osnovu ukupanih sadrzaja n-alkana (C,0.Css), triterpenskih
serija (oleanska, lupanska i tarakseranska serija) i komponenti metanolnog ekstrakta (iz
opsega retencionih vremena ARt=15-20 min.) kao karaktera. Rezultati testiranja dati su u
tabelama (tabela 10. i tabela 11). Nivoi znacajnosti i F vrednosti u odnosu na analizirane
karaktere posmatrani su na nivou serija roda Sedum, odnosno serija pomenutog roda i taksona
spoljne grupe.

a) U prvom slucéaju, na osnovu p vrednosti, od 19 karaktera voska, 3 nisu znacajna za
diferenciranje ispitivanih grupa (tabela 11). Od svih statisticki znacajnih karaktera, 13 se
odlikuje izuzetnom statistickom znacajno$¢u p<0,001, pri ¢emu Se oleanska serija, sa
najviSom F vrednosc¢u (F12,81)=25,45), izdvaja kao karakter sa najve¢im doprinosom.

b) Kod metanolnih ekstrakata 4 od 16 karaktera nije statisticki znacajno (tabela 11).
Osam karaktera se odlikuje izuzetnom statistickom znacajno$¢u p<0,001. Komponenta XIII
je karakter sa najve¢im doprinosom, tj. sa najve¢om F vrednoscu (F(10,58=78,39).

C) Treci slucaj ukljuCuje 35 karaktera (tabela 11). Na osnovu rezultata se moze
zakljuciti da je komponenta metanolnog ekstrakta XIII najznacajnija za diferenciranje
ispitivanih grupa. Izuzetna statisticka znacajnost je zabeleZena kod 11 od 19 testiranih
karaktera epikutikularnog voska i kod 8 od 16 karaktera metanolog ekstrakta.

d) Ukazujuci na mogucéu primenljivost koris¢enih karaktera u sagledavanju razlika u
hemijskom sastavu analiziranih grupa, znacajnost razlika u srednjim vrednostima je
sagledana i na nivou manjeg broja karaktera. Pritom je analiza varijanse ANOVA izvrSena na
nivou tri grupe jedinjenja, nazglasavajuci znacaj grupe koja potencijalno ima najveéi znacaj u
diferencijaciji taksona. U smislu karaktera uklju¢enih u analizu odabrane su tri promenljive:
ukupan sadrzaj n-alkana (A), triterpenskih serija (T) i komponenti metanolnog ekstrakta za
odabrani opseg retencionih vremena (15-20 min) (M). Na taj nacin je veliki broj karaktera iz
predhodnih analiza sveden na minimalnu meru. Rezultati ove analize su prikazani u tabeli 10.

Iz prilozenog se vidi da su sva tri karaktera (promenljive) odlikuju izuzetno visokom
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statistiCkom znacajno$¢u u razlikovanju gupa taksona, p<0,001 (***), medu kojima se
naroCito izdvaja ukupni sadrzaj triterpena sa najve¢om F (F(1058=36,23) vrednoscu, sledi

ukupni sadrzaj n-alkana i, na posletku, ukupni sadrzaj komponenti metanolnog ekstrakta.

Tabela 10. Rezultati analize varijanse (ANOVA) na osnovu ukupnih sadrzaja n-alkana (A),
triterpena (T) i komponenti metanolnog ekstrakta (M) kao karaktera; nivo serija roda Sedum

Varijable F(o,58) p
M 5.21 Fkk
A 21.05 Fkk
T 36.23 el
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Tabela 11. Rezultati analize varijanse (ANOVA) ispitivanih karaktera epikutikularnih voskova i metanolnih ekstrakata; serije roda Sedum

Karakteri epikutikularnog voska Karakteri metanolnog ekstrakta Karakteri epikutikularnog voska i metanolnog ekstrakta,

kumulativho

Varijable Fzs) p Varijable Fos8) p Varijable Fass) p Varijable Frass) p
Cx 1.67 I 5.19 i Cx 2.47 * | 5.19 il
Ca 1.44 1 3.70 ** Ca 2.06 * 1 3.70 **
Ca 1.11 i 4.22 falele Cx 1.53 1l 4.22 fale
Cas 2.15 * \Y 1.36 Cas 2.46 * v 1.36
Co 2.52 ** \% 1.55 Cas 3.05 ** \Y 1.55
Cyxs 3.73 falaie VI 8.49 faleie Cys 3.46 faled VI 8.49 falele
Cux 2.25 * VIl 3.79 faled Cux 2.27 * Vi 3.79 **
Cy 12.79 falale VIl 4.28 wkx Cx 7.78 bkl VIl 4.28 faleie
Cos 8.92 faial IX 3.37 faled Cas 5.81 falaiel I1X 3.37 faled
Cy 8.06 falaie X 2.35 * Cy 6.12 Fhx X 2.35 *
Cao 14.39 falaie Xl 4.19 faleie Cso 13.34 Fhx Xl 4.19 falele
Ca 15.06 falall Xl 11.81 wkx Ca 13.29 falaiel Xl 11.81 faleie
Ca 5.72 Hokk X111 78.39 ok Ca 5.73 Hokk X111 78.39 ek
Css 16.20 falaie XV 13.79 falee Css 22.29 falel X1V 13.79 falele
Ca 5.42 falaie XV 1.45 Ca 5.52 falel XV 1.45
Css 8.01 falall XVI 1.82 Css 8.31 falakel XVI 1.82

Oleani 25.45 FHx Oleani 22.01 falaied
Lupani 18.30 Fokk Lupani 18.35 kel
Tarakserani 3.81 ikl Tarakserani 2.50 *

tVarijable od Cy,do Cs5 0znacavaju n-alkani sa navedenim brojem C atoma; varijable od I do XVI oznacavaju komponente metanolnog ekstrakta (tabela 8).

Tp — Statisti¢ka znacajnost ili nivo znacajnosti.

+Nivoi (redosled) statisticke znacajnosti: p>0.05 ne postoje znacajne razlike; *p<0.05 postoje znacajne statisticke razlike; ** p<0.01 razlike su statisti¢ki visoko znacajne;
*** n<0.001 razlike su statisticki izuzetno znacajne.

+F — koliénik; F(g.1.n. G-1 — stepeni slobode, n — broj ponovaka.
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4.3. Multivarijantne tehnike analize podataka

Ispitivanje varijabilnosti hemijskog sastava i moguc¢nosti diferencijacije serija roda
Sedum na osnovu sadrzaja n-alkana i triterpenskih serija u epikutikularnim voskovima i
komponenti metanolnih ektsrakata analiziranih taksona je izvrSeno koriS¢enjem sledecih
multivarijantnih tehnika: analiza glavnih komponenti (PCA), kanonijska diskriminantna
analiza (CDA) i klaster analiza (AHC). Primenom navedenih metoda ispitano je kako se
predstavnici serija medusobno odnose i da li/kako uvodenje spoljnih grupa uti¢e na njihovo
grupisanje i varijabilnost.

Korespodentna analiza (CA), sa druge strane, pripada grupi multivarijantnih
statistickih tehnika koje ukazuju na nivo asociranosti izmedu razmatranih elemenata. U ovom
slu¢aju je koriséena kako bi se razmotrila povezanost izmedu pojedinih kvalitativnih osobina
kao $to je boja povrSine lista i satava epikutikularnih voskova. Drugim rec¢ima, cilj je bio da
se testira da li, i na koji nacin, prisustvo ili odsustvo pojednih grupa jedinjenja u voskovima
uti¢e na stanje povrsine lista kod ispitivanih taksona. Rezulatati analize bi potencijalno mogli

da pruze dodatne dokaze o diferenciranosti taksona.

4.3.1.  Analiza glavnih komponenti (PCA)

4.3.1.1.  Analiza glavnih komponenti — nivo serija roda Sedum

A) Obrazac varijabilnosti n-alkana i triterpena u epikutikularnim voskovima

Formiranju prve ose analize glavnih komponenti (PA1) najvise su doprineli n-alkani
C2-Cys 1 Cog, dok u formiranju druge ose (PA2) najveéi doprinos ostvaruje Cs; (boldovane
vrednosti u tabeli 12). Prve dve ose objasnjavaju vise od 50 % ukupne varijabilnosti uzorka
obuhvacenog analizom, 55,25 % (slika 23; tabela 12-1).

Varijabilnost procentualnog sastava pomenutih komponenti utice na grupisanje
uzoraka roda Sedum. U odnosu na prvu osu, mali broj elemeneta se jasno diferencirao, tj.
izdvojio u odnosu na veéinu. Najveca varijabilnost je uofena kod vrsta serija Alpestria i
Rupestria. Zbog povecanog sadrzaja izdvojenih nizih alkana nekoliko predstavnika serije
Alpestria se izdvojilo u negativnhom delu prve ose, ne samo u odnosu na predstavnike drugih

serija ve¢ 1 u odnosu na predstavnike serije kojoj i sami pripadaju. Na isti na¢in se moze
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okarakterisati i serija Rupestria, ¢iji su predstavnici takoreéi ,,rasuti“ po dijagramu, ali se dva
predstavnika odvajaju u pozitivnom delu prve ose, kod kojih je sadrzaj pomenutih nizih n-
alkana ispod granice detekcije. Serije Dasyphylla i Sedella se takode karakterisu izostankom
navedenih nizih n-alkana i nalaze se u pozitivnom delu prve ose.

Diferenciranje taksona u odnosu na drugu osu, ¢ijem formiranju najviSe doprinosi
sadrzaj Ca; je vrlo slicno. Naime, vecina predstavnika ispitivanih serija je blisko rasporedena
u blizini koordinatnog pocetka. U negativnom delu ose su se izdvojile serije sa dominantnim
sadrzajem pomenutog n-alkana: Alba, Rubra i Stefco. Iduci ka pozitivnim vrednostima druge
ose, raspored i grupisanje taksona prati opadanje sadrzaja alkana.

Ukoliko se sagleda grupisanje taksona u odnosu na vektore svojstava znacajnih u
formiranju prve dve ose, uocava se da pozicije taksona iz serija Alba, Rubra i Stefco blisko
grupiSu uz vekor svojstva Csz;. Dato svojstvo je snazno negativno korelisano sa sadrzajem
triterpenskih serija, a u manjoj meri i sa sadrzajem n-alkana Cs3. U blizini vektora svojstava
koji se odnose na nize alakane rasporedeni su neki od predstavnika serija Alpestria,
Rupestria, Glauco-rubens i Aithales. Svojstvo Cs; je sa svojstvom Cy u velikoj meri
pozitivno korelisano, dok je korelacija (zbog ugla izmedu vektora koji se priblizava vrednosti
90°%) sa ostalim nizim n-alkanima slaba. Slaba korelacija se opaza izmedu svojstava Cas i
triterpenskih serija (na slici oznaceni kao O, T, L) i vecine nizih n-alkana, dok je korelacija,

iako negativna, veca sa svojstvima Cpg-Cs.
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PA 2 (18,63 %)

Slika 23. Pozicije analiziranih serija roda Sedum u odnosu na glavne vektore u prostoru I i Il
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Rezultati

Tabela 12. Koeficijenti optere¢enja kvantitativnin karaktera u odnosu na tri glavne ose
analize glavnih komponenti (PCA); karakteri epikutikularnih voskova

Varijabla PAl PA2 PA3
Cy -0.70 0.53 0.19
Cxn -0.63 0.50 0.24
Cx -0.81 0.40 0.22
Cys -0.86 0.34 -0.02
Cx -0.82 0.45 0.00
Cys -0.95 0.09 0.08
Cs -0.88 0.29 0.13
Cyy -0.56 -0.60 0.00
Cos -0.74 -0.40 0.06
Cyq -0.61 -0.67 0.18
Cao -0.56 -0.66 0.21
Cxu -0.44 -0.74 0.11
Cs, -0.44 -0.07 -0.52
Ca3 0.08 0.34 -0.74
Cu -0.26 0.18 -0.82
Css -0.26 0.05 -0.79

Oleani 0.46 0.40 0.64
Lupani 0.21 0.41 0.46
Tarakserani 0.05 0.04 -0.48
Expl.Var 6.96 3.54 3.23
Prp.Totl 0.37 0.19 0.17

+Expl.Var — varijabilnost za svaki faktor.
1Prp.Totl — ukupna objasnjena varijabilnost datog sistema.

Tabela 12-1. Vrednosti karakteristicnih vektora i procenti varijabilnosti za prve tri ose
analize glavnih komponenti (PCA); karakteri epikutikularnih voskova

. Cumulative Cumulative
Osa Eigenvalue

Eigenvalue (%)
1 6.96 6.96 36.62
2 3.54 10.50 55.25
3 3.23 13.73 72.25

tEigenvalue — karakteristi¢ne vrednosti faktora.

‘+tCumulative Eigenvalue — kumulativne karakteristiéne
vrednosti faktora.

‘tCumulative % — procenat totalne varijabilnosti koji
objasnjava svaka od osa.
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Rezultati

B) Obrazac varijabilnosti komponenti metanolnih ekstrakata

Na slici 24 je prikazan raspored serija roda Sedum kada se kao karakter za definisanje
njihove varijabilnosti kKkoristi procentualni sadrzaj odabranih komponenta metanolnih
ekstrakata. U analizi je razmatran procenat optereéenja prve tri ose koje u najvecoj meri
opisuju varijabilnost uzorka, a ¢ija kumulativna vrednost varijabilnosti iznosi 43,72% (tabela
13-1).

Na dijagramu, koji formiraju prva 1 tre¢a osa, objasnjeno je 30,25 % ukupne
varijabilnosti (tabela 13 i tabela 13-1). Mada je komponenta XIV softverski oznacena kao
najznacajnija za formiranje prve ose, komponente I, II i VIII su svojim apsolutnim
vednostima bliske istoj (tabela 13). Formiranju tre¢e ose najvise je doprinela komponenta VI
(asolutna vrednost bliska sa XI). U odnosu na prvu osu (PA1) se, u skladu sa pozicijom koju
zauzimaju na grafikonu, mogu razlikovati tri manje ili viSe izdvojene grupe uzoraka. U
negativnom delu prve ose se izdvajaju serija Dasyphylla, Acria i Sedella, kao i deo uzoraka
serije Rupestria, pri ¢emu su uzorci serije Dasyphylla prikazani kao najkompaktnija grupa. U
pravcu pozitivne zone iste ose, blize koordinativnom pocetku, grupiSu se predstavnici serija
Alpestria, Aithales, Stefco, Alba, Cepaea, kao i deo predstavnika serije Rupestria. Pored
predstavnika serija Rupestria i Alpestria, i predstavnici serije Glauco-rubens su medusobno
udaljeni na dijagramu. Najjdistanciranija serija jeste Magellensia, koja se jasno izdvaja u
pozitivnom delu prve ose. Ukoliko se pozicija taksona posmatra u odnosu na trecu osu, ne
opaza Se jasno izdvajanje grupa taksona u odnosu na oblik varijabilnost fenolnih komponenti.

Analizirana svojstva su u razli¢itoj] meri medusobno korelisana. VVektori koji opisuju
svojstva 11 VIII, osim $to su medusobno gotovo preklopljeni, stoje u snaznoj pozitivnoj vezi
sa svojstvom XIV, dok su negativno korelisana sa svojstvom Il. Sa druge strane, svojstvo 1l
je u slaboj korelaciji sa svojstvom XIV. Uzorci serije Cepaea se na grafikonu odlikuju
pozicijom koja je definisana visokim sadrzajem komponente XIV, dok se oni koji pripadaju
seriji Dasyphylla grupsu u suprotnom smeru upravo zbog niskog sadrzaja pomenute
komponente. Serija Magellensia se karakteriSe povecanim sadrzajem komponenti | i VIII,

nesto nizim sadrzajem XIV u odnosu na seriju Cepaea, i izostankom komponente II.
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Rezultati
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Rezultati

Tabela 13. Koeficijenti optere¢enja kvantitativnin karaktera u odnosu na tri glavne ose
analize glavnih komponenti (PCA); karakteri metanolnih ekstrakata

Varijable PAl PA2 PA3
| 0.61 -0.13 -0.25

| -0.61 0.52 0.38

i -0.45 0.50 -0.20
v -0.54 0.32 -0.09
\% 0.20 0.41 -0.20
VI -0.17 -0.24 -0.73
VIl -0.40 -0.34 0.07
VI 0.64 -0.18 -0.28
IX -0.32 -0.46 0.44

X 0.02 -0.35 0.35
X1 0.35 0.00 0.62
X1 -0.25 -0.60 -0.11
X111 -0.41 -0.15 -0.25
XV 0.68 -0.04 0.24
XV -0.36 -0.52 -0.13
XVI -0.35 -0.39 0.14
Expl.Var 3.05 2.16 1.79
Prp.Totl 0.19 0.13 0.11

+Expl.Var — varijabilnost za svaki koponentu/faktor.
+Prp.Totl — ukupna objasnjena varijabilnost datog sistema.

Tabela 13-1. Vrednosti karakteristicnih vektora i procenti varijabilnosti za prve tri ose
analize glavnih komponenti (PCA); karakteri metanolnih ekstrakata

. Cumulative Cumulative
Osa Eigenvalue

Eigenvalue (%)
1 3.05 3.05 19.09
2 2.16 5.21 32.56
3 1.79 6.99 43.72

TEigenvalue — karakteristi¢ne vrednosti faktora.

tCumulative Eigenvalue — kumulativne karakteristi¢ne
vrednosti faktora.

‘tCumulative % — procenat totalne varijabilnosti koji
objasnjava svaka od osa.
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Rezultati

C) Komparativni prikaz varijabilnosti karaktera epikutikularnin voskova i metanolnih

ekstrakata

Na dijagramu koji formiraju prva i treé¢a osa (Slika 25) objasnjeno je 33,15 % ukupne
varijabilnosti epikutikularnih voskova i metanolnih ekstrakata, posmatranih zajedno. lako su
u matricu uvrSteni svi podaci, komponente epikutikularnih voskova pokazuju najveci
doprinos u procesu formiranju osa analize glavnih komponenti; po visokim koeficijentima se
izdvajaju komponente Cy i C22-Cyg u slu¢aju PAL, odnosno kompnente Cs3 i C34 koje svojim
visokim koeficijentima u najvezoj meri doprinose opterecenju PA3 (tabela 14 i tabela 14-1).

Ukoliko se posmatra razdvajanje po prvoj osi, u njenom negativnom delu se idvajaju
uzorci serije Sedella i deo predstavnika serije Rupestria (izostanak n-alkana Cyg i Cy-Co),
dok se u pozitivnom delu izdvojio deo predstavnika serije Alpestria (povecan sadrzaj n-
alkana Cyp 1 Cx-Cy). U negativnom delu trece ose jasno se izdvojila grupa od Sest
predstavnika serije Rupestria, grupisana u oblasti koju, pored ostalog, definiSe i povecan
sadrzaj n-alkana Cs3 i Cs4. Ipak, neophodno je naglasiti da se poslednja grupa koja obuhvata
glavni deo serije Rupestria, u poredenju sa ostalim uzrcima, svakako ne karakteri$e najve¢im
sadrzajem pomenutih n-alkana.

Izdvojena svojstva su medusobno u visokoj meri pozitivno korelisana. Naime, vektori
Cyo n-alkana i grupe n-alkana C,,-C,9 medusobno zaklapaju o$tar ugao, ukazujuci na sli¢nost
u intenzitetu i pravcu njihove medusobne povezanosti; na slican nacin je na grafikonu opisan

odnos vektora n-alkana Csz i C34. Izmedu ovde dve grupe svojstava korelacija je slaba.
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Rezultati
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Rezultati

Tabela 14. Koeficijenti optere¢enja kvantitativnin karaktera u odnosu na tri glavne ose
analize glavnih komponenti (PCA); karakteri epikutikularnih voskova i metanolnih
ekstrakata, kumulativni efekat

Varijable PA1 PA2 PA3
Cyo 0.72 -0.48 0.14
Cy 0.64 -0.53 0.14
C,, 0.79 -0.41 0.21
Cys 0.81 -0.48 -0.08
Cy 0.81 -0.50 0.01
Cos 0.93 -0.22 -0.04
Cy 0.87 -0.29 0.08
Cyr 0.72 0.50 -0.11
Cyg 0.82 0.38 -0.04
Cy 0.72 0.55 0.10
Cyo 0.64 0.67 0.11
Ca1 0.50 0.69 0.10
Cs, 0.48 0.22 -0.46
Ca3 -0.21 -0.37 -0.63
Ca 0.25 -0.19 -0.85
Css 0.29 -0.01 -0.84

Oleani -0.39 -0.25 0.67
Lupani -0.07 -0.31 0.34
Tarakserani -0.09 -0.07 -0.60
| 0.20 -0.40 0.30

1 -0.20 -0.09 -0.39
11 -0.42 -0.29 -0.30
v -0.11 0.13 -0.17
Vv 0.32 -0.05 0.18
Vi -0.12 0.19 0.19
VIl -0.36 0.35 -0.08
VIl 0.40 0.00 0.35
IX 0.22 0.13 -0.09
X 0.28 0.38 -0.36
Xl -0.24 -0.46 -0.23
Xl 0.11 0.32 0.01
X111 -0.19 0.30 0.21
X1V -0.10 -0.25 0.15
XV 0.04 0.44 -0.02
XVI 0.01 0.27 0.20
Expl.Var 8.35 4.62 3.95
Prp.Totl 0.24 0.13 0.11

+Expl.Var — varijabilnost za svaki faktor.
+Prp.Totl — ukupna objasnjena varijabilnost datog sistema.
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Rezultati

Tabela 14-1. Vrednosti karakteristicnih vektora i procenti varijabilnosti za prve tri ose
analize glavnih komponenti (PCA); karakteri epikutikularnin voskova i metanolnih
ekstrakata, kumulativni efekat

. Cumulative Cumulative
Osa Eigenvalue

Eigenvalue (%)
1 8.35 8.35 23.85
2 4.62 12.97 37.06
3 3.95 16.92 48.33

‘Eigenvalue — svojstvene vrednosti faktora.

+Cumulative Eigenvalue — kumulativne svojstvene vrednosti
faktora.

‘tCumulative % — procenat totalne varijabilnosti koji
objasnjava svaka od osa.
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Rezultati

4.3.1.2.  Analiza glavnih komponenti — nivo serija roda Sedum i spoljne grupa taksona

A) Obrazac varijabilnosti n-alkana i triterpena u epikutikularnim voskovima

U poredenju sa prethodnom analizom, u kojoj nisu razmatrani odnosi serija roda
Sedum sa drugim taksonima familije Crassulaceae, u ovom slucaju formiranju prve dve ose
su najvise doprinese n-alkani Cyy C2-Cos i Cos (PAL) i Cy9 i C31 (PA2), Cije su apsolutne
vrednosti naglasene u tabeli 15. Prve dve ose objaSnjavaju vise od polovine slucajeva
varijabilnosti, nose¢i 54,82 % ukupne varijabilnosti uzorka (tabela 15-1).

Pozicije uzoraka koje pripadaju razli¢itim serijama roda Sedum na grafikonu se
sustinski nisu promenile (slika 26), osim s§to su vektori Koji opisuju analizirana svojstva,
korelisani na drugaciji nac¢in. U ovom slu¢aju se smanjuje stepen korelacije izmedu svojstva
Cas i svojstava Cyg i C31, dok je povezanost sa nizim n-alkanima u porastu. n-Alkani Cyg i Ca;
se i dalje javljaju kao medusobno snazno pozitivno povezana svojstva, koja su sa druge strane
izrazito negativno korelisana sa triterpenskim serijama (O, L i T). Uzorci spoljnih grupa su
najve¢im delom dislocirani u odnosu na glavninu uzorka koju ¢ine serije roda Sedum, ili su u
izvesnim slu¢ajevima, manje ili vise bliski sa pojedinim serijama. Na nivou gupe taksona koji
koji ¢ine spoljnu grupu u analizi, Hylotelephium se u najvecoj meri diferencira u odnosu na
sve ostale ispitivane uzorke. Izdvajanje uzoraka koji pripadaju pomenutom rodu izvr$eno je u
odnosu na prvu osu, a verovatno predstavlja posledicu poveéanog sadrzaja nizih n-alkana
(oblast povecanog sadrzaja C»1-Cpg). U pozitivnom delu iste ose su rasporedeni i uzorci roda
Echeveria, koji se sa jedne strane odlikuju visokim sadrZzajem triterpenskih serija (oko 90 %),
a sa druge strane vrlo niskim sadrzajem svih n-alkana. Uzorci roda Crassula se izdvajaju u
odnosu na drugu osu, zajedno sa serijama Alba, Rubra i Stefco. Takav oblik grupisanja u
najvezoj meri je definisan poveéanim sadrzajem n-alkana Cyg i C3; i Smanjenim sadrzajem n-
alkana Cs3, odnosno odsustvo m triterpenskih serija iz voska u odnosu na sve ostale ispitivane
uzorke. Uzorci kojima su analizi predstavljeni rodovi Kalanchoe i Hylotelephium su na
grafikonu izdvojeni u pozitivhom delu PA2, pri ¢emu Kalanchoe odlikuje znacajan sadrzaj
tarakseranske serije i izuzetno visok sadrzaj Czz n-alkana, odnosno bliza pozicija sa ve¢inom
predstavnika roda Sedum. Hylotelephium se karakterise visokim sadrzajem Cs; i izostankom

triterpena u vosku.
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Rezultati
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Rezultati

Tabela 15. Koeficijenti optere¢enja kvantitativnin karaktera u odnosu na tri glavne ose
analize glavnih komponenti (PCA); karakteri epikutikularnih voskova

Varijable PAl PA2 PA3
Cx -0.76 0.49 -0.14
Cxn -0.70 0.46 -0.24
C,, -0.85 0.37 -0.24
Cys -0.87 0.32 -0.08
Cou -0.82 0.47 -0.02
Cys -0.80 -0.08 -0.25
Cs -0.89 0.23 -0.18
Cyy -0.54 -0.65 0.02
Cos -0.76 -0.37 -0.02
Cyq -0.57 -0.72 -0.08
Cao -0.43 -0.67 0.04
Ca1 -0.42 -0.76 -0.07
Cs, -0.50 0.01 0.56
Ca3 -0.14 0.39 0.69
Cu -0.18 0.23 0.83
Css -0.20 0.01 0.80

Oleani 0.50 0.33 -0.57
Lupani 0.19 0.31 -0.39
Tarakserani 0.18 0.22 0.39
Expl.Var 6.88 3.54 3.00
Prp.Totl 0.36 0.19 0.16

+Expl.Var — varijabilnost za svaki faktor.
1Prp.Totl — ukupna objasnjena varijabilnost datog sistema.

Tabela 15-1. Vrednosti karakteristicnih vektora i procenti varijabilnosti za prve tri ose
analize glavnih komponenti (PCA); karakteri epikutikularnih voskova

Osa  Eigenvalue Cl_JmuIative Cumulative
Eigenvalue (%)
1 6.88 36.20 36.20
2 3.54 18.62 54.82
3 3.00 15.81 70.63

‘tEigenvalue — karakteristi¢ne vrednosti faktora.

tCumulative Eigenvalue — karakteristi¢ne svojstvene
vrednosti faktora.

ftCumulative % — procenat totalne varijabilnosti koji
objasnjava svaka od osa.
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Rezultati

B) Obrazac varijabilnosti komponenti metanolnih ekstrakata

U ovoj analizi prve dve ose koje objasnjavaju 33,66 % ukupne varijabilnosti (tabela
16-1). Najveci doprinos za formiranje prve dve ose dodeljen je komponentama 11 (PA1) i XV
(PA2), koje se karakteriSu najvecim apsolutnim vrednostima (tabela 16).

Uvodenjem vrsta iz drugih rodova familije Crassulaceae u analizu, predstavnici serija
roda Sedum pokazuju upadljivo grupisanje na dijagramu, $to ukazuje na homogenost grupe
uzoraka roda Sedum u odnosu na taksone iz spoljnih grupa (slika 27). Serija Magellensia u
ovom slucaju predstavlja izuzetak u odnosu na ostale uzorke serija roda Sedum. Ona se zbog
izostanka komponente II i vrlo niskog sadrzaja komponente XV u ekstraktima jasno izdvaja u
odnosu na obe ose. Rod Echeveria se izdvojio u pozitivhom delu prve ose zbog povecanog
sadrzaja iste komponente (oko 27 %). Rod Crassula se jasno diferencirao u pozitivnom delu
druge ose, zbog visokog sadrzaja I i 1l komponente i niskog sadrzaja komponente XV (0,52
%). U grupi uzoraka koji ¢ine spoljnu grupu, Kalanchoe se, suprotno od ocekivanja, nije
diferencirao u odnosu na serije roda Sedum, ve¢ se nalazi unutar grupe locirane u blizini

presekla osa (visi sadrzaj komponente II).

Karakteri metanolnog ekstrakta
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Slika 27. Pozicije analiziranih serija roda Sedum i taksona spoljne grupe u odnosu na glavne
vektore u prostoru | i I11 ose analize glavnih komponenti (PCA); karakteri metanolnih

ekstrakata komponenti
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Rezultati

Tabela 16. Koeficijenti optere¢enja kvantitativnin karaktera u odnosu na tri glavne ose
analize glavnih komponenti (PCA); karakteri metanolnih ekstrakata

Varijable PAl PA2 PA3
| -0.39 0.41 0.42

1 0.78 -0.05 -0.33

i 0.62 0.00 0.20

v 0.55 -0.22 0.32

\% 0.08 0.52 0.20

VI -0.08 -0.43 0.51
VIl 0.03 -0.61 0.08
VI -0.65 0.03 0.44
IX -0.10 -0.42 -0.35

X -0.40 -0.45 0.01

X1 -0.45 -0.02 -0.39

XI1 -0.28 -0.60 -0.09
X1 0.16 -0.42 0.15
XV -0.63 0.31 -0.28
XV -0.21 -0.70 0.15
XVI -0.04 -0.13 -0.63
Expl.Var 2.82 2.57 1.74
Prp.Totl 0.18 0.16 0.11

+Expl.Var — varijabilnost za svaki faktor.
+Prp.Totl — ukupna objasnjena varijabilnost datog sistema.

Tabela 16-1. Vrednosti karakteristicnih vektora i procenti varijabilnosti za prve tri ose
analize glavnih komponenti (PCA); karakteri metanolnih ekstrakata

. Cumulative Cumulative
Osa Eigenvalue

Eigenvalue (%)
1 2.82 2.82 17.63
2 2.57 5.39 33.66
3 1.74 7.12 44.52

TEigenvalue — karakteristi¢ne vrednosti faktora.

+Cumulative Eigenvalue — karakteristiéne svojstvene
vrednosti faktora.

‘tCumulative % — procenat totalne varijabilnosti koji
objasnjava svaka od osa.
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C) Komparativni prikaz varijabilnosti karaktera epikutikularnih voskova i metanolnih

ekstrakata

U slucaju komparativnog razmatranja svih analiziranih karaktera, kako na nivou serija
roda Sedum, tako i taksona spoljne grupe, n-alkani u najvec¢oj meri doprinose formiranju osa.
n-Alkani C5,-Cys 1 C-Co9 svojim koeficijentima u najvecoj meri definiSu PA1, dok se Cz4
istife medu komponentama koje vrSe opterecenje PA3 (tabela 17). Prva i trea osa
objasnjavaju 34,11 % ukupne varijabilnosti (tabela 17-1). 1zdvojena svojstva, C2-Ca4 i Cos-
Co, su medusobno izuzetno pozitivno korelisana, dok je korelacija izmedu vektora
pomenutih nizih n-alkana i Cs,4 slaba.

Prisustvo spoljnih grupa u analizi, uprkos snaznijem grupisanju elemenata, ne izaziva
znacajniju promenu odnosa pozicija serija roda Sedum u koordinatnom sistemu (slika 28).
Gledano u odnosu na prvu osu analize glavnih komponenti, u negativnom delu se izdvaja
Echeveria (blisko sa predstavnicima serija Rupestria i Sedella), dok se u pozitivnom delu ose
izdvajaju pojedini uzorci koji pripadaju seriji Alpestria. Izuzimaju¢i dve manje, dislocirane
grupe uzoraka na grafikonu, u pozitivnom delu trece ose je u vidu kompaktne grupe izdvojen
najveci broj uzoraka iz serije Rupestria. lako u ovoj analizi predstavnici serije Rupestria
ispoljavaju jasniji oblik grupisanja, ova serija i dalje ostaje jedan od hemotaksonomski
najheterogenijih grupa u analizi. Takode, u odnosu na trecu osu se izdvojaju i uzorci Koji
pripadaju rodu Crassula. Treci rod iz spoljnih grupa taksona, Kalanchoe, se uprkos svojoj

filogenetskoj udaljenosti, ponovo pozicionirao u neposrednoj blizini vrsta roda Sedum.
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PA 3 (10,90 %)
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Slika 28. Pozicije analiziranih serija roda Sedum i taksona spoljne grupe u odnosu na glavne
vektore u prostoru | i 111 ose analize glavnih komponenti (PCA); karakteri epikutikularnih
voskova i metanolnih ekstrakata, kumulativni efekat
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Tabela 17. Koeficijenti optere¢enja kvantitativnin karaktera u odnosu na tri glavne ose
analize glavnih komponenti (PCA); karakteri epikutikularnih voskova i metanolnih
ekstrakata, kumulativni efekat

Varijable PAl PA2 PA3
Cx 0.69 -0.54 -0.04
Cax 0.60 -0.57 -0.20
Cx 0.75 -0.43 -0.28
Ca 0.76 -0.49 -0.11
Cu 0.72 -0.60 -0.04
Cys 0.69 -0.08 -0.40
Cas 0.84 -0.25 -0.19
Cyx 0.72 0.49 -0.03
Cas 0.82 0.33 0.02
Cy 0.74 0.53 -0.12
Cso 0.68 0.53 0.10
Ca 0.52 0.67 -0.09
Cs 0.57 0.03 0.60
Cas 0.08 -0.34 0.65
Ca 0.29 -0.44 0.71
Css 0.39 -0.13 0.62

Oleani -0.48 -0.12 -0.46
Lupani -0.03 -0.23 -0.22
Tarakserani -0.23 -0.34 0.38
| 0.17 -0.09 -0.49

1 -0.31 -0.21 0.16
1l -0.45 -0.24 0.07
v -0.11 0.16 0.04
\Y 0.27 0.05 -0.46
VI 0.00 0.23 0.12
VIl -0.21 0.35 0.36
VI 0.48 0.17 -0.15
IX 0.31 0.05 0.20
X 0.44 0.30 0.49
Xl -0.04 -0.36 0.34
X1l 0.27 0.22 0.35
X1 -0.13 0.28 0.08
XV 0.01 -0.20 0.03
XV 0.23 0.39 0.35
XVI 0.03 -0.26 0.31
Expl.Var 8.12 4.28 3.82
Prp.Totl 0.239 0.132 0.113

+Expl.Var — varijabilnost za svaki faktor.
+Prp.Totl — ukupna objasnjena varijabilnost datog sistema.
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Tabela 17-1. Vrednosti karakteristicnih vektora i procenti varijabilnosti za prve tri ose
analize glavnih komponenti (PCA); karakteri epikutikularnin voskova i metanolnih
ekstrakata, kumulativni efekat

. Cumulative  Cumulative
Osa Eigenvalue

Eigenvalue (%)
1 8.12 8.12 23.21
2 4.28 12.40 35.43
3 3.82 16.22 46.33

tEigenvalue — karakteristi¢ne vrednosti faktora.

tCumulative Eigenvalue — kumulativne
karakteristi¢nevrednosti faktora.

+Cumulative % — procenat totalne varijabilnosti koji

objasnjava svaka od osa.
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4.3.1.3. Analiza glavnih komponenti na osnovu ukupnih sadrzaja n-alkana, triterpena i
komponenti metanolnog ekstrakta kao karaktera

Analiza glavnih komponenti je izvedena i na osnovu ukupnih sadrzaja sve tri grupe
analiziranih karaktera sa dva razliita aspekta. U jednom slucaju je posmatrana varijabilnost
hemijskog sastava serija roda Sedum kao grupa u analizi (slu¢aj A), dok je u drugom slucaju
komparativno posmatrana njihova varijabilnost u odnosu na druge taksone familije
Crassulaceae (slucaj B). U oba slucaja su kao zasebne promenljive korisé¢eni ukupni sadrzaji
n-alkana (C»o-C3s), triterpenskih serija (oleanska, lupanska i triterpenska serija) i komponenti
metanolnog ekstrakta (iz opsega retencionih vremena ARt=15-20 min.).

A) Obrazac varijabilnosti ukupnih sadrzaja karaktera epikutikularnih voskova i

metanolnih ekstrakata komponenti na nivou serija roda Sedum

U formiranju prve ose PCA u najveéoj meri ucestvuju n-alkani (A) i triterpeni (T)
(PA1, 63,93 %), dok formiranju druge ose (PA2, 33,26 %) znacajno doprinose komponente
metanolnog ekstrakta (M). Apsolutne vrednosti svih znacajnih komponenti naglasene Su u
tabeli 18. Prve dve ose objasnjavaju veliki deo ukupne varijabilnosti, ta¢nije 97,19 % (tabela
18-1). Graficki prikaz uticaja varijabilnosti procentualnog sastava komponenti na grupisanje
analiziranih uzoraka prikazan je na slici 29.

U odnosu na prvu osu, je u najvecoj meri definisana varijabilnoséu n-alkana i
triterpena, formirane su dve glavne grupe uzoraka. U negativnhom delu ose PAL su grupisani
uzorci vrsta koje pripadaju serijama Dasyphylla, Aithales, Glauco-rubens i Cepaea.
Navedene grupa je izdvojena u skladu sa visokim sadrzajem triterpenskih serija, pri ¢emu je
udeo triterpena, u pojedinim sluc¢ajevim visi od 50 % u odnosu na sadrzaj n-alkana (prilog 3).
Do neznatnog izdvajanja uzoraka iz serije Cepaea, u odnosu na ostale serije, dolazi zbog
nizeg sadrzaja triterpenskih serija u odnosu na ostale serije iste grupe (prosek ~25 %). Sa
druge strane, u pozitivnom delu prve ose se zbog visokog sadrzaja n-alkana (vise od 80 %), i
potpunog odsustva ili neznatnog prisustva triterpenskih serija grupisale serije Acria, Alba,
Alpestia, Sedella i Stefco. Predstavnici serije Rupestria su ponovo prikazani kao disperzna
grupa, bez jasne tendencije grupisanja elemenata. Uzorci koji ¢ine pomenutu grupu, zbog
izrazite varijabilnosti karaktera voska (sadrzaj n-alkana varira izmedu 34,68 i 98,51 % i

triterpenskih serija 0,53 i 50,54 %), pozicionirani su u okviru nekoliko jasno razdvojenih
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grupa, izmeSano sa predstavnicima drugih serija. Pozicija serije Magellensia je u skladu sa
jedinstvenim sadrzajem n-alkana (~75 %) i triterpena (~12 %) jasno izdvojena u odnosu na
obe pomenute grupe. Polozaj glavnih vektora u velikoj meri potvrduje nacin grupisanja
ispitivanih serija. Svojstvo T je u odnosu na svojstvo A, snazno negativno korelisano (ugao
izmedu svojstava je blizak uglu od 180°); serije i/ili grupe koje su definisane svojstvom T su
izdvojene upravo zbog povecanog sadrzaja tirterpena, a nizeg sadrzaja n-alkana. | obrnuto,
serije i/ili grupe koje su bliske svojstvu A se karakteriSu visokim sadrzajem n- alkana a nizim
sadrzajem ili potpunim izostankom triterpena. Oba svojstva, A i T, su slabo korelisana sa
svojstvom M (ugao izmedu svojstava je blizak uglu od 90°).

U odnosu na drugu osu (PA2), gde je grupisanje posledica varijabilnosti karaktera
metanolnog ekstrakta, serija Cepaea je upadljivo odvojena u odnosu na ostale serije zbog
izuzetno visokog sadrzaja karaktera M (prosek ~60 %). U odnosu na polozaj vektora, serija
Cepaea je jedina bliska svojstvu M, §to naglaSava ulogu komponenti metanolnih ekstrakata

koje uti¢e na njeno izdvajanje iz grupe.

B) Obrazac varijabilnosti ukupnih sadrzaja karaktera epikutikularnih voskova i
metanolnih ekstrakata komponenti na nivou serija roda Sedum i spoljne grupe taksona

Kao i u predhodnom slu¢aju, formiranju prve ose analize glavnih komponenti (PAL,
65,07 %) i u ovoj analizi najvise su doprineli n-alkani (A) i triterpeni (T), a drugoj osi (PA2,
30,79 %) komponente metanolnog (M) ekstrakta (tabela 19). Prve dve ose i u ovom slucaju
objasnjavaju veliki deo (95,86 %) ukupne varijabilnosti uzorka (tabela 19-1). Nacin na koji je
varijabilnost procentualnog sastava pomenutih karaktera uticala na grupisanje uzoraka roda
Sedum i taksona izdvojenih u smislu spoljne grupe, prikazan je na slici 30.

Pozicije uzoraka koji pripadaju odgovaraju¢im serijama, kao i vektora se sustinski
nisu promenile. Evidentno je da su se kao posledica ukljucivanja taksona koji ¢ine spoljnu
grupu, ispitivani taksoni medusobno priblizili na dijagramu. Takav prostorni raspored
ukazuje na homogenost grupe uzoraka roda Sedum, odnosno karaktarestican obrazac
varijabilnosti ispitivanih karaktera u okviru serija koje ¢ine rod Sedum. Ugao izmedu vektora
se takode smanjio, pri ¢emu su svojstva A 1 T i dalje negativno korelisana; T 1 M slabo
korelisana, a kako je ugao izmedu svojstva A 1 M neSto manji od 90°, moze se zakljuciti da
je, uvodenjem spoljnih grupa, korelacija izmedu ova dva svojstva jos§ naglasenija.

U odnosu na prvu osu jasno se izdvaja rod Echeveria, odlikuju¢i se najveéim

sadrzajem triterpena (prosek 92,17 %) i ujedno najmanjim sadrzajem n-alkana (preosek 5,50
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%) u odnosu na sve ispitivane uzorke, dok su se predstavnici rodova Kalanchoe, a narocito
Crassula (0,00 % triterpena) blizi serijama koje karakteriSe visi sadrzaj n-alkana, a odsustvo

ili minimalan sadrzaj triterpena i polarnih komponenti (M).

Ukupni sadrzaji kao karakteri: A, T, M
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Slika 29. Pozicije analiziranih serija roda Sedum u odnosu na glavne vektore u prostoru I i Il

ose analize glavnih komponenti (PCA); ukupni sadrzaji kao karakteri
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Ukupni sadrzaji kao karakteri: A, T, M
Nivo serija i spoljne grupe
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Slika 30. Pozicije analiziranih serija roda Sedum i taksona spoljne grupe u odnosu na glavne
vektore u prostoru | i 1l ose analize glavnih komponenti (PCA); ukupni sadrzaji kao karakteri
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Tabela 18. Koeficijenti opterecenja kvantitativnih karaktera u
odnosu na tri glavne ose analize glavnih komponenti (PCA);
serije roda Sedum, ukupni sadrzaji kao karakteri

Varijable PA 1 PA 2

M -0.07 1.00
A 0.98 0.03
T -0.98 -0.03
Expl.Var 1.92 1.00
Prp.Totl 0.64 0.33

tExpl.Var — varijabilnost za svaki faktor.
+Prp.Totl — ukupna objasnjena
varijabilnost datog sistema.

Tabela 19. Koeficijenti opterecenja kvantitativnih karaktera u
odnosu na tri glavne ose analize glavnih komponenti (PCA);
serije roda Sedum i taksoni spoljne grupe, ukupni sadrzaji kao
karakteri

Varijable PA1 PA 2
M -0.44 0.90

A -0.96 -0.09

T 0.91 0.33
Expl.Var 1.95 0.92
Prp.Totl 0.65 0.31

+Expl.Var — varijabilnost za svaki faktor.
+Prp.Totl — ukupna objasnjena
varijabilnost datog sistema.

Tabela 18-1. Vrednosti karakteristicnih vektora i procenti
varijabilnosti za prve tri ose analize glavnih komponenti (PCA);
serije roda Sedum, ukupni sadrzaji kao karakteri

Osa  Eigenvalue Cumulative Cumulative
9 Eigenvalue (%)
1 1.92 1.92 63.93
2 1.00 2.92 97.19

TEigenvalue — karakteristi¢ne vrednosti faktora.

fTCumulative Eigenvalue — kumulativne karakteristi¢ne
vrednosti faktora.

+Cumulative % — procenat totalne varijabilnosti koji
objasnjava svaka od osa.

Tabela 19-1. Vrednosti karakteristinih vektora i procenti
varijabilnosti za prve tri ose analize glavnih komponenti (PCA);
serije roda Sedum i taksoni spoljne grupe, ukupni sadrzaji kao

Osa  Eigenvalue Cumulative Cumulative
9 Eigenvalue (%)
1 1.95 1.95 65.07
2 0.92 2.88 95.86

TEigenvalue — karakteristi¢ne vrednosti faktora.
‘tCumulative Eigenvalue — kumulativne karakteristi¢ne

vrednosti faktora.
+tCumulative % — procenat totalne varijabilnosti koji
objasnjava svaka od osa.
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4.3.2.  Kanonijska diskriminantna analiza (CDA)

Pored analize opSteg oblika varijabilnosti hemijskih karaktera, primena
multivarijantnih statistickih analiza pruza moguénost utvrdivanja stepena diferencijacije
analiziranih grupa taksona. Naglasavanjem stepena razliCitosti izmedu a priori definisanih
otvara se mogucnost odredivanja nivoa preciznosti potencijalno razli¢itih grupa uz izdvajanje
promenljivih koje u najvecoj meri odrazavaju njihovu razli¢itost. Cilj ove analize je da se
utvrdi eventualna razlika izmedu a priori grupa (serija) u okviru roda Sedum definisanih na
bazi klasi¢nih taksonomskih (morfo-anatomskih) karaktera ili molekularnih filogenetskih
dokaza. Takode, jedan od ciljeva upotrebe ove metode je da se izvrSi izdvajanje karaktera
(diskriminantne varijable) koji najvise doprinosi diskriminaciji grupa, odnosno karaktera koj
mogu da posluze kao potencijalni hemotaksonomski markeri. Kao i kod PCA, kanonijska
diskriminantna analiza (CDA) je izvedena na dva razli¢ita nivoa. Prvi podrazumeva
razdvajanje uzoraka na nivou predstavnika serija roda Sedum, dok drugi pokazuje u kojoj
meri se predstavnici pomenutog roda izdvajaju (diskriminiSu) u odnosu na predstavnike
drugih rodova (spoljna grupe) u okviru familije Crassulaceae. Oba slu¢aja su razmatrana
kako na bazi procentualne zastupljenosti pojedina¢nih komponenti epikutikularnih voskova i
metanolnih ekstrakata tako i na osnovu ukupnih sadrzaja n-alkana (C20-C35), triterpenskih
serija (oleanska, lupanska i tarakseranska serija) i komponenti metanolnog ekstrakta (iz

opsega retencionih vremena ARt=15-20 min.) kao karaktera.

4.3.2.1.  Diskriminantna analiza — nivo serija roda Sedum

A) Diferenciranje na osnovu sadrzaja n-alkana i triterpena u epikutikularnim voskovima

Graficki prikaz rezultata diskriminantne analize, bazirane na procentualnoj
zastupljenosti n-alkana (C-Css) i triterpenskih serija u epikutikularnom vosku, ukazuje na
raspored grupa taksona u prostoru glavnih kanonijskih osa (slika 31). Prve dve ose u ovom
slu¢aju objasnjavaju 51,49 % ukupne varijabilnosti (tabela 20; CAl 27,64 % i CA2 23,85 %).
Raspored diferenciranih grupa je prikazan i pomocu centroida ¢iji se polozaj na grafiku
definiSe kao prosecna i reprezentativna pozicija svih taksona date serije. Najveé¢i doprinos u
diskriminaciji ispitivanih grupa po prvoj osi dali su sledeci karakteri: Css, Css 1 triterpeni

oleanske serije. Upravo u odnosu na pomenutu osu (CA1) izdvojile su se dve grupe uzoraka.
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U negativhom delu glavne kanonijske ose smestena je prva grupa uzoraka koju karakteriSe
visok sadrzaj triterpena oleanske serije. Zajedno sa delimi¢no izdvojenim uzorcima koji
pripadaju seriji Dasyphylla, pomenutu grupu ¢ine serije Rupestria, Cepaea, Glauco-rubens i
Aithales. Serija Rupestria se izdvaja po najnizem procentu triterpena oleanskog tipa, kao i
najveéem procentu Cgs n-alkana, dok je kod serije Dasyphylla situacija obrnuta. Ostale serije
su se izdvojile u pozitivnom delu CA1 u skladu sa niskim sadrzajem ili potpunim izostankom
oleanske serije i niskim sadrzajem izdvojenih n-alkana. Pomenutu grupu ¢ine sledece serije
roda Sedum: Acria, Alpestria, Litorea, Alba, Magellensia, Stefco, Sedella i Rubra. Na
izdvajanje grupa uzoraka duz druge kanonijske ose u najvecoj meri doprinose koncentracije
n-alkana Cyy, Cos, Co6, Cz7, Ca9, C31.33 | Cgs. Izdvajanje je moguce vrsiti u prvoj grupi taksona,
pri ¢emu se jasno izdvaja serija Dasyphylla u negativnom delu CA2 (nizak sadrzaja n-
alkana), a potom i serije Sedella i Rupestria smestene u pozitivnom delu ose (znacajan

sadrzaj n-alkana), koje su medusobno manje jasno razdvojene.
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Slika 31. Pozicije analiziranih serija roda Sedum i njihovih centroida u prostoru I'i 1l
diskriminantne ose (CDA); karakteri epikutikularnih voskova
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Tabela 20. Koeficijenti optereéenja kvantitativnih karaktera u odnosu na prve tri
diskriminantne ose (CDA); karakteri epikutikularnih voskova

Varijable CAl CA2 CA3
Cx -0.16 -0.37 -0.47
Ca -0.13 -0.11 -0.31
Cx» -0.11 0.51 2.52
Cx -0.43 -0.50 -2.78
Cx 0.39 -1.15 -0.94
Cxs 0.41 0.11 2.69
Cx -0.02 1.58 -1.27
Cx 0.21 -0.76 -1.32
Cas -0.20 0.11 1.58
Co 0.04 1.32 -0.63
Cso 0.09 0.01 -0.04
Ca 0.26 -0.56 0.53
Ca -0.19 -1.28 0.01
Css 0.40 0.91 -0.13
Ca 0.79 0.40 0.84
Css -1.38 0.87 -0.25
Oleani -1.24 -0.29 0.03
Lupani -0.07 0.41 -0.29
Tarakserani -0.45 0.47 0.41
Eigenval 12.37 10.68 6.37

Cum.Prop 0.28 0.51 0.66

‘tEigenvalue — karakteristi¢ne vrednosti.
+Cumulative Proportion — kumulativni odnos.

B) Diferenciranje na osnovu sadrzaja komponenti metanolnih ekstrakata

Graficki prikaz rezultata diskriminantne analize, bazirane na procentualnoj
zastupljenosti komponenti metanolnih ektrakata, ukazuje na raspored grupa taksona u
prostoru glavnih kanonijskih osa (slika 32). Prve dve ose u ovom slucaju objasnjavaju 81,80
% ukupne varijabilnosti (tabela 21; CA1 44,61 % i CA2 37,19 %). Najve¢i doprinos u
diskriminaciji ispitivanih grupa po prvoj osi dali su sledeci karakteri: VI, VII, IX, X i XV.
Upadljivo izdvajanje u odnosu na prvu kanonijsku osu karakterise serije Dasyphylla i Acria
(visok sadrzaj komponente XIII), zatim serije Stefco (visok sadrzaj komponente VI) i Alba
blize nultoj vrednosti prve ose. U negativnom delu iste ose su diferencirane ostale ispitivane
serije, pri ¢emu su se serije Magellensia i Cepaea jasnnje izdvajaju od ostalih (vrlo nizak
sadrazaj izdvojenih komponenti). Najveéi doprinos pri formiranju CA2 ose je dodeljen
komponentama 11, 111, V, VIII, X, X1l i XIV. U pozitivnom delu ove ose znacajno se izdvaja
serija Stefco zbog niskog sadrzaja komponente II i visokog sadrzaja komponente XII. U
negativnom delu druge ose izdvaja se serija Dasyphylla sa visokim sadrzajem komponenti Il i

I11, i serije Magellensia i Cepaea okarakterisane visokim sadrzajem komponente XIV.
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Karakteri metanolnog ekstrakta
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Slika 32. Pozicije analiziranih serija roda Sedum i njihovih centroida u prostoru I i Il
diskriminantne ose (CDA); karakteri metanolnih ekstrakata
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Rezultati

Tabela 21. Koeficijenti optereéenja kvantitativnih karaktera u odnosu na prve tri
diskriminantne ose (CDA); karakteri metanolnih ekstrakata

Varijable CAl CA2 CA3
| -0.08 0.48 0.15

I 0.25 0.87 -0.07

i 0.10 0.14 1.18
v 0.17 0.93 -0.20

\Y -0.05 1.15 0.71

VI 0.67 0.50 -0.86
Vil -0.98 0.04 -0.61
VI 0.00 0.99 -0.28
IX 0.48 0.73 0.33

X -0.06 -0.02 0.95

XI -0.67 -0.18 0.31
Xl 0.47 2.48 -0.24
X1 1.25 -0.39 0.01
XV -0.26 -1.26 -0.83
XV 0.70 -0.30 0.33
XVI 0.04 -0.50 -0.07
Eigenval 41.96 34.98 6.98
Cum.Prop 0.45 0.82 0.89

‘tEigenvalue — svojstvene vrednosti diskriminanti.
‘+Cumulative Proportion — kumulativni odnos.

C) Diferenciranje na osnovu sadrzaja karaktera epikutikularnih voskova i metanolnih

ekstrakata

Najvisi nivo diferencijacije ispitivanin grupa je postignut ukljuéivanjem svih
hemijskih karaktera. Na slici 33 je objasnjeno je 80,67 % ukupne varijabilnosti (tabela 26;
CAl 6855 % i CA2 12,12 %). Komponente sa najvec¢im doprinosom prilikom
diskriminisanja ispitivanih uzoraka su boldovane u tabeli 22. U odnosu na prvu kanonijsku
osu najveci znacaj u idvajanju grupa igraju komponente Cp,, Cpg I C3g iz grupe n-alkana,
odnosno komponente metanolnih ekstrakata XI 1 XII, koje samim tim imaju i najveci
hemotaksonomski znacaj. Generalno, ispitivani uzorci su se grupisali upravo u skladu sa
pripadno$¢u datoj seriji roda. Znacajnija diskriminacija u odnosu na prvu osu je primeéena

kod serije Acria i Dasyphylla, a u odnosu na drugu osu izdvojila se serija Magellensia.
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Svi karakteri
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Slika 33. Pozicije analiziranih serija roda Sedum i njihovih centroida u prostoru I i Il
diskriminantne ose (CDA); karakteri epikutikularnih voskova i metanolnih ekstrakata,
kumulativni efekat
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Rezultati

Tabela 22. Koeficijenti optereéenja kvantitativnih karaktera u odnosu na prve tri
diskriminantne ose (CDA); karakteri epikutikularnih voskova i metanolnih ekstrakata,
kumulativni efekat

Varijable CAl CA2 CA3
Cx 0.38 -0.84 -0.42
Cn -6.60 -0.56 0.50
Cx 7.20 3.57 3.42
Ca -1.39 11.07 -0.86
Cu -2.43 -6.03 0.99
Cos 4.09 -9.05 -1.33
Ca -0.10 1.04 -1.08
Cyx 6.60 3.01 -0.58
Cys -10.30 2.94 1.50
Cy 4.38 -10.44 -1.46
Cax 10.08 0.60 0.35
Ca 3.84 1.30 1.70
Ca -5.39 0.77 -1.94
Css 3.79 1.09 -2.16
Cx -0.24 1.69 -2.42
Css 5.61 -2.73 4.64

Oleani 4.24 -0.09 1.18
Lupani 0.42 297 1.46
Tarakserani 0.54 -1.81 0.12
I 4.28 4.49 1.23

1 0.03 1.35 -0.32

i 6.78 -2.16 0.85

v -1.86 -1.47 -0.15

\ -1.46 2.99 -1.33

VI -6.02 1.47 -0.07
VIl 2.08 0.54 -0.45
VI -1.14 -1.65 -2.99
IX -3.95 0.93 -0.87

X 2.03 -0.07 1.82

XI 10.02 -2.68 0.35
X1l -7.75 0.22 -2.51
X111 -4.36 -0.65 1.03
X1V -1.23 4.14 0.55
XV -2.85 0.84 -0.26
XVI -1.93 1.14 0.41
Eigenvalue 1234.50 218.29 142.37
Cum. Prop. 0.69 0.81 0.89

‘tEigenvalue — svojstvene vrednosti diskriminanti.
+Cumulative Proportion — kumulativni odnos.
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Rezultati

4.3.2.2.  Diskriminantna analiza — nivo serija roda Sedum i spoljne grupa taksona

A) Diferenciranje na osnovu sadrzaja n-alkana u epikutikularnim voskovima

Drugadije grupisanje elemenata je konstatovano u slu¢aju kada DCA osim serija roda
Sedum ukljuéuje i hemijske karaktere navedenih spoljnih grupa. Na grafikonu (slika 34)
objasnjeno je 53,94 % od ukupne varijabilnosti (tabela 23; CA1 34,75 % i CA2 19,19 %).
Najveci doprinos u diskriminaciji ispitivanih grupa po prvoj osi dali su sledeéi karakteri: Cys-
Ca6, C29-C31, Cs3 i Oleanska serija. Spoljne grupe su pozicionirane u perifernim delovima
koordinatnog sistema, pri ¢emu rod Crassula ima jasno distanciranu poziciju (izdvajanje u
pozitivnom delu prve ose). Nesto blizom pozicijom sa ostalim elementima se odlikuju rodovi
Kalanchoe (negativna oblast druge ose) i Echeveria (pozitivna oblast druge ose), dok je
Hylotelephium po navedenim kriterijumima prikazan kao najblizi serijama roda Sedum.
Gledano u odnosu na drugu osu, serije roda Sedum, iako su blisko rasporedene, ipak
formiraju dve grupe. Nihovom izdvajanju prvenstveno doprinosi sadrzaj n-alkana Cos, Cps,
Cao, C32-C3s 1 triterpena oleanske serija. Na distinktnu poziciju uzoraka koji pripadaju rodu
Crassula pre svega utice visok sadrzaj Cs; n-alkana i izostanak oleanske serije u vosku dok se
Kalanchoe izdvaja po visokom sadrzaju Cs3 n-alkana. Za razliku od navedenih slucajeva, rod
Echeveria se karakterise visokim procentom triterpena oleanske serije i generalno niskim
sadrzajem n-alkana. Najzad, element spoljne grupe koji je na grafikonu prikazan kao blizak
sa uzorcima serija roda Sedum je Hylotelephium. Njegova pozicija je objaSnjena izostankom

triterpena oleanske serije i znacajnim prisustvom Cs; i C33 n-alkana u vosku.
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Karakteri voska
Nivo serija i spoljnih grupa

10 . . : , T y 2 Acria
O Alba
8 A 1  # Alpestria
6 - ] 4 Aithales
A * # Cepaea
AAA. N - P
4 o'm B Dasyphylla
%8 - + Glauco-rubens
~~ OO J 1
s 2 ooooo ° & Litorea
o + Magellensia
=0 "
o Slogo # Rubra
1 , o 4 % 4 2 Rupestria
< o 0&. | o sedella
R
© -4 # Q?% ] < Stefco
*é 4 Echeveria
6 {  *® Hylotelephium
B Crassula
-8 1 2 Kalanchoe
[©)
-10 . . . . . .
-10 -5 0 5 10 15 20 25 30
CA 1 (34,75 %)
Centroidi
10
Echeveria
8 =
6 Aithales Dasyphylla
4 Glauco-rubens Crassula
o m
Rupestria
=
2 tepaea
N
< O -
o . Litorea
Acria ~ ®
2 . Alpeamigfugfa
Magellensia  gyafcq Q
-4 “ m  Hylotelephium
Sedella
-6
-8 | Kalanchoe
=
-10 . . . . . .
-10 -5 0 5 10 15 20 25 30
CAl

Slika 34. Pozicije analiziranih serija roda Sedum, taksona spoljne grupe i njihovih centroida u
prostoru | i Il diskriminantne ose (CDA); karakteri epikutikularnih voskova
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Rezultati

Tabela 23. Koeficijenti optereéenja kvantitativnih karaktera u odnosu na prve tri
diskriminantne ose (CDA); karakteri epikutikularnih voskova

Varijable CAl CA2 CA3
Cx -0.24 -0.04 0.42
Ca -0.36 0.14 0.11
Cx 1.08 0.00 -0.53
Cx -3.00 -0.28 0.92
Cu -0.80 -0.81 1.54
Cxs 3.86 0.86 -0.79
Cux -0.64 0.15 -1.81
Cx -0.32 -0.21 0.80
Cas 0.49 0.17 0.04
Cy -0.79 -0.26 -1.27
Cao -0.97 -0.62 0.01
Ca 0.59 -0.13 0.50
Cx 0.35 0.61 1.11
Css -0.60 -0.90 -0.85
Ca 0.18 -0.92 -0.29
Css -0.16 1.47 -1.07
Oleani -0.69 1.09 0.14
Lupani 0.00 -0.12 -0.42
Tarakserani -0.39 0.14 -0.46
Eigenval 30.34 16.75 11.09

Cum.Prop 0.35 0.54 0.67

‘tEigenvalue — svojstvene vrednosti diskriminanti.
+Cumulative Proportion — kumulativni odnos.

B) Diferenciranje na osnovu sadrzaja komponenti metanolnih ekstrakata

Prve dve ose objasnjavaju visok nivo ukupne varijabilnosti (71,91 %), pri ¢emu prva
osa (CAl) objasnjava 38,10 %, dok druga osa (CA2) objasnjava 33,80 % varijabilnosti
uzorka (tabela 24). Gledano na nivou metanolnih ekstrakata najveéi uticaj na diskriminaciju
grupa uopste, kao 1 po prvoj kanonijskoj osi ostvaraju komponente I, IV-VI, VIII, IX; XIl,
XIV i XVI. Nesto manju ulogu na formiranje grupa ostvaruju komponente V, VII, XI-XIlII,
XV koje uticu na izdvajanje po drugoj osi. Potrebno je naglasiti da se rodovi Crassula i
Echeveria odlikuju medusobno bliskim pozicijama na grafikonu, $to se tumaci kao posledica
slicnosti u sadrzaju komponenti Il i I1l. Njihova pozicija je takode, vrlo bliska sa grupom
koju dominantno formiraju serije roda Sedum. Konstatovano je relativno dobro diferenciranje
roda Kalanchoe, ¢iji su uzorci smesteni U negativnom delu prve ose (visok sadrzaj
komponente XVI), dok se u pozitivnhom delu vrlo jasno izdvajaju serije Stefco i Acria. U
odnosu na ostale elemente prikazane na grafikonu, po drugoj osi se najbolje diskriminisala
serija Dasyphylla, dok relativno visok nivo izdvajanja pokazuju serija Acria i rod Kalanchoe
(slika 35).

-123-



Rezultati

Karakteri metanolnog ekstrakta
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Slika 35. Pozicije analiziranih serija roda Sedum, taksona spoljene grupe i njihovih centroida

u prostoru I i Il diskriminantne ose (CDA); karakteri metanolnih ekstrakata
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Rezultati

Tabela 24. Koeficijenti optereéenja kvantitativnin karaktera u odnosu na prve tri

diskriminantne ose (CDA); karakteri metanolnih ekstrakata

Varijable CAl CA2 CA3
| 0.30 -0.25 -0.44

I 0.80 -0.14 -0.63

i 0.19 0.01 0.39

v 0.97 -0.31 -0.15

\% 1.21 -0.64 0.37

VI 0.77 0.38 -0.58
VIl -0.40 -0.87 -0.14
VI 0.96 -0.48 -0.15
IX 0.87 0.07 -0.03

X 0.09 -0.08 0.67

Xl -0.20 -0.57 0.67
X1l 2.36 -0.76 -0.66
X1l 0.32 1.26 0.23
XV -1.27 0.42 -0.41
XV 0.07 0.78 0.01
XVI -0.66 0.39 -0.87
Eigenval 46.90 41.62 11.02
Cum.Prop 0.38 0.72 0.81

TEigenvalue — svojstvene vrednosti diskriminanti.
‘+Cumulative Proportion — kumulativni odnos.

C) Diferenciranje na osnovu sadrzaja karaktera epikutikularnih voskova i metanolnih

ekstrakata

Prve dve ose objasnjavaju 76,63 % ukupne varijabilnosti, pri ¢emu prva osa (CAl)
objasnjava 61,42 %, dok druga osa (CA2) objasnjava 15,21 % varijabilnosti uzorka (doprinos
komponenti boldovanih u tabeli 25). Na diskriminaciju grupa, predstavljenih na grafikonima
(slika 35), po prvoj kanonijskoj osi ostvaraju karakteri Cp1, Co, Czs, Cog, C39, C32 1 Cgs iz
grupe n-alkna, odnosno komponente I, VI, V i XII metanolnih ekstrakata. Nesto manju
ulogu na formiranje grupa ostvaruju komponente C,;, Ca3, Cus, Co7 1 Css koje uti¢u na
izdvajanje po drugoj osi.U odnosu na prvu i drugu osu, u pozitivnom delu, izdvojen je rod
Crassula, a u negativnom delu druge ose dodatno se izdvajaju serija Magellensia i
predstavnik roda Kalanchoe. Rod Echeveria se i u ovoj analizi nalazi u blizini serija roda
Sedum (slika 36).
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Slika 36. Pozicije analiziranih serija roda Sedum i njihovih centroida u prostoru I i Il
diskriminantne ose (CDA); karakteri epikutikularnih voskova i metanolnih ekstrakata,

kumulativni efekat
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Rezultati

Tabela 25. Koeficijenti optereCenja kvantitativnih karaktera u odnosu na prve tri
diskriminantne ose (CDA); karakteri epikutikularnih voskova i metanolnih ekstrakata,
kumulativni efekat

Varijable CAl CA2 CA3
Cx 0.41 0.39 -0.58
Cax -6.11 0.59 1.21
Cx 6.26 -0.12 2.60
Ca -3.20 -5.71 -0.98
Cu -1.60 -1.27 3.35
Cys 5.70 7.78 -3.27
Cas -0.10 -0.36 -1.52
Cyx 5.45 -5.59 1.06
Cas -9.89 2.56 0.44
Cy 5.49 4.54 -2.33
Cao 9.15 -3.95 1.33
Ca 3.56 -0.71 1.78
Cx -5.36 -0.43 -1.36
Css 3.05 -3.24 -1.50
Cx -1.11 -4.11 -0.54
Css 6.34 5.21 2.10

Oleani 3.59 -2.75 2.35
Lupani 0.13 -0.90 1.22
Tarakserani 0.46 -1.21 1.22
I 3.65 -2.00 0.84

1 -0.16 -0.89 -0.28

i 6.72 0.09 0.48

v -1.49 0.39 0.19

\ -1.94 -3.10 -0.55

VI -5.87 0.52 -0.16
VII 1.99 0.34 -0.71
VI -1.16 -1.53 -1.98
IX -3.93 -1.13 -0.18

X 2.02 0.37 1.37

Xl 9.97 0.90 -0.58
X1 -7.39 0.31 -2.43
X1 -3.76 2.19 0.30
XV -1.82 -2.56 1.30
XV -2.98 -1.58 0.53
XVI -1.94 0.21 0.22
Eigenvalue 141770  351.13 160.12
Cum. Prop. 0.61 0.77 0.84

TEigenvalue — svojstvene vrednosti diskriminanti.
+Cumulative Proportion — kumulativni odnos.
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Rezultati

4.3.2.3. Diskriminantna analiza na osnovu ukupanih sadrzaja n-alkana, triterpena i

komponenti metanolnog ekstrakta kao karaktera

A) Diferenciranje serija roda Sedum na oshovu ukupanih sadrzaja komponenti

epikutikularnih voskova i metanolnih ekstrakata

Nivo diskriminacije ispitivanih grupa na osnovu ukupanih sadrzaja n-alkana (Cyo-
Css), triterpenskih serija (oleanska, lupanska i triterpenska serija) i komponenti metanolnog
ekstrakta (iz opsega retencionih vremena ARt=15-20 min.) je prikazan na dva grafikona (slika
37), odnosno kroz karakteristi¢ne koeficijente karaktera koji uticu na formiranje grupa u
analizi (tabela 26). Prve dve diskriminantne ose prikazuju 94.59 % varijabilnosti, pri ¢emu
prva osa objasnjava 82,33 %, a druga 12,26 % varijabilnosti. Interesantno je da u ovoj analizi
varijabilnost triterpena u najvecoj meri doprinosi diskriminaciji grupa. U negativnom delu
prve ose (jasnije prikazano na grafikonu sa centroidima) izdvojila se grupa taksona koju ¢ine
serije Alba, Acria, Alpestria, Alba, Stefco i Sedella. Navedena grupa je okarakterisana
izostanakom ili izuzetno niskim sadrzajem triterpena. U pozitivnom delu prve ose, grupe
taksona su predstavljene na medusobno rastojanju, $to ukazuje na veéi stepen njihove
diferencijacije. Pojednostavljen, centroidni prikaz diferencijacije, omogucuje da se uoce dve
grupe taksona. Prvu grupu Cine Serije Acria, Alpestria, Sedella i Stefco, postavljene u
negativnoj zoni prve ose. Drugu grupu Cine serije Aithales, Glauco-rubens, Dasyphylla,
Magellensia i Cepaea koji se nalaze u pozitivnoj zoni prve ose. Vecina uzoraka koji
odgovaraju seriji Rupestria imaju intermedijarnu poziciju u odnosu na dve pomenute glavne
grupe. lIzdvojenim pozicijama u odnosu na drugu grupu odlikuje se serija Cepaea, odnosno
serija Alba u odnosu na prvu grupu taksona. Njihovo izdvajanje je moguce vrSiti u odnosu na
drugu kanonijsku osu. Prvu grupu karakteriSe izostanak ili nizak sadrzaj triterpena, dok je

sadrzaj triterpenske frakcije izuzetno visok kod predstavnika druge grupe.

B) Diferenciranje serija roda Sedum i spoljne grupe taksona na osnovu ukupanih sadrzaja

komponenti epikutikularnih voskova i metanolnih ekstrakata

U slucaju kada pored karaktera ispitivanih serija roda Sedum ukljucimo i karaktere
taksona spoljene grupe, grupisanje entiteta u diskriminantnoj analizi se vr$i na drugaciji nacin

(slika 38). Kao i kod PCA, dodavanje taksona iz drugih rodova je izazvalo takozvano
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,,sabijanje®, tj. priblizavanje uzoraka koji pripadaju razli¢itim serijama roda Sedum, ukazujuci
na homogenost hemijskog sastava u okviru grupe koju ¢ine. Pritom, nain grupisanja
elementa u pomenutoj grupi se nije znacajnije promenio u odnosu na prethodnu DCA analizu.
Nivo diskriminacije je naro€ito ispoljen u kada se posmatraju pozicije rodova Crassula i
Echeveria, dok je Kalanchoe u analizi prikazan kao blizak entitetu koji ¢ine serije roda
Sedum. Prve dve ose objasnjavaju 92,78% varijabilnosti (tabela 27; CAl, 68,91 % i CA2,
23,87 %). Koeficijenti koji odlikuju triterpene u najveéoj meri uti¢u na formiranje grupa u
odnosu na prvu osu. Sa druge strane odredeni n-alkani i komponente metanolnog ekstrakta
imaju vecu ulogu kada je u pitanju formiranje druge ose. U odnosu na prvu osu, u hjenom
pozitivnom delu, usled izuzetno visokog sadrzaja triterpena jasno se izdvaja Echeveria,dok se
u negativnom delu druge ose usled izostanka triterpena iz epikutikularnog voska uocava

izdvajanje roda Crassula.
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Slika 37. Pozicije analiziranih serija roda Sedum i njihovih centroida u prostoru I i Il
diskriminantne ose (CDA); ukupni sadrzaji kao karakteri
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Slika 38. Pozicije analiziranih serija roda Sedum, taksona spoljne grupe i njihovih centroida u
prostoru I i Il diskriminantne ose (CDA); ukupni sadrzaji kao karakteri
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Tabela 26. Koeficijenti optereéenja kvantitativnih karaktera u odnosu na prve tri
diskriminantne ose (CDA); serije roda Sedum, grupe kraktera

Varijable CA1l CA2 CA3

M -0.18 -0.97 -0.26
A -0.10 0.49 -1.26
T 0.94 0.33 -0.93
Eigenval. 7.82 1.16 0.51
Cum.Prop. 0.82 0.95 1.00

‘tEigenvalue — svojstvene vrednosti diskriminanti.
+Cumulative Proportion — kumulativni odnos.

Tabela 27. Koeficijenti optereéenja kvantitativnih karaktera u odnosu na prve tri
diskriminantne ose (CDA); serije roda Sedum i spoljna grupa taksona, grupe kraktera

Varijable CAl CA2 CA3

M -0.28 0.32 0.92
A -0.37 1.13 -0.64
T 0.71 1.09 -0.42
Eigenval. 11.33 3.92 1.19
Cum.Prop. 0.69 0.93 1.00

TEigenvalue — svojstvene vrednosti diskriminanti.
tCumulative Proportion — kumulativni odnos.
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4.3.3. Klaster analiza

Klaster analiza je primenjena sa ciljem ispitivanja nivoa sli¢nosti elemenata
ukljucenih u analizu. Kao rezultat analize, dolazi do specifi¢tnog na¢ina grupisanja uzoraka
koji pripadaju razli¢itim serijama roda Sedum, odnosno taksonima spoljne grupe. Pritom,
formiranje grupa treba da ukaZe na odredeni nivo hemotaksonomske originalnosti elemenata
koje ih Cine.

Za formiranje klasterskih ekvivalenata koriS¢ene su Mahlanobisove distance
izraunate iz prethodno sprovedene diskriminantne analize. U daljem formiranju klastera, za
izraCunavanje indeksa sli¢nosti korisé¢en je UPGMA metod (Unweighted Pair Group Method

with Arithmetic Mean), dok su rezultati grafic¢ki prikazani pomoc¢u dendrogama (kladograma).

4.3.3.1. Klaster analiza — nivo serija roda Sedum

A) Grupisanje na osnovu sadrzaja n-alkana i triterpena u epikutikularnim voskovima

Karakteri voska
Nivo serija
Mahlanobisove distance i UPGMA

Acria
Alpestria :l_
Cepaea
Sedella
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Glauco-rubens
Rupestria
Alba ———
Stefco ——mro
Dasyphylla
Magellensia |
Rubra
Litorea
0 20 40 60 80 100 120 140 160 180

Linkage Distance

Slika 39. Dendrogram serija roda Sedum na osnovu diskriminantne analize; karakteri
epikutikularnih voskova

U zavisnosti od distance na kladogramu se uocava nekoliko grana koje se izdvajaju na
bazi hemijskog sastava epikutikularnih voskova. Na grafikonu je, pocev od distance 160 do

100, izdvojeno ukupno pet entiteta, pri ¢emu se kao zaseban najpre izdvaja serija Litorea
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(slika 39). Ovi podaci ukazuju na osobenost ove serije i na izolovan hemotaksonomski status
serije Litorea koja se karakteriSe visokim sadrzajem Cs3 i C3; n-alkana (ukupno 83,42 %) i
6,08 % triterpena oleanskog tipa u vosku. Ispod vrednosti distance 100 nalazi se grana koja se
dalje racva i koja obuhvata serije Alba, Stefco, Rupestria, Glauco-rubens, Aithales, Sedella,
Cepaea, Alpestria i Acria koje se odlikuju sli¢nim sastavom u pogledu n-alkana i triterpena.
Kao izdvojeni taksoni, odnosno grupe taksona u odnosu na ovu veliku grupu, prikazana je
serija Dasyphylla, odnosno serije Rubra i Magellensia. Ukoliko se dobijena aglomeracija
elemenata uporedi sa rezultatima diskriminantne analize, uvocava se donekle drugaciji nacin

grupisanja serija.

B) Grupisanje na osnovu sadrzaja komponenti metanolnih ekstrakta

Karakteri metanolnog ekstrakta
Nivo serija
Mahlanobisove distance i UPGMA

Acria 1
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o
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Slika 40. Dendrogram serija roda Sedum na osnovu diskriminantne analize; karakteri
metanolnih ekstrakata

Izgled kladograma, u slucaju analiziranja obrasca distribucije komponenti metanolih
ekstrakata, ukazuje na pojavu dve osnovne grane na kladogramu (slika 40). U odnosu na
heterogenu grupu ostalih serija roda koje su prikazane kao sli¢ne (distanca 370), izdvojena je
je serija Stefco koja se izdvaja usled jedinstvenog sastava metanolnog ekstrakta: visok sadrzaj
komponente XII (22,98 %) i komponente VI (11,76 %). Grupa taksona locirana nizim
vrednostima distance (ispod 350) deli se na najmanje tri grupe taksona, izdvojene po sli¢nosti

hemijskog sastava metanolnih ekstrakata. Prvu izdvojenu grupu ¢ine serije Acria i
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Dasyphylla, potom dolazi do izdvajanja serija Cepaea i Magellensia, dok sve ostale serije
¢ine jednu u hemijskom pogledu slicnu grupu. Dati rezultati se u velikoj meri slazu sa

rezultatima diskriminantne analize.

C) Grupisanje na osnovu sadrzaja komponenti epikutikularnih voskova i metanolnih
ekstrakata
Svi karakteri

Nivo serija
Mahlanobisove distance i UPGMA
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Slika 41. Dendrogram serija roda Sedum na osnosu diskriminantne analize; karakteri
epikutikularnih voskova i metanolnih ekstrakata, kumulativni efekat

Na Kkladogramu koji je dobijen statistickom obradom obrasca varijabilnosti svih
karaktera (epikutikularnog voska i metanolnog ekstrakta), izdvajaju se dve osnhovne grane
(slika 41). Kao i u slu¢aju diskriminantne analize,, izdvojile su se serije Dasyphylla i Acria,
Sto ukazuje na njihovu medusobnu sli¢nost (distanca 440), ali istovremeno i na izolovanu
taksonomsku poziciju koju imaju u okviru roda Sedum. Serija Acria, za razliku od serije
Dasyphylla, se ne karakteriSe visokim sadrzajem triterpena oleanskog tipa i nisu medusobno
bliske po sadrzaju drugih komponenti voska. Bliskost ove dve serije se moze pripisati
slicnom sadrzaju komponenti metanolnog ekstrakta II i Ill. Ostale serije su aglomerisane
zajedno, ¢ine¢i heterogenu grupu u okviru koje se daljim hijerarhijskim grananjem definisu
podgrupe, odnosno jo§ najmanje dva taksonomska entiteta izdvojena na bazi slinosti u

prisustvu i koncentracijama komponenti metanolnih ekstrakata.
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4.3.3.2.  Klaster analiza — nivo serija roda Sedum i spoljne grupe taksona

A) Grupisanje na osnovu sadrzaja n-alkana i triterpena u epikutikularnim voskovima

Karakteri voska
Nivo serija i spoljnih grupa
Mahlanobisove distance i UPGMA
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Sedella
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Slika 42. Dendrogram serija roda Sedum i taksona spoljne grupe na osnovu
diskriminantne analize; karakteri epikutikularnih voskova

Uklju¢ivanjem spoljnih grupa taksona u analizu u znatnoj meri utice na formiranje
grupa u dendrogramu (slika 42). Kao i u diskriminantnoj analizi, rodovi Crassula i
Kalanchoe se izdvajaju kao posebne grane na dijagramu, $to u znatnoj meri naglasava
osobenost njihovog hemijskog sastava u odnosu na analiziranih serija roda Sedum. Ovakav
raspored je donekle bio i1 o¢ekivan, jer izdvajanje pomenutih rodova u potpunosti opravdava
njihovo filogenetsku poziciju u okviru razlicitih potfamilija familije Crassulaceae. Rod
Echeveria se kao pripadnik istog tribusa (Sedeae) sa rodom Sedum, takode pravilno svrstava
u neposrednoj blizini grupe koju na klasteru ¢ine serije pomenutog roda, opravdavajuci
tradicionalnu taksonomsku podelu. Medutim, polozaj roda Hylotelephium u okviru istog
klastera sa pripadnicima roda Sedum je pomalo neocekivan. Njegova velika sli¢nost pogledu
sadrzaja n-alkana i triterpena, pre svega sa serijom Litorea ali i drugim serijama roda Sedum

(distanca 200), ne opravdava njegovu taksonomsku individulanost.
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B) Grupisanje serija ha osnovu sadrzaja komponenti metanolnih ekstrakata

Karakteri metanolnog ekstrakta
Nivo serija i spoljnih grupa
Mahlanobisove distance i UPGMA

Acria 1
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Slika 43. Dendrogram serija roda Sedum i taksona spoljne grupe na osnovu
diskriminantne analize; karakteri metanolnih ekstrakata

Kao i u slucaju diskriminantne analize, serija Stefco predstavlja izrazito distanciranu
seriju (distanca 500) koja se po specificnom obrascu varijabilnosti komponenti metanolnih
ekstrakata odvaja ne samo od drugih sera roda Sedum, ve¢ i u odnosu na druge rodove
familije Crassulaceae koji su uklju¢eni u analizu. Takode, serije Acria i Dasyphylla koje
formiraju zasebnu granu (distanca 410) pokazuju izvestan stepen hemotaksonomske
individualnosti u odnosu na grupu svih ostalih taksona, ukljucujuéi i taksone spoljne grupe.
lako izdvojeni u vidu zasebnih klada, rodovi Crassula, Echeveria i Kalanchoe se po sli¢nosti
u sadrzaju komponentnih komponenti metanolnih ekstrakata ne izdvajaju dovoljno jasno u
odnosu na taksone roda Sedum (slika 43). Rezultati klaster analize se u ovom slucaju
znacajno razlikuju u odnosu na hemotaksonomsku sliku varijabilnosti sastava epikutikularnih

voskova, ne podrZavajuci tradicionalnu taksonomsku podelu familije Crassulaceae.
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C) Grupisanje na osnovu sadrzaja komponenti epikutikularnih voskova i metanolnih

ekstrakata

Svi karakteri
Nivo serija i spoljnih grupa
Mahlanobisove distance i UPGMA
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Slika 44. Dendrogram serija roda Sedum i taksona spoljne grupe na osnosvu diskriminantne
analize; karakteri epikutikularnih voskova i metanolnih ekstrakata, kumulativni efekat

Sagledavanje varijabilnosti na nivou svih analiziranih karaktera (voskova i
metanolnih ekstrakata) pruza znatno bolji uvid u komleksnost odnosa u grupi istrazivanih
taksona u odnosu na rezultate dobijene testiranjem samo jedne grupe hemotaksonomskih
parametara. Rezultati klaster analize u ovom slucaju pruZaju jasniju sliku klasifikacije
uzoraka, koja se istovremeno u velikoj meri podrzava klasi¢nu taksonomskom strukturu
familije Crassulaceae. Rod Crassula se, zauzimajuéi zasebnu poziciju u kladogramu ($to je u
skladu sa njenom pripadnos¢éu posebnoj potfamiliji) u najvecoj meri se razlikuje od svih
ostalih taksona (distanca oko 525). Potom, na distanci 430, dolazi do izdvajanja druge
znaCajne grupe koja obuhvata serije Acria, Dasyphylla roda Sedum i rod Kalanchoe, dok je
Echeveria obuhvaéena drugom granom, zajedno sa serijama roda Sedum (slika 44). Ovakav
raspored ispitivanih uzoraka je u podudarnosti sa rezultatima diskriminantne analize za isti

set podataka.

-138-



Rezultati

4.3.3.3. Klaster analiza na osnovu ukupanih sadrzaja n-alkana, triterpena i komponenti
metanolnog ekstrakta kao karaktera

A) Grupisanje serija roda Sedum na osnovu ukupnih sadrzaja komponenti epikutikularnih
voskova i metanolnih ekstrakata
Ukupni sadrzaji kao karakteri (A, T, M)

Nivo serija
Mahlanobisove distance i UPGMA

Acria
Alpestria
Sedella
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Slika 45. Dendrogram serija roda Sedum na osnovu diskriminantne analize; ukupni sadrzaji
kao karakteri

Na prikazanom kladogramu (slika 45) se jasno izdvajaju dve grupe elemenata
(distanca 22). Na bazi sli¢nosti u distribuciji n-alkana i triterpena, sa jedne strane se izdvaja
gupa koju Cine serije Cepaea, Dasyphilla, Glauco-rubens i Aithales, koja je razli¢ita u odnosu
na ostale serije koje su na istoj vrednosti distance obuhvacene drugom granom. Serije
Magellesia i Rupestria su u okviru druge grupe taksona, kao medusobno sli¢nije, izdvajaju u
vidu diskretne podgrupe zbog sli¢nosti u sadrzaju n-alkana (75,32 % i 70,07 %, respektivno),
dok je razlika u sastavu ostala dva karaktera reda veli¢ine ~10 %. Distribucija taksona na
kladogramu ukazuje na izvesnu sli¢nost obrasca grupisanja elementa u klaster analizi sa

izdvajanjem grupa u diskriminantnoj analizi, kada se analizira isti set podataka.
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B) Grupisanje serija roda Sedum i spoljnih grupa taksona na osnovu ukupnih sadrzaja
komponenti epikutikularnih voskova i metanolnih ekstrakata
Ukupni sadrzZaji kao karakteri (A, T, M)

Nivo serija i spoljnih grupa
Mahlanobisove distance i UPGMA

Acria
Alpestria
Sedella
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Magellensia
Rupestria
Kalanchoe

Aithales
Glauco-rubens ]]7
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Slika 46. Dendrogram serija roda Sedum i spoljnih grupa taksona na osnovu diskriminantne
analize; ukupni sadrzaji kao karakteri

Kada su setu podaka iz predhodne analize dodaju adekvatne vrednosti komponenti
epikutikularnih voskova i metanolnih ekstrakata taksona spoljne grupe, dobijen je kladogram
koji pruza prikaz taksonomskih odnosa u grupi prikazanih na slici 46 rodovi Echeveria, a
potom i rod Crassula formijaju zasebne grane kladograma, koje se formiraju na samom
pocetku analize. Izdvajanje roda Echeveria je donekle neocekivano u odnosu na njegovu
filogenetsku povezanost sa rodom Sedum u okviru istog tribusa Sedeae. Neophodno je
naglasiti da upadljivo izdvajanje roda Echeveria u odnosu na ostale taksone u ovoj analizi,
osim specifinog sastava, verovatno predstavlja posledicu znac¢ajnog prinosa voska kod vrste
E. lilacina. Osim $to ta Cinjenica predstavlja izuzetak u odnosu na predhodne analize, pozicija
ostalih taksona spoljne grupe u manjoj ili vecoj meri prati ve¢ ustaljeni obrazac; Crassula je i
dalje izdvojena u vidu posebne grane, dok je Kalanchoe je grupisan sa taksonima Koji
pripadaju rodu Sedum. U hemotaksonomskom smislu, Kalanchoe ispoljava najvecu sli¢nost
sa serijama Rupestria i Magellensia sa kojima se nalazi u istoj podgrupi. Grupisanje elementa
u analizi, u opStem smislu, prati obrazac varijabilnosti i distribuciju analiziranih elemenana u
diskriminantnoj analizi. Generalno, pozicije serija roda Sedum i njihov odnos/redosled u
okviru grupa se nije u znatnijem obimu promenio nakon uklju¢ivanja taksona spoljne grupe,

izuzimajuzi izdvajanje roda Echeveria.
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4.3.4. Korespodentna analiza

Poznata je Cinjenica da svi predstavnici familije Crassulaceae na povrSini listova
poseduju dobro razvijen sloj voska koji u zavisnosti od sastava, u manjoj ili ve¢oj meri utic¢e
na boju povrsine listova (Stevens, et al. 1994b). Prisustvo ili odsusvo odredenih klasa
jedinjenja (kao Sto su n-alkani i triterpeni) na lisnoj povrSini moze uticati na njegovu teksturu
i pojavu ili odsustvo karakteristicnog odsjaja (refleksije) lisne povrsine. Boja povrSine lista,
kao specifican kvalitativni karakter biljaka, u zavisnosti od predstavnika, moze da varira u
okviru razli¢itih nijansi (Stanja) zelene, ili da bude modifikovana u razli¢ite nijanse sive,
plavicaste (glaukozne) ili skoro bele boje.

U cilju ispitivanja povezanosti navedenih kvalitativnih osobina primenjena je
korespodentna analiza. Razmatrana je asociranost izmedu karakteristi¢éne obojenosti povrsine
lista kod analiziranih vrsta i sastava epikutikularnih voskova, tj. na koji na¢in prisustvo i/ili
odsustvo pojednih klasa jedinjenja moze da utie na izgled povrSine lista. Pra¢enjem
varijabilnosti navedenih kvalitativnih parametara kod predstavnika roda Sedum, ali i drugih
rodova familije Crassulaceae predstavljena je moguénost primene rezultata analize u daljim
ekoloskim 1 bioloSkim istrazivanjima. Sa druge strane, rezultati korespodentne analize
ukazuju na karakteristican obrazac asociranosti izmedu hemijskog sastava voska 1 odredenih
grupa taksona, naglaSavajuéi zna€aj odredenih grupa jedinjenja u tumacenju taksonomskih
odnosa u okviru familije.

Analiza je realizovana kroz tri razli¢ita aspekta. U prvom slucaju je razmatrana
pravilnost pojave triterpena u epikutikularnim voskovima ispitivanih taksona na nivou serija
roda Sedum; u drugom slucaju su osim navedenih serija razmatrani i taksoni iz takozvane
spoljne grupe; u treem slucaju je razmatrana potencijalna povezanost izmedu zastupljenosti
triterpenskih komponenti i stanja povrSine lista na nivou serija roda Sedum. Problem
statisticke analize nemerljivih, kvalitativnih karaktera prevaziden je posmatranjem njihovih
kodiranih oblika, koji su posmatrani kao matricne vrednosti njihovih stanja. Na taj nacin,
varijabilnost pojedinac¢nih kvalitativnih karaktera opisana je frekvencom koja odgovara
pojavi njihovog odredenog stanja. U analizi kvalitativnih osobina posmatrana su 4 od ukupno
5 karaktera, koji se javlju u nekoliko razlicitih oblika, zavisno od tipa karaktera (prilog 4).
Karakter obojenosti listova analiziranih predstavnika varira u okviru 2 osnovna stanja (zelena
I glaukozna povrsina) na nivou serija roda Sedum, odnosno u nesto Sirem dijapazonu (zelena,

glaukozna i pruinozna), kada se razmatraju i taksoni spoljne grupe. Razmatranje odnosa dva

-141-



Rezultati

navedena kvalitativna karaktera, ovom prilikom je vrS§eno samo na nivou serija roda Sedum.
Stanje karaktera epikutikularnih voskova (n-alkani, oleani, lupani, tarakserani) sagledavano je
kroz prisustvo, odnosno odsustvo odredene frakcije u analiziranim uzorcima. n-Alkani, kao
univerzalno prisutna grupa jedinjenja u ispitivanim uzorcima voskova, ne pokazuju
varijabilnost u pomenutom kontekstu, te u ovoj analizi njihova uloga nije razmatrana.
Povezanost kvalitativnih karaktera i njihovih stanja sa odgovaraju¢im taksonima ili grupama

taksona graficki je prikazan je u prostoru prve dve ose korespodentne analize.

A) Obrazac distribucije triterpena na nivou serija roda Sedum

Kodiranjem stanja elemenata triterpenske frakcije epikutikularnih voskova i
posmatranjem oblika njihove grupisanosti sa taksonima roda Sedum mogu se uociti Cetiri
grupe medusobno asociranih elemenata (slika 47).

Serije Glauco-rubens i Aithales, izdvojene u odnosu na obe korespodentne ose, jasno
su asocirane sa prisustvom lupanske serije i donekle slabije asocirane sa prisustvom oleanske
serije titerpena. Ovakvo stanje asociranosti ukazuje na znacaj prisustva lupana koji se svojim
prisustvom izdvaja kao karakteristican konstituent voskova za dve pomenute serije. Grupa
koja se karakteriSe takode jasnom asocirano$¢u sa prisustvom tarakseranske serije obuhvata
serije Rupestria i Sedella. Pomenuta grupa je nesto jasnije definisana u odnosu na drugu
korespodentnu osu. Tarakseranska i lupanska serija su se pokazale kao znacajni karakteri u
izdvajanju pomenutih serija, dok oleanska serija predstavlja karakter od manjeg
hemotaksonomskog znacaja, obzirom da je njeno prisustvo u podjednakoj meri asocirano sa
veéim brojem ispitivanih serija. Ipak, moze se reci da prisustvo oleanske serije ima odredeni
znaaj u izdvanjaju grupa koje se nalaze u pozitivnoj zoni prve ose, ali da gubi ulogu u
njihovoj daljoj medusobnoj diferencijaciji.

Druge dve grupe taksona su blisko pozicionirane u odnosu na prvu osu, dok se u
odnosu na drugu osu i ne diferenciraju. Ono $to u generalnom smislu izdvaja ove dve velike
grupe taksona jeste skoro potpuno odsustvo triterpenskih serija u epikutikularnim voskovima.
Grupa koju cine serije Stefco, Acria, Alpestria, Alba i Rubra su u velikoj meri asocirane sa
odsustvom lupanske i oleanske serije u epikutikularnim voskovima. Druga grupa obuhvata
medusobno asocirane serije Dasyphylla, Cepaea, Magellensia i Litorea za koje je takode
karakteristi¢éno odsustvo tarakseranske serije, ali se za njih u manjoj meri vezuje i prisustvo

oleanske serije.
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B) Obrazac distibucije triterpena na nivou serija i spoljne grupe taksona

Kada se u analizu, pored serija roda Sedum, ukljuce i taksoni spoljne grupe,
asociranost stanja njihovih karaktera ponovo ukazuje na formiranje cetiri grupe elemenata
(slika 48). Obrazac asociranosti taksona sa prisustvom ili odsustvom triterpenskih serija je
slicna kao u prethodnom slucaju, pri ¢emu su serije okarakterisane odsustvom triterpena
blisko asocirane sa predstavnicima rodova Crassula i Hylotelephium. Rodovi Kalanchoe i
Echeveria su se izdvojili u odnosu na vecinu ispitivanih serija, asocirajuci se sa prisustvom
tarakseranske serije triterpena. Prisustvo lupanske serije triterpena u ovoj analizi jo§ viSe
govori 0 nenoj univerzalnosti na nivou Citave familije, poSto Se asocira sa relativno velikim
brojem grupa, ukljucujuéi i rodove Kalanchoe i Echeveria. U tom smislu je znacaj oleana kao
jemotaksonomskih markera znatno manji nego u slucaju ostalih serijha triterpena.
Uvodenjem spoljnih grupa uocena je slicnost u pojavljivanju i odnosu triterpenkih serija u
epikutikularnim voskovima kod rodova Crassula i Hylotelephium i serija Stefco, Acria,
Alpestria, Alba i Rubra sa jedne strane, odnosno kod rodova Kalanchoe i Echeverian i serije

Sedella sa druge strane.

C) Obrazac povezanosti prisustva triterpena i karaktera povrsine lista — nivo serija roda

Sedum

Rezultati korespodentne analize ukazuju da je boju povrsine lista kod predstavnika
roda Sedum, koja varira od svetlo zelene do plavo- ili zelenosive (glaukozne) ili u izdvojenim
slu¢ajevima skoro sivobele (pruinozne), moguce dovesti u vezu sa sastavom epikutikularnih
voskova, a pre svega sa prisustvom odredenih serija triterpena. Stanje asociranosti
kvalitativnin karaktera koji se odnose na obojenost lista i prisustvo triterpenskih serija
prikazano je grafickim putem na slici 49. Uocava se da se najveci broj serija kao §to su:
Stefco, Acria, Alpestria, Alba, Rubra, Cepaea, Magellensia i Litorea odlikuje svetlo zelenom
povrSinom listova, koja se povezuje sa skoro potpunim odsustvom triterpena u
epikutikularnim voskovima. Podrazumeva se da u slucaju obojenosti lista treba razmatrati u
kontekstu prisustva n-alkana, koji iako nisu razmatrani u analizi, u ovom slucaju predstavljaju
dominantnu komponentu voskova koja odreduje stanje lisne povrsine. Drugu grupu taksona
gde spadaju serije Dasyphylla, Rupestria, Sedella, Glauco-rubens i Aithales odlikuje pojava
sive do sivo plave voStane prevlake na listovima i asocirana sa pojavom svih serija

triterpenske frakcije. Dalju diferencijaciju u okviru ove grupe moguce je pratiti na osnovu
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uloge tarakserana sa jedne, odnosno oleana i lupana sa druge strane. Naime, tarakserani su
kao frakcija veoma jasno asocirani sa serijama Rupestria, Sedella; lupani sa serijama Aithales
i Glauco-rubensi, dok se oleani vise vezuju za seriju Dasyphylla. Uticaj navedenih

triterpenskih serija na nijanse lisne povrSine je svakako mogu¢ uz detaljniju podelu stanja i

detaljnije razmatranje obojenosti povrsine lista, Sto ovom prilikom nije razmatrano.
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Pojava triterpenskih serija u taksonima roda Sedum
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Pojava triterpenskih serija i stanje povrsine lista

Slika 49. Asociranost pojave triterpena i boje lisne povrsine kod serija roda Sedum u prostoru

Nivo serija

15
= _ Cepaea
g 10 Acria %L?torea
2 Stefco oo Magellensia
5 05 Rubra ﬁ'pe.ft”aTaraKs/erani:O
g ° | Oleani:
= ‘. eani:1 s
4 00 Oleani:¢-uPani:0 Dasyphylla _
= = ° Lupani:1
® / Povrsina lts?a&,%lau na
g -05 ©
= N
.
2 -10
>
c
S .
o 15 Rupestrlao
P
c
S 20 )
S Tarakserani:1
g o)
5 -25 Sedoella /

-3.0

-2.0 -15 -1.0 -0.5 0.0 0.5 1.0 15 2.0 25

Dimension 1; Eigenvalue: ,55119 (17,22% of Inertia)

I'i 1l korespodentne ose;

(triterpeni: 1-prisustvo, 0-odsustvo; povrsina lista: zelena, glaukozna)

-145-



5. DISKUSIJA

Fitohemija u okviru istrazivanja sekundarnih metabolita biljaka predstavlja jedan od
znacajnijih aspekata prouc¢avanja bioloske raznovrsnosti biljnog sveta. Rezultati fitohemijskih
istrazivanja pruzaju svojevrsni doprinos u resavanju taksonomskih i evolutivnih nedoumica,
na razlic¢itim hijerarhijskim nivoima. Sistematika, kao disciplina koja objedinjuje
taksonomske principe i evoluciju biljaka, je zasnovana na ¢itavom nizu razli¢itih pristupa ¢iji
je zajednicki cilj formiranje filogenetskog stabla koje maksimalno odrazava stepen srodnosti
izmedu biljaka (Marin, 2003). Jedan od pristupa je pracenje varijabilnosti sekundarnih
metabolita na razli¢itim nivoima klasifikacije koja se kroz multidisciplinarnost moze uvrstiti
u odredeni sistem klasifikacije i postupak raznjasnjavanja filogenetstih odnosa.

Najve¢i rod familije Crassulaceae — Sedum je u okviru mnogih taksonomskih
istrazivanja definisan kao problematican i kontraverzan takson. Rod je sa aspekta
infragenericke klasifikacije i definisanja filogenetskih odnosa najcesce istrazivan na osnovu
morfoloskih, biohemijskih i molekularnih karaktera. Medutim, svako prethodno istraZivanje
je za sobom ostavljalo delimi¢no nerazja$njene odnose u okviru roda koji su predstavljali
izazov za dalja istrazivanja, dok je svako naredno istrazivanje roda koriste¢i razli¢ite markere
i tehnike analize podataka (uskladeno sa potrebama sistematike, odnosno filogenije)
unapredivalo saznanja o pomenutom rodu. Diskusija prezentovanih rezultata predstavlja
doprinos razjasnjavanju odnosa u okviru roda Sedum posmatranih na nivou serija kao

taksonomske kategorije.

5.1. Karakteri epikutikularnog voska predstavnika roda Sedum

Lisni epikutikularni voskovi predstavnika roda Sedum se najceSce karakteriSu
sadrzajem derivata masnih kiselina (DMK) i triterpena. Obzirom na univerzalno prisustvo
voskova u biljnom svetu, odredivanje njegovog hemijskog sastava i razmatranje obrasca
distribucije smatra se pouzdanim hemotaksonomskim kriterijjumom na osnovu koga se moze

izvrsiti klasifikacija taksona na razli¢itim taksonomskim nivoima. Predstavnici roda Sedum
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poseduju dobro razvijen sloj epikutikularnog voska. Razmatrajuéi distribuciju i
varijabilnost DMK evropskih vrsta pomenutog roda, Stevens i saradnici (1994a) su dosli do
zakljucka da se n-alkanski i triterpenski obrazac distribucije izdvaja u odnosu na distribuciju
drugih karaktera voska prema znacajnosti za sistematiku. Inace, u okviru grupe DMK, kod
evropskih vrsta roda su identifikovani i alkoholi, aldehidi, ketoni, masne kiseline i estri.
Alkoholi i masne kiseline (C;6-Cas) su okarakterisani kao karakteri sa najmanjim sadrzajem u
vosku. Od svih identifikovanih estara (Ci2-Csp), estri palmitinske i stearinske kiseline, Cgs |
Cys estri su najdominantniji. Od identifikovanih dugolancanih aldehida, sa parnim brojem C-
atoma su dominantini Csg, C3y i Cz4. Pored normalnih alkana, identifikovani su i ra¢vasti
alkani (i-Cs; i i-Cs3 sa najve¢im sadrzajem). Triterpenska frakcija sadrzi: ursansku, oleansku,
lupansku, tarakseransku, multifloransku i fernansku seriju.

Razmatrajuéi distribuciju serije n-alkana od Cyy do Css (prilog 3) primecuje se da je
ukupan proseéni sadrzaj n-alkana sa neparnim brojem C-atoma veci u odnosu na sadrzaj n-
alkana sa parnim brojem C-atoma; medu njima, sadrzaj Cpg, C3; I Csz kod nekih serija
premasuje 10%. Ova pojava je ve¢ uocena i opisana u biljnom svetu (Marin, 2003) i u slu¢aju
evropskih vrsta roda Sedum (Stevens, et al. 1994a, 1994b). U slucaju titerpenskih serija,
oleanska serija se izdvaja prema distribuciji i znacajnom sadrZaju u voskovima ispitivanih
vrsta.

Generalno, moze se opisati nekoliko oblika distribucije ispitivanih karaktera
epikutikularnih voskova kod vrsta roda Sedum zastupljenih u centralnom delu Balkanskog
poluostrva:

1. Prosecan sadrzaj C3; n-alkana znacajno manji od sadrzaja Cs3 n-alkana:
a. ProseCan sadrzaj triterpena je nizak (Acria, Alpestria, Litorea i Sedella).
b. Prosecan sadrzaj triterpena je znacajan (Aithales, Rupestria, Cepaea, Glauco-
rubens i Magellensia).
2. Prosecan sadrzaj Cs; n-alkana znacajno veci od sadrzaja Cs3 n-alkana:
a. Odsustvo triterpenske frakcije, dok je prosecan sadrzaj Cpg n-alkana veci od
prosec¢nog sadrzaja Cs3 n-alkana (Stefco i Rubra).
b. Odsustvo triterpenske frakcije, dok je prosecan sadrzaj Cpg n-alkana je blizak
sadrzaju Cs3 n-alkana (Alba).
c. Odsustvo triterpenske frakcije, dok je prosecan sadrzaj Cy9 n-alkana je manji
od sadrzaja Cs3 n-alkana (Dasyphylla).
Obrazac distribucije komponenti epikutikularnih voskova kod roda Sedum je

primenom osnovnih statistickih metoda, pre svega klaster analizom, delimi¢no ve¢ ispitivan
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(Stevens, et al. 1994a). Rezultati pomenutih istrazivanja naglasavaju ulogu Cs3 n-alkana (Cs;
ili C35 drugi po procentu zastupljenosti) u smislu zna¢ajnog hemotaksonomskog markera za
morfoloski kompleksnu grupu taksona iz serija Acria, Alpestria, Litorea, Alba i Rupestria,
kao i serija Lydia i Pedicellata, ¢iji predstavnici nisu obuhvaéeni grupom ispitivanih
balkanskih taksona). Moze se re¢i da su napred navedeni oblici distribucije ispitivanih
karaktera u odredenoj meri u slkadu sa publikovanim podacima. Serije Alpestria i Acria se
povezuju sa niskim sadrzajem triterpena, dok je situacija kod serije Rupestria obrnuta.
Nedoslednost se primecuje u slucaju serije Alba. Kod balkanskih predstavnika ove serije Cs;
n-alkan je dominantan, ali se osim njega i C,g n-alkan karakteriSe relativno visokim
sadrzajem u vosku. Istrazivanje Harta (1995), koje je imalo za cilj definisanje filogenetskih
odnosa unutar grupe Sedum acre, je, pored drugih ispitivanin markera, predstavilo
distribuciju triterpena kod taksona pomenute grupe (slika 49). Za razliku od rezultata
predstavljenih u ovoj doktorskoj disertaciji, predstavnik serije Litorea ne sadrzi ni jednu od
ispitivanih triterpenskih serija. Takode ne postoji slaganje u distribuciji triterpena kod

predstavnika serija Alpestria i Acria (Jovanovi¢, et al. 2016; ‘z Hart, 1995).

1 2 3 4
S. alpestre +
§. euxinum
S. annuun
S. apoleipon ++
S. borissovae  ++ 4+
S, ursi ++

S. grisebachii 4+
5. sexangulare + +
S. tuberiferum
S. laconicum
S. multiceps
S. wrvillei
_I S. samium
S. tuberosum
S. litoreumn
S. acre +

g

Slika 50. Distribucija triterpena u voskovima Sedum acre grupe.
112 — Triterpeni lupanskog tipa; 3 — ursani i 4 — oleani (‘t Hart, 1995).
U razmatranja ukupnih sadrzaja n-alkana i triterpena, mogucée je izdvojiti tri
specifi¢na obrasca njihove distribucije.
1. Prosec¢ni sadrzaj normalnih alkana je veci od 90 %:
a. Prosedan sadrzaj triterpena je nizak; Acria: X=1,86+3,22.
b. Odsustvo triterpenske frakcije; Alba i Stefco.
2. Prosecni sadrzaj normalnih alkana se nalazi izmedu vrednosti 50 i 90 %:
a. Prose¢an sadrzaj triterpena je nizak; Alpestria: X=0,88+2,00 i Sedella:
X=0,10+0,00.
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b. Prosefan sadrzaj triterpena je zna¢ajan; Magellensia: X=12,50+0,06 i
Rupestria: X=12,69+19,06.
3. Prosecni sadrzaj normalnih alkana je manji od 50 %:
a. ProseCan sadrzaj triterpena je veéi od 50%; Glauco-rubens:
X=58,03+11,06, Aithales: X=52,21+0,11 i Dasyphylla: X=51,13+13,36.

5.2. Karakteri metanolnog ekstrakta predstavnika roda Sedum

Osim komponenti epikutikularnog voska i alkaloida, jedinjenja fenolnog tipa su ¢esto
istrazivana u okviru roda Sedum, kako zbog Cinjenice da se neka farmakoloska dejstva
povezuju sa prisustvom ovih sekundarnih metabolita, tako i zbog primene u hemosistematici.
Stevens i saradnici (1996) su istrazivali varijabilnost flavonoida kod evro-azijskih
predstavnika rodova Sedum i Sempervivum koji se smatraju medusobno bliskim u
filogeneskom smislu. Aglikoni su, u pomenutoj studiji, izolovani iz vegetativnih delova
biljaka nakon postupka kisele hidrolize, a kvantifikovani i analizirani pomocéu
hromatografskih i spektoskopskih metoda. Rezultati pomenute studije ukazuju na
karakteristiCan oblik distribucije proantocijana i flavonola u okviru roda Sedum. Pored
navedenih jedinjenja, u okviru aglikona flavonolnog tipa, vrlo ¢esto su distribuirani i 3’-O-
metil-, 8-hidroksi- i 8-O-metil derivati miricetina, kvercetina i kemferola.

Osim navedenih, i druge komponente fenolnog tipa su znaCajne u
hemotaksonomskom smislu, na primer galna kiselina (‘t Hart, 1999). Prisustvo ili odsustvo
galne kiseline kod predstavnika roda Sedum podrzava infrageneri¢ku Klasifikaciju roda, koja
je izvedena na bazi hibridizacionog obrasca taksona i stoji u korelaciji sa morfoloskim
karakterima. Serija Aithales se karakteriSe prisustvom galne kiseline, $to je potvrdeno i kod
ispitivanih balkanskih vrsta, kod kojih prosecni sadrzaj galne kiseline iznosi oko 12,83 %.
Prema publikovanim podacima serija Dasyphylla se ne karakterise uniformnim distribucijom
ovog markera. Balkanski predstavnici, naprotiv, sadrze galnu kiselinu u svim isptivanim
uzorcima, pri ¢emu se neuniformnost moZze pripisati varijabilnosti datog jedinjenja cija
koncentracija varira u opsegu od 4,64 do 11,68 %.

U slucaju balkanskih vrsta roda Sedum, ispitivana je distribucija komponenti
metanolnog ekstrakta koja, u najve¢oj meri, pripadaju grupi jedinjenja fenolnog tipa. Lista
identifikovanih jedinjanja u tabeli 8. Na osnovu deskriptivnih statistickih parametara (prilog

3), tj. prosecnih vrednosti odabranih jedinjenja primecuje se da su polarnije komponente
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dominantno prisutne kod vecine ispitivanih serija. To se naroc¢ito odnosi na komponentu II
koja je kod ispitivanih taksona zastupljena iznad 10 %, izuzimajuéi serije Cepaea i Stefco kod
kojih je sadrzaj ove komponente manji od 10 %. One se karakteriSu visokim sadrzajem

heterozida.

5.3. Testiranje statisticke znacajnosti

Kao $to je ve¢ napomenuto, fokusiranost na distribuciju i varijabilnost dugolan¢anih
n-alkana i triterpenskih serija kod predstavnika roda je proiziS§la iz obrasca njihove
distribucije. Analiza varijanse (ANOVA) omogucava da se iz grupe n-alkana i triterpenskih
serija izdvoje ili oznace karakteri sa najve¢im znacajem.

Prilikom testiranja statisticke znacajnosti, izdvojio se veliki broj znacajnih karaktera
epikutikularnog voska. Medutim, medu njima se kao, najznacajnija izdvaja je oleanska serija
triterpena (F(1261)=25,45), koja ostvaruje najveci doprinos u razlikovanju analiziranih grupa
taksona. U slucaju metanolnog ekstrakata, takvu ulogu ima komponenta XIIl. U slucaju
razmatranja komponenti epikutikularnog voska i metanolnog ekstrakta zajedno, ispostavilo se
da je navedena komponenta metanolnog ekstrakta statisti¢ki najznacajnija u diferencijaciji
grupa. Medutim, ukoliko se sagledaju sve statisticki znaCajne komponente, ne mogu se
izostaviti komponente voska koje se karakteriSu visokim F vrednostima, kao $to su oleani i
Css za koje je Fr1,58)>20. U slucaju ukupnih sadrzaja karaktera ekstrakata, odnosno n-alkana,
triterpena i komponenti metanolnog ekstrakta, sva tri karaktera su oznaéena kao statisticki

znacajna, pri ¢emu se ukupan sadrzaj triterpena ima najvecu F vrednost (F(1058) =36,23).

5.4. Analiza glavnih komponenti

Kao §to je ve¢ obrazlozeno u prethodnom poglavlju, rezultati PCA su sistematizovani
u zavisnosti od nivoa, odnosno grupe taksona za koju je sagledavana varijabilnost karaktera.
Shodno tome, varijabilnost karaktera se na specifican odrazila na grupisanje ispitivanih
taksona u individualnim sluc¢ajevima.

Ispitivanjem karaktera epikutikularnog voska dobijeni su rezultati koji objasnjavaju
vise od 50 % ukupne varijabilnosti (Slika 23). lako vecéina predstavnika pokazuje jasne
tendencije grupisanja na nivou serija, upadljiva je disperzija taksona koji pripadaju serijama

Rupestria i Alpestria. Navedene Cinjenica ukazuje da se n-alkani i triterpeni ne mogu koristiti
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kao pouzdani taksonomski markeri u svim sluc¢ajevima, i da je za preciznije odredivanje
njihove taksonomske pozicije neophodno uljuciti markere iz drugih grupa jedinjenja. Sa
druge strane, visoka varijabilnost komponenti epikutikularnih voskova ukazuje na prirodnu
heterogenost serija Rupestria i Alpestria i otvara prostor dalje taksonomske diferencijacije u
okviru pomenutih serija. Kod ispitivanih predstavnika serije Rupestria sadrzaj n-alkana cija je
srednja vrednost vec¢a od 5 % varira u velikoj meri (prilog 2). Na primer, opseg C33 n-alkana
je 28,69-62,81 %. Takode je primecena znacajna varijabilnost i u pogledu sadrzaja triterpena
oleanske i tarakseranske serije (na primer, oleani variraju u opsegu 0,00-61,01 %) kao i u
slu¢aju zastupljenijih karaktera metanolnog ekstrakta I, V, XI (na primer za komponentu Il
je opseg variranja 4,55-43,70 %).

Uvodenjem spoljnih grupa u analizu (poseban sluc¢aj PCA, slika 26) ne dolazi do
znacajnijeg pregrupisavanja i promena odnosa izmedu serija roda Sedum. Njihova bliza
pozicija na dijagramu ukazuje na hemotaksonomsku homogenost grupe koju serije formiraju.
Posmatranje relacija sa drugim rodovima ukazuje na izvestan stepen njihove samostalnosti u
odnosu na rod Sedum. Na nivou ispitivanih markera, rod Hylotelephium pokazuje poseban
oblik varijabilnosti, pri ¢emu se u znatnoj meri odvaja svih od serija roda Sedum. Izdvajanje
taksona Hylotelephium se moze pripisati karakteristi¢cnom sadrzaja nizih n-alkana, narocito
Ca4, koji je nesto visi u vosku datog predstavnika spoljnih grupa u odnosu na ostale ispitivane
uzorke. Inace se kao i ostali karakteriSe visokim sadrzajem Cgzs, zatim Cg; i Cyg n-alkana, kao
i odsustvom triterpenske frakcije. Hemotaksonomsko izdvajanje roda Hylotelephium pruza
potvrdu novijim morfo-anatomskim i molekularnim dokazima koji ukazuju na potrebu
razdvajanja rodova Hylotelephium i Sedum, $to je naglaseno u literaturi novijeg datuma
(Thiede i Eggli, 2007). lako je na nivou epikutikularnih voskova izdvajanje ostalih taksona
spoljne grupe nesto manje upadljivo, moze se re¢i da pokazuju znacajan nivo taksonomske
samostalnosti u odnosu na kompaktnu grupu koju ¢ine predstavnici roda Sedum.

Rezulatati testiranja karaktera metanolnog ekstrakta objasnjavaju nesto manji
procenat varijabilnosti ukupnog uzorka (<50 %). Razlika u odnosu na primenu prethodnih
markera se ogleda pre svega u znacajnom izdvajanju serije Magellensia u odnosu na ostale
formirane grupe serija koje ispoljavaju tendenciju gravitiranja u okviru iste taksonomske
celine (slika 24). Slican oblik varijabilnosti markera metanolnog ekstrakta pre svega odlikuje
taksone iz serija Dasyphylla, Acria i Sedella. Spoljnih grupa su pokazale manji ili veci
afinitet u odnosu na relativno homogenu grupu koju u analizi fromiraju serije roda Sedum. U

odnosu na ovaj tip markera, rod Crassula se izdvaja u najve¢oj meri, potom i Echeveria, dok
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je rod Kalanchoe relativno blizak sa pojedinim taksonima roda Sedum kao $to su serije
Alpestria i Aithales (slika 27).

Kao $to je ve¢ pomenuto, istrazivanje koje je ispitivalo odnose izmedu predstavnika
tri roda familije Crassulaceae: Sedum, Sempervivum i Jovibarba na osnovu distribucije
flavonoidnih aglikona kori$¢enjem PCA (Stevens, et al. 1996) pokazalo je da je flavonoidni
obrazac za rod Sedum prili¢no varijabilan sa visokim nivoom paralelizma. Naime, izdvojila
su se 3 hemotipa ¢ime je potvrdena primenljivost aglikona na nivou roda kao taksonomske
kategorije. Takode, na infrageneriCkom nivou, iz velikog broja predstavnika roda Sedum,
izdvojila se serija Rupestria, deo serije Alpestria, S. album i vrsta S. brevifolium. Serija
Rupestria se na osnovu jedinstvenog obrasca flavonoida, triterpena i morfoloskih karaktera
izdvaja u odnosu na ostale predstavnike potfamilije Sedoidea, sto je potvrduju i rezultati ove
studije. Ova serija se karakteriSe jedinstvenom kombinacijom tri aglikona: kvercetin i
miricetin, uz minimalnu koli¢inu limocitrina. lako je serije Alpestria okarakterisana i na
homogenom obrascu distribucije alkaloida, podeljenost predstavnika iste serije na osnovu
flavonoida prepisuje se prisustvu seksanguleretina kao karaktera sa ogranicenom
distribucijom u okviru serije. S. album se karakteriSe prisustvom kvercetina, gosipetina,
herbecetina i izoramnetin glikozida. Generalno, kvercetin, kemferola i limocitrin su aglikoni
koji su najéesce identifikovani kod ostalih ispitivanih predstavnika roda. Kod balkanskih
vrsta serija Alpestria opazen je fenomen rasutosti, dok se deo predstavnika serije Rupestria
blisko grupisao; predstavnici serije Alba su medusobno relativno blisko grupisani, ali su
takode bliski i sa predstavnicima drugih serija. U slucaju ispitivanih balkanskih predstavnika
istog roda, spoljna grupa Kalanchoe je bliska sa serijama roda Sedum.

Taksonomska heterogenost serija Rupestria i Alpestria je nesto slabije ispoljena u
slucaju istovremenog testiranja markera metanolnog ekstrakta i markera voska (slika 25).
Naime, u datom slucaju se primecuje bolje grupisanje taksona u okviru navedenih serija u
odnosu na obe ose analize glavnih komponenti. Takode, rezultati analize ukazuju na
grupisanje serija Dasyphylla, Magellensia, Cepaea i Glauco-rubens (navesti na bazi koje
komponente ili komponenti). Obrazac koji podrazumeva primenu svih karaktera objasnjava
mali deo ukupne varijabilnosti uzorka, sto ukazuje na nisku pouzdanost. Uvodenje spoljnih
grupa u analizu ukazuje na jasno odvajanje rodova Echeveria i Crassula, dok je Kalanchoe i
u ovom slucaju blizak sa rodom Sedum, u najvecoj meri sa Serijama Acria i Rupestria (slika
28).

U slucaju ukupanih sadrzaja n-alkana, triterpena i komponenti metanolnog ekstrakta

kao karaktera, dobijeni rezultati se mogu shvatiti kao veoma reprezentativni, jer objasnjavaju
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veoma Visok nivo varijabilnosti uzorka koji iznosi gotovo 97,19 % (slika 29). Kao rezultat
analize, formirano je nekoliko taksonomskih entiteta u okviru roda Sedum. U prvom slucaju
se izdvaju predstavnici serija Dasyphylla, Glauco-rubens i Aithales koji ¢ine prvu grupu.
Druga grupa povezuje serije Alpestria, Sedella, Stefco, Acria i Alba, dok serija Magellensia
odlikuje intermedijarnom pozicijom pokazujuéi nejasan afinitet ka pomenutoj grupi serija.
Serija Cepaea je jasno izdvojena. Serija Rupestria karakteriSe izrazenom varijabilno$¢u
analiziranih karaktera, jer su se njeni predstavnici rasporedili izmedu prve dve grupe.
Primena kombinovanog obrasca jasnije isti¢e izdvojenost taksona spoljne grupe u odnosu na
predstavnike roda Sedum (slika 30), pri ¢emu se je posebno upadljivo izdvajanje roda
Echeveria. Rod Crassula, iako se odlikuje karakteristiénim oblikom varijabilnosti ispitivanih
markera, u izvesnoj meri pokazuje sli¢nost sa grupom koju ¢ine predstavnici serija Alba i
Alpestria. Koris¢enjem veceg broja markera je pozitivno uticalo na pouzdanost analize, ali i
na definisanost pozicije pojedinih taksona ¢iji polozaj nje bio dovoljno jasan u predhodnim
analizama. Kao primer se mozZe navesti rod Kalanchoe koji se, za razliku od prethodnih
analiza, u vecoj meri diferenciran u odnosu na ostale elemente, pre svega pojedine serije roda
Sedum sa kojima je pokazivao bliskost posmatrano kroz varijabilnost samo jednog tipa

markera.

5.5. Diskriminantna analiza i klaster analiza

Grupisanje taksona roda Sedum na osnovu sli¢nosti u obliku varijabilnosti odabranih
hemijskih karaktera epikutikularnog voska i metanolnog ekstrakta prikazano je i primenom
kanonijske diskriminante analize koja naglasava razlike izmedu unapred definisanih grupa, u
ovom slucaju serija pomenutog roda. Diskriminacija taksona iz razli¢itih taksonomskih
grupa, tj. serija je razmatrana na istom broju uzoraka, kao i u sluc¢aju PCA, odnosno u
prisustu ili odsustvu tzv. spoljnih grupa. Takode, izra¢unate su i Mahlanobisove distance koje
su koriS¢ene za dobijanje klastera naglasavajuci slicnost izmedu elemenata u analizi, pri
¢emu je raspored klada u klasteru u najvecoj meri ekvivalentan rasporedu grupa u
dvodimenzionalnom prikazu CDA rezulatata. Kombinovanje dve navedene metode daje
jasniju sliku o grupisanju serija i pruza potpuniji uvid u taksonomske odnose.

Rezultati diskriminantne analize na osnovu sadrzaja n-alkana 1 triterpena u
epikutikularnim voskovima je prikazana na slici 31. Validnost rezultata se moZe oceniti kao

zadovoljavajuca, jer je objasnjeno nesto vise od 50 % ukupne varijabilnosti. Ovako visok
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nivo objaSnjene varijabilnosti na nivo dve pomenute kanonijske ose govori o nesumnjivom
taksonomskom znaCaju karaktera koji svojim koeficijentima vrSe njihovo opterecenje.
Rezultati kanonijske diskriminantne analize na nivou sekcija, ukljuujuéi prikazivanje na
nivou centroida, ukazuju da se svi taksoni roda Sedum mogu podeliti u 3, manje ili vise
kompaktne grupe. Na pomenuto definisanje grupa uticala je varijabilnost slede¢ih karaktera:
C2, Cas, Cg6, Cu7, Cyg, C31-Ca3, Cs4, Czs i oleanska serija. Prvoj grupi pripadaju serije
Rupestria, Cepaea, Glauco-rubens i Aithales; drugu grupu cine predstavnici serije
Dasyphylla, dok tre¢u grupu ¢ine serije Sedella, Alpestria, Litorea, Acria, Alba, Stefco,
Magellensia i Rubra. U okviru prve grupe, Glauco-rubens i Aithales su medusobno blize
orjentisane, dok se Rupestria blago odvojila. Isti slucaj je sa serijama Sedella i Rubra iz trece
grupe. Uvodenje spoljnih grupa taksona dovodi do znacajnog smanjenja distanci izmedu
serija roda Sedum, S§to naglaSava njihovu taksonomsku bliskost, ali i promene pozicija
pojedinih serija (slika 34). U datom sluc¢aju serija Magellensia je donekle izdvojena u odnosu
na druge serije. Suprotno od ocekivanog, rod Hylotelephium se kao jedan od elementa
spoljnih grupa neocekivano prikljucuio serijama roda Sedum. Pregrupisavanje elementa u
ovom slu¢aju naglasava promenu znac¢aja koji su navedeni hemotaksonomski markeri imali u
predhodnoj analizi. Odnosno, u formiranju relacija na visem, pre svega intergeneriCkom
nivou, dolazi do naglaSavanja uloge novih taksonomskih markera. Iz grupe pomenutih
jedinjenja sada znacajniju ulogu igraju: Cy-Cys, Cy9-C3s i Oleanska serija. Ostali analizirani
rodovi familije Crassulaceae se na osnovu varijabilnosti istih markera znatno udaljavaju od
serija roda Sedum, pri ¢emu se rod Crassula u navje¢oj meri distancira od ostalih. Obrazac
varijabilnosti na nivou serija pokazuje neSto drugaciji raspored pojedinacnih elemenata i
formiranja grupa u klaster analizi. Na prikazanom kladogramu (slika 39) se vidi upadljivo
izdvajanje serije Litorea, S§to je ve¢ komentarisano u prethodnom poglavlju. Nakon
ukljucivanja rodova iz spoljne grupe formira se klaster (slika 42) koji ukazuje na pravilnost
taksonomskih tendencija u okviru familije na visem nivou.

Diskriminacija grupa na osnovu komponenti metanolnog ekstrakta u daleko vecoj
meri ukazuje na formiranje entiteta predstavljenih u vidu daleko kompaktnijih grupa koje
Cine serije roda Sedum (slika 32). Navedena slika govori o daleko vec¢oj ulozi koju imaju
markeri metanolnih ekstrakata u odnosu na elemente kutikularnih voskova. Validnost
rezultata dobijenih na ovom obrascu je ve¢a u odnosu na CDA u kojoj su karakterima
epikutikularnog voska serije Dasyphylla, Acria, Stefco, a zatim i Magellensia i Cepaea
izdvojene u najvecoj meri. Ostale serije su se blisko rasporedile na dijagramu i formiraju

jednu grupu, pri cemu se samo serija Alba donekle izdvaja iz nje. Kao i u slucaju testiranja
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markera epikutikularnih voskova, uvodenje spoljnih grupa u izvesnoj meri menja sliku
diferencijacije taksona. Zapravo, rodovi Crassula i Echeveria se odlikuju sli¢no$¢u u pogledu
vrednosti koeficijenata CDA (tabela 21) sa ve¢im brojem serija, naro¢ito U odnosu na
komponentu IlI. U skladu sa opstim trendom varijabilnosti rod Kalanchoe se diferencirala
zajedno sa serijama Cepaea i Magellensia u odnosu na ostale grupe (slika 35). Na izdvajanje
pomenutog roda u najvecoj meri utice jedinstven sadrzaj komponente XVI. Klaster analiza se
u velikoj meri slaze sa slikom taksonomskih odnosa koju pruza CDA, pri ¢emu su serije
Dasyphylla i Acria prikazane kao medusobno najsli¢nije, dok serija Litorea ponovo
izdvojena. Klaster analiza na nivou spoljnih grupa (slika 43) jasnije naglasava taksonomsku
bliskost roda Kalanchoe sa serijama Magellensia i Cepaea, dok su rodovi Crassula i
Echeveria i u ovoj analizi prikazani kao blizi sa serijama roda Sedum.

Testiranjem obrasca varijabilnosti koji ukljucuje sve karaktere dolazi do izrazitog
grupisanja ispitivanih taksona koje je u skladu sa njihovom pripadno$¢u datoj seriji.
Dasyphylla, Acria i Magellensia, su se ipak, na nivou grupe fitohemijskih karaktera jasno
izdvojile u odnosu na ostale serije. Uvodenjem spoljnih grupa ukazuje na jo§ veéi nivo
taksonomske invidualnosti roda Sedum u odnosu na druge predstavnike familije
Crassulaceae, osim serija Magellensia, Dasyphylla i Acria koje su u smislu
hemotaksonomske individualnosti ve¢ komentarisane. Predstavnici koji pripadaju drugim
potfamilijama, kao §to su Crassula i Kalanchoe su na bazi obe grupe markera pokazali
oc¢ekivan nivo autenti¢nosti. Rod Echeveria je, u skladu sa svojom tradicionalnom pozicijom
u okviru istog tribusa sa rodom Sedum, pozicionirana zajedno sa serijama Stefco i Sedella.
Imajuéi u vidu na visok procenat objaSnjene varijabilnosti, moze se re¢i da je validnost
rezultata dobijenih CDA analizom na zadovoljavaju¢em nivou. Dendrogram konstruisan na
osnovu distanci vrednosti u matrici ukazuje na donekle drugaciji model varijabilnosti (slika
41) unutar roda, sto je donekle uocljivo i na nivou diskriminantnih skorova centroida (slika
33). Serije Acria i Dasyphylla su izdvojene na najvecoj vrednosti distance, §to je drugacije od
CDA koja ukazuje na njihovu relativnu taksonomsku bliskost sa serijama Sedella i Stefco.
lako je serija Magellensia u najvecoj meri diferencirana u odnosu na ostale grupe u okviru
CDA, ovde je priblizena vecini serija, pokazuju¢i najvecu slicnost sa serijom Rupestria. Na
slicnost njihove taksonomske pozicije u najve¢oj meri ukazuju hemotaksonomski markeri
oznaceni u tabeli 22. Kladogram sa spoljnim grupama, upadljivo izdvaja rod Crassula, dok se
Kalanchoe nalazi u grupi sa serijama Acria i Dasyphylla. U skladu sa ve¢ iznetim
¢injenicama o njegovoj poziciji rod Echeveria, je najmanje izdvojen takson spoljne grupe.
Kao pripadnik tradicionalno izdvojenog tribusa Sedeae, nalazi se u grupi sa ostalim serijama
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roda Sedum, pri ¢emu naroCitu sli¢nost ispoljava u odnosu na serijom Glauco-rubens.
Njegova sli¢nost sa serijom Glauco-rubens, ali i ve¢im brojem ostalih serija roda Sedum u
velikoj meri je zasnivana na sli¢nosti u obliku varijabilnosti titerpena oleanskog tipa, Sto je
ispoljeno i u drugom analizama. Sa druge strane specifi¢nost roda Echeveria se ogleda kroz
upadljivo prisustvo pre svega oleana, a potom i tarakserana, $to ga u taksonomskom smislu
¢ini blizim seriji Rupestria ali i rodu Kalanchoe.

Slika taksonomskih relacija u okviru roda Sedum na osnovu ukupanih sadrzaja n-
alkana, triterpenskih serija komponenti metanolnog ekstrakta kao karaktera predstavljena je
na dijagramima (slike 37. i 38). Prikaz je zasnovan na visokoj validnosti rezultata
diskriminante analize, koja je u ovom sluaju podrzana sa preko 90% objasnjene
varijabilnosti uzorka. Razmatranje isklju¢ivo na nivou roda Sedum ukazuje na upadljivije
izdvajanje nekoliko grupa elemenata u analizi. Predstavnici razlicitih serija roda Sedum su u
odnosu na ukupne sadrzaje vrednosti komponenti formirale dve grupe u velikoj meri jasno
izdvojenih elemenata. Prvu grupu grade serie Alba, Acria, Alpestria, Sedella i Stefco, drugu
¢ine serije Aithales, Glauco-rubens i Dayphylla, dok serije Rupestria i Magellensia odlikuje
intermedijerna pozicija. Grupe su definisane na osnovu razlika u varijabilnosti triterpena.
Serija Cepaea pokazuje izvestan nivo taksonomske samostalnosti izdvajaju¢i se na bazi
varijabilnosti 1 sadrZaju komponenti metanolnih ekstrakata, dok se po sadrZaju ostalih
komponenti priblizava grupi koju ¢ine serije Aithales, Glauco-rubens i Dayphylla. Rezultati
klaster analize skoro u potpunosti podrzavaju takvu sliku taksonomskih odnosa na
infragenerickom nivou (Slika 45). Uvodenjem spoljnih grupa, snazno naglasava
diferencijaciju rodova Crassula i Echeveria sa jedne strane, i roda Kalanchoe i svih serija
roda Sedum sa druge strane. lzdvajanje grupa je zasnovano pre svega na varijabilnosti n-
alkana i triterpena. Takode, potrebno je naglasiti da se taksonomska diferencijacija Crassula i
Echeveria prvenstveno ogleda kroz prisustvo i varijabilnost triterpenskih serija u
epikutikularnom vosku. Dok se rod Echeveria karakteriSe izuzetno visokim sadrzajem
triterpena i niskim sadrzajem n-alkana, Kalanchoe u vosku sadrzi oko devet puta nizi sadrzaj
triterpena i daleko veci sadrzaj n-alkana. Poseban slu¢aj u pogledu sadrzaja ova dva karaktera
je izdvojio rod Crassula u najvecoj meri, koja se karakterise visokim sadrzajem n-alkana i
izostankom triterpena iz voska. Pomalo neocekivana slicnost roda Kalanchoe i vec¢eg broja
taksona roda Sedum, zasnivana je na podudarnosti u obliku varijabilnosti n-alkana i
triterpena. U prvoj grupi elementa se u vidu zasebne taksonomske celine, ponovo na bazi
sadrzaja triterpenske frakcije, diferencija grupa serija koju ¢ine Aithales, Glauco-rubens i

Dayphylla. lako diskretno izdvojena, serija Cepaea i u ovom slucaju ispoljava taksonomske
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tendencije ka grupi koju Cine serije Aithales, Glauco-rubens i Dayphylla. Rezultati klaster
analize (slika 46) u velikoj meri potvrduju ve¢ objasnjenu sliku diferencijacije. Interesantno
je da ova klaster analiza ukazuje da rod Kalanchoe, kada se posmatra u grupi analiziranih
taksona, takode ima nejasnu taksonomsku poziciju u odnosu na dve glavne grupe taksona. U
tom smislu on se pridruzuje serijama Rupestria i Magellensia ¢iji predstavnici ispoljavaju

upadljiv nivo heterogenosti i taksonomske nedefinisanosti u veéini analiza.

5.6. Korespodentna analiza

Prema nekim istrazivanjima, glaukozan izgled povrSine lista dovodi se u vezu sa
sastavom epikutikularnog voska — kod trava, familija Gramineae, vezuje se za sadrzaj 3-
diketona, dok kod roda Dudleya (Crassulaceae) za sadrzaj triterpena (Manheim, et al. 1979).
Stevens i saradnici su, proucavaju¢i epikutikularne voskove evropskih vrsta roda Sedum,
takode konstatovali vezu izmedu stanja (izgleda) povrSine lista i sadrzaja (prisustva i
odsustva) triterpena u voskovima (Stevens, et al. 1994b). Generalno, prisustvo triterpena kod
potfamilije Sedoideae je u korelaciji sa bojom, odnosno izgledom povrsine listova. Naime,
utvrdeno je da voskovi izolovani sa povrsine sjajnih i zelenih listova ne sadrze titerpene ili ih
sadrze u veoma malim koli¢inama. U drugom slucaju, voskovi koji su izolovani sa povrSina
listova koji se pruinozni ili glaukozni sadrze triterpene obilato. Fitohemijska analiza, zajedno
sa analizom strukture voska, je nagovestila povezanost izmedu triterpenske frakcije u lisnim
voskovima i strukture voska koja posmatrana na velikom uveéanju (SEM) otkriva prisustvo
raznovrsnih vostanih ultrastruktura, kao i generalnu hrapavost povr$ne lista. Multivarijantne
statistiCke analize voska ukazuju da se sjajna povrsine listova pojedinih vrsta iz serije
Rupestria odlikuju niskim sadrzajem triterpena ili njihovim odsustvom, te su listovi
prekriveni amorfnim slojem voska. Sa druge strane, pojava vostanih mikrostruktura na
amorfnom sloju povezuje se sa visokim sadrzajem triterpena, $to povrSini lista daje
glaukozan izgled. Ovaj fenomen nije univerzalno prisutan u biljnom svetu, jer postoje primeri
(Eucaliptus, Malus, Prunus i dr.) sa amorfnim slojem voska koji je bogat triterpenima
(Stevens, et al. 1994b; ‘t Hart, et al. 1999).

Zahvaljujuc¢i specificnosti u izgledu povrsine lista razli¢itih predstavnika roda Sedum
iz centralnog dela Balkanskog poluostrva, izdvojeno je nekoliko tipova obojenosti lisne
povrsine. Tako se na primer Sedum rupestre i S. dasyphyllum odlikuju odlikuju sivoplavom

(glaukoznom) povrsinom, S. ochroleucum i S. rubens i S. urvileii sivozelenom, dok vrste kao
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Diskusija

Sto su S. alpestre, S. grisebachii i S. litoreum imaju poseduju izrazito svetlo zelene lisne
povrsine. Pomenuti karakteri u kvalitativnom smislu ve¢ sami po sebi mogu biti upotrebljeni
u sklopu karakterizacije pojedinacnih taksona. Medutim, povezivanje opisanih stanja
kvalitativnih karaktera sa prisustvom ili odsustvo m odredeniih frakcija u sastavu
epikutikularnih voskova predstavlja set osobina koje mogu biti upotrebljene u potpuno
nezavisnom taksonomskom razmatranju statusa taksona, kako na nivou roda, tako i na vi§im
taksonomskim nivoima. Rezultati korespodentne analize ukazuju na jasan obrazac
povezanosti asociranost izmedu kvalitativnih osobina listova ispitivanih taksona i sastava
njihovog epikutikularnog voska. Posmatranje varijabilnosti pojedinih karaktera, ukazuje na
frekvencu njihovog stanja i nivo asociranosti sa drugim karakterima u analizi. Rezultati
multivarijantne korespodentne analize koja rezultira u pozicioniranju pojedinih karaktera u
prostorima korespodentnih osa ukazuju na nekoliko oblika asociranosti elementa. U
zavisnosti od tipa odabranih setova karaktera uoceni su sledec¢i obrasci udruzenosti navedenih
kvalitativnih karaktera:

Kada je razmatra distibucija (prisustvo ili odsustvo) triterpenske frakcije na nivou
ispitivanih serija roda Sedum, moze se primetiti izdvajanje tri do Cetiri grupe elemenata: serije
Stefco, Acria, Alpestria, Alba i Rubra su jasno asocirane sa potpunim izostankom triterpena u
epikutikularnim voskovima; serije Dasyphylla, Cepaea, Magellensia i Litorea sa izostankom
triterpensa, ali ih odlikuje povremeno prisustvo oleanske serije; Serije Glauco-rubens i
Aithales su karakteriSu se visokom asocirano$¢u sa prisustvom lupanske serije, kao i sa sa
prisustvom oleanske serije u pojedinim slucajevima (slika 47). Dva poslednja slucaja se
mogu shvatiti i kao jedna slabo hemotaksonomski diferencirana grupa koju povezuje prisusvo
lupana kao hemotaksonomskog markera. Prisustvo tarakseranske serije predstavlja
hemotaksonomski marker koji na prilicno jasan nacin izdvaja predstavnike serija Rupestria i
Sedella u odnosu na ostale razmatrane grupe taksona. Znacaj tarakseranske serije u
diferencijaciji roda Sedum je u skladu sa ve¢ publikovanim rezultatima, pri ¢emu je njihova
taksonomska uloga dokazana na nivou serije Rupestria (Stevens, et al. 1994b). U pomenutoj
studiji, u PCA analizi, su se jasno odvojile vrste sa sjajnom, zelenom povrsinom lista od onih
koji imaju glaukozan izgled. Grupisanje je bilo uslovljeno odsustvom (ili malim procentom,
0-5 %) i obilatim prisustvom (4-62 %) triterpena u voskovima. Oleanska serija se karakterise
kao marker od manjeg znacaja obzirom da je asocirana sa ve¢inom taksona ispitivanih serija.
Generalno, predstavljeni obrazac diferencijacije na nivou serija ukazuje na veliku ulugu
pojave triterpena u voskovima koji sve predstavnike balkanskih vrsta roda Sedum deli u dve

glavne taksonomske celine.
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Diskusija

Ukljucivanje rodova iz spoljnih grupa taksona ukazuje na sli¢an obrazac varijabilnosti
posmatranih kvalitativnih karaktera, pre svega na nivou posmatranih serija. Produkt analize
ukazuje da se rod Crassula asocira sa predstavnicima roda Sedum koje karakterise odsustvo
tripterpena, odnosno vosak u Cijem sastavu dominiraju n-alkani. Rodovi Kalanchoe i
Echeveria asociraju se sa serijama Rupestria i Sedella, Sire¢i grupu taksona koji se izdvajaju
po prisustvu tarakseranske serije u vosku (slika 48).

Demonstrirana je povezanost prisustva terpena i stanja obojenosti lisne povrsine kod
balkanskih vrsta roda Sedum (slika 49). Obrazac varijabilnosti kvalitativnih osobina, ukazuje
da prisustvo triterpena u epikutikularnim voskovima uti¢e na pojavu glaukoznog izgleda
povrsine lista kod ispitivanih taksona. Sa druge strane njihovo odsustvo , kod veceg broja
serija gde spadaju: Alba, Alpestria, Acria, Stefco, Cepaea, Litorea, Magellensia i Rubra
povezuje se sa pojavom svetlije ili tamnije zeleno obojenih slistova, ¢esto sa karakteristicnim
odsjajem na povrsini. U studiji Stivensa i saradnika (1994a), dokazano je da pojava sjajnih i
zeleno obojenih listova kod predstavnika serije Alpestria povezana sa izostankom
triterpenskih serija u vosku. Rezultati ove doktorske disertacije, u skladu sa podacima iz
literature (‘t Hart, et al. 1999), ukazuju da je prisustvo triterpena u voskovima u znatnoj meri
povezano sa pojednim osobinama biljaka, kao i sa klasifikacijom roda Sedum koja moze da
se izvede na osnovu hibridizacionog obrasca njegovih taksona. Iz svih navedenih razloga,
triterpeni se mogu smatrati vrednim markerima koji se mogu Koristiti u sagledavanju

varijabilnosti i hemotaksonomskoj diferencijaciji pomenutog roda.
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6. ZAKLJUCAK

Cilj ove doktorske disertacije je bio ispitivanje varijabilnosti sekundarnih metabolita
odabranih predstavnika roda Sedum (Crassulaceae) sa teritorije centralnog Balkanskog
poluostrva u hemotaksonomske svrhe. Na osnovu prezentovanih rezultata moze se zakljuciti
sledece:

e n-Alkani sa neparnim brojem C-atoma su dominantno prisutni u voskovima svih
ispitivanih predstavnika serija roda Sedum i spoljnih grupa. Medu njima, Cyg, C31 i C33 SU
najzastupljeniji. U pogledu distribucije triterpenskih serija, oleanska serija triterpena je, Cesto
U najznacajnijem procentu, prisutna u voskovima. Na osnovu obrasca zastupljenosti n-alkana
i triterpena, utvrdeno je da ukoliko voskovi dominantno sadrze n-alkane, sadrzaj triterpena je
nizi, i obratno. Prisustvo polarnih komponenti kod ispitivanih vrsta se moze oceniti kao
znacajno 1 $iroko zastupljeno; komponenta Il se moze okarakterisati kao opSte prisutna u
metanolnim ekstraktima ispitivanih uzoraka. SadrZaj aglikona u ekstraktima je izuzetno
nizak, dok su fenolne kiseline i heterozidi dominantno prisutni.

e Testiranjem statisticke znacajnosti izdvojio se ve¢i broj znacajnih karaktera u okviru
svih ispitivanih obrazaca, medutim, generalno govoreci, karakteri sa najve¢im doprinosom u
razlikovanju analiziranih grupa taksona jesu triterpeni, odnosno oleanska serija i komponenta
X111 metanolnog ekstrakta.

e Opisana varijabilnost 1 na¢in grupisanja ispitivanih taksona na nivou serija ili na
viSem taksonomskom nivou (nivo roda, kada su ukljuceni i predstavnici spoljne grupe) zavisi
od vrste primenjenih karaktera i tipa analize.

e Visoka varijabilnost ispitivanih karaktera voska i metanolnog ekstrakta u sklopu PCA
analize je rezultovala tendencijom grupisanja na nivou serija. lzuzetak su predstavnici serija
Rupestria i Alpestria kod kojih je uofen fenomen disperzije elemenata, te se n-alkani i
triterpeni ne mogu koristiti kao pouzdani taksonomski markeri u svim analiziranim
slu¢ajevima. Osim toga, ovakav oblik grupisanja ukazuje na heterogenost u okviru pomenutih
serija 1 implicira dalju diferencijaciju u okviru dve pomenute serije. Ukljucivanje
predstavnika drugih rodova ukazuje na hemotaksonomsku homogenost ispitivanih serija roda

Sedum, pri ¢emu je obrazac varijabilnosti jasniji kada se analiziraju samo karakteri voska.
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Zakljucdak

e Reprezentativnost dobijenih rezultata je ipak najveca kada su kao hemotaksonomski
markeri kori$¢eni ukupni sadrzaji n-alkana, triterpena i komponenti metanolnog ekstrakta,
dok je najnizi nivo reprezentativnosti uocen kod obrasca sa karakterima metanolnog ekstrakta
I svim karakterima zajedno.

e Razlike izmedu ispitivanih taksona u CDA i Klaster analizi su uocljivije u poredenju
sa drugim analizama, a dobijeni rezultati su daleko reprezentativniji. Rezultati CDA i klaster
analize u velikoj meri prikazuju slican nacin grupisanja. Najbolja slika diferencijacije grupa
na nivou serija je postignuta na osnovu svih karaktera, zatim na nivou metanolnog ekstrakta i
voska, dok je najslabija diskriminacija primec¢ena kod obrasca koji podrazumeva distribuciju
ukupnih sadrzaja n-alkana, triterpena i komponenti metanolnog ekstrakta. lako je u svim
slu¢ajevima postignuta visoka reprezentativnost rezultata (CDA), njihova pouzdanost je
najveca kada se kao markeri koriste ukupni sadrzaja n-alkana, triterpenskih serija i
komponenti metanolnog ekstrakta, a najmanja izdvojenom primenom markera
epikutikularnog voska.

¢ Rezultati korespodentne analize ukazuju na postojanje jasnog modela varijabilnosti
kvalitativnin karaktera. Obrazac varijabilnosti je nedvosmisleno uslovljen prisustvom,
odnosno odsustvom triterpenske frakcije u epikutikularnom vosku, $to se odrazava na jasnu
razdvojenost grupa. Prisustvo odredenih triterpenskih serija u vosku ne samo da uti¢e na boju

povrsine lista, ve¢ ostvaruje znac¢ajnu ulogu u diferencijaciji taksona u okviru roda Sedum.

-161-



7. LITERATURA

Abdi H., Valentin D., in ,,Encyclopedia of Measurement and Statistics, Ed. Salkind N.,
SAGE Publications, Inc., 2007.

Adams R.P., Identification of Essential Oil Components by Gas Chromatography/Mass
Spectroscopy,Allured Publishing Corporation, Illinois, 2007.

Bahmani M., Golshahi H., Saki K., Rafieian-Kopaei M., Delfan B., Mohammadi T.,
Asian Pacific Journal of Tropical Disease, 2014, 4(2):687-692.

Bai Y., Lu H., Zhang Ge, Wu Cunzao, Lin Chengcheng, Liang Yong, Chen Bicheng, Life
Sciences, 2014, 105(1-2):22-30.

Balasundram N., Sundram K., Samman S., Food Chemistry, 2006, 99(1):191-203.

Balick M.J., Cox P.A, Plants, People and Culture: the Science of Ethnobotany, Scientific
American Library, 1997.

Barthlott W., Neinhuis C., Cutler D., Ditsch F., Meusel 1., Theisen 1., Wilhelmi H.,
Botanical Journal of the Linnean Society, 1998, 126(3):237-260.

Barthlott W., Neinhuis C., Planta, 1997, 202(1):1-8.

Bewick V., Cheek L., Ball J., Critical Care, 2004, 8(2):508-512.

Bianchi G., Vlahov G., Anglani C., Murelli C., Phytochemistry, 1992, 32(1):49-52.

Bohm B.A., Introduction to flavonoids, Harwood Academic Publishers, Amsterdam,
Netherlands, 1998.

Bojovi¢ S., Mitrovi¢ S., Biostatistika - primena statisti¢kih metoda u biologiji, Institut za
Sumarstvo, Beograd, 2010.

Bojovi¢ S., Sarac Z.,.Nikoli¢ B., Tesevi¢ V, Todosijevi¢ M., Velji¢ M., Marin P., Chemistry
and Biodiversity, 2012, 9(12):2761-2774.

Bopda O.S.M., Longo F., Bella T.N., Edzah P.M.O., Taiwe G.S., Bilanda D.C., Tom
E.N.L., Kamtchouing P., Dimo T., Journal of Ethnopharmacology, 2014,
153(2):400-407.

Brcanovi¢ J., Pavlovi¢ A., Miti¢ S, Stojanovi¢ G., Manojlovi¢ D., Kalicanin B., Veljkovi¢
J., Food Technology And Biotechnology, 2013, 51 (4):460-470.

Bush R.T., Mclnerney F.A., Geochimica et Cosmochimica Acta, 2013, 117:161-179.

Byalt V. V., Russian Journal of Biological Invasions, 2011, 2, (2—3):155-157.

Carrascoa V., Pintoa L.A., Wolff Cordeirob K., Lima Cardosoc C.A., de Cassia Freitasd
K., Journal of Ethnopharmacology, 2014, 158(A):345-351.

Carrillo-Reyes P., Sosa V., Mort M.E., Molecular Phylogenetics and Evolution, 2009,
53(1):267-276.

Catchpole O., Mitchell K., Bloor S., Davis P., Suddes A., Fitoterapia, 2015, 106:167-
174.

Chiang H.-M., Chena H.-C., Wua C.-S., Wub P.-Y., Wena K.-C., Journal Of Food And
Drug Analysis, 2015, 23(3):359-369.

-162-



Literatura

Chiang H.-M., Chien Y.-C., Wu C.-H., Kuo Y.-H., Wu W.-C., Pan Y.-Y., Su Y.-H., Wen
K.-C., Food and Chemical Toxicology, 2014, 65:129-139

Cushman J.C., Plant Physiology, 2001, 127(4):1439-1448.

Da Silva M.S de Sousa D.P., de Medeiros V.M., Folly M.A.B., Tavares J.F., Barbosa-
Filho J.M., Biochemical Systematics and Ecology, 2008, 36(5-6):500-503.

Dai J., Mumper R.J., Molecules, 2010, 15(10):7313-7352.

Daszykowski M., Kaczmarek K., Vander Heyden Y., Walczak B., Chemometrics and
Intelligent Laboratory Systems, 2007, 85(2):203-2109.

Dedon P.C., Tannenbaum S.R., Archives of Biochemistry and Biophysics, 2004, 423
(1):12-22.

Denton M.F., Brittonia, 1982, 34(1):48-77.

Denton M.F., Brittonia, 1994 , 46(4):296-308.

Dewick P.M., Natural Product Reports, 2002, 19:181-222.

Dominguez E., Cuartero J., Heredia A., Plant Science, 2011, 181(2):77-84.

Dos Santos H.T.L., de Oliveira A.M., de Melo P.G., Freitas W., Rodrigues de Freitas
A.P., Multivariate Analysis in Management, Engineering and the Sciences, InTech,
2013.

Dunn W.B., Ellis D.I., Trends in Analytical Chemistry, 2005, 24(4):285-294.

Ereshefsky M., in ,,A Companion to the Philosophy of Biology*, Ed. Sahotra, Plutynski
A., Blackwell Publishing Ltd., 2008.

Fang S.-D., Yan X.-Q., Li C.-F., Fan Z.-Y., Xu X.-Y., Xu J.-S. Kexue Tongbao, 1979,
24:431-432.

Fisher M.J., Marshall A.P., Australian Critical Care, 2009, 22(2):93-97.

Gaji¢ M., Sedum L. in ,,Flora SR Srbije IV*, Ed. Josifofi¢ M., SANU, Beograd, 1972.

Gan G., Ma C., Wu J., Data Clustering: Theory, Algorithms, and Applications, Copyright,
American Statistical Association and the Society for Industrial and Applied
Mathematics, 2007.

Garcia S., Heinzen H., Hubbuch C., Martinez R., de Vries X., Moyna P., Phytochemistry,
1995, 39(6):1381-1382.

GBIF Data Portal, 2011 http://www.gbif.org/species/2406 i
http://www.gbif.org/species/5361975

Gleason P., Boushey C., Harris J., Zoellner J., Journal of the Academy of Nutrition and
Dietetics, 2015, 115(7):1072-1082.

Gontcharova S.B., Artyukova E.V., Gontcharov A.A., Russian Journal of Genetics, 2006,
42(6):654-661.

Gontcharova S.B., Gontcharov A.A, Genes, Genomes and Genomics, 2007, 1(1):40-46.

Gontcharova S.B., Gontcharov A.A., Molecular Biology, 2009, 43(5):794-803.

Gottlieb O.R., Journal of ethnopharmacology, 1982, 6(2):227-238.

Grant W.F., Plant Biosystematics, Academic Press, Canda, 1984.

Grecco S.S., Gimenes L., Ferreira M.J.P., Romoff P., Favero O.A., Zalewski C.A., Lago
J.H.G., Biochemical Systematics and Ecology, 2010, 38(6):1234-1237.

Guo Sh., Duan J., Tang Y., Qian Y., Zhao J., Qian D., Biochemical Systematics and
Ecology, 2011, 39(4-6):880-882.

-163-


http://www.gbif.org/species/2406
http://www.gbif.org/species/5361975

Literatura

Harborne J.B., Introduction to Ecological Biochemistry, Academic Press London, UK,
1993.

Harborne J.B., Phytochemical Methods: A Guide to Modern Techniques of Plant
Analysis, Chapman and Hall, New York, 1998.

He A., Wang M., Hao H., Zhang D., Lee K.-H., Phytochemistry, 1998, 49(8):2607-2610.

Hegnauer R., Phytochemistry, 1986, 25(7):1519-1535.

Heredia A., Biochimica et Biophysica Acta, 2003, 1620:1-7.

Heredia A., Dominguez E., in ,,Counteraction to Chemical and Biological Terrorism in
East European Countries®, Ed. Dishovsky C., Pivovarov A., Springer Science +
Business Media B.V., 2009.

Hernandez Vazquez L., Palazon J., Navarro Ocafia A., in ,,Phytochemicals — A Global
Perspective of Their Role in Nutrition and Health”, Ed. Rao V., CC BY 3.0 license,
2012.

Hoang K.-D. T., Huynh K.-C. T., Nguyen T.-D., Bioorganic Chemistry, 2015, 63:45-520.

Humphrey A.J., Beale M.H., in ,,Plant Secondary Metabolites: Occurrence, Structure and
Role in the Human Diet”, Ed. Crozier A., Clifford M.N., Ashihara H., Blackwell
Publishing Ltd., 2006.

leri F., Innocenti M., Andrenelli L., Vecchio V., Mulinacci N., Food Chemistry, 2011,
125(2):750-759.

Iglesias A.A., Gonzalez D.H., Andreo C.S., Biochemical Education, 1987, 15(3):111-
115.

Jeffree, C.E., Baker, E.A., Holloway, P.J. (1976) in ,Microbiology of Aerial Plant
Surfaces®, Ed. Dickinson C.H., Elsevier Inc., 1976.

Jefree C.E., Sandford A.P., New Phytologist, 1982, 91(3):549-559.

Jovanovi¢ S., Zlatkovi¢ B., Stojanovi¢ G., Chemistry and Biodiversity, 2016, 13(4):459-
65.

Jovanovi¢ S., Zlatkovi¢ B., Stojanovi¢ G., Chemistry and Biodiversity, 2015, 12(5):767-
780.

Julkunen-Tiitto R., Phytochemistry, 1986, 25(3):663-667.

Jung H.-J., Kang H.-J., Seon Song Y., Park E.-H., Kim Y.-M., Limb C.-J., Journal of
Ethnopharmacology, 2008, 116(1):138-143.

Kang T.H., Pae H.O., Yoo J.C., Kim N.Y., Kim Y.C., Ko G.l., Chung H.T., Journal of
Ethnopharmacology, 2000, 70 (2):177-182.

Kim J.H., ’t Hart H., Stevens J.F., Phytochemistry, 1996, 41(5):1319-1324.

Kirby J., Nishimoto M., Chow R.W.N., Baidoo Edward E.K., George W., Martin J.,
Schackwitz W., Chan R., Fortman J.L., Keasling J.D., Applied and Environmental
Microbiology, 2015, 81(1):130-138.

Koch K., Barthlott W., Philosophical Transactions of the Royal Society A, 20009,
367(1893):1487-1509.

Koch K., Bhushan B., Barthlott W., Progress in Materials Science, 2009, 54(2):137-178.

Koch K., Bhushan B., Barthlott W., Soft Matter, 2008, 4:1943-1963.

Kolattukudy P.E., In ,,Biopolymers Online*, Ed. Steinbiichel A., Wiley-VCH Verlag
GmbH & Co. KgaA, 2005.

-164-



Literatura

Korul’kin D.Y ., Chemistry of Natural Compounds, 2001, 37(3): 219-223.

Kovacevi¢ N., Osnovi farmakognozije, Srpska Skolska knjiga, Beograd, Srbija, 2004.

Kumar S., i Pandey A.K., The Scientific World Journal, 2013, 1-16.

Kunst L., Samuels L., Current Opinion in Plant Biology, 2009, 12(6):721-727.

Kunjin F., Ohba H., Flora of China, 2001, 8:202-268.

Kuzuyama T., Bioscience, Biotechnology, and Biochemistry, 2002, 66(8):1619-1627.

Lake R., Optimized RP-HPLC Method for Hydroxybenzoic Acids. Balanced Retention
for a Range of Polarities, Using an Ultra Aqueous C18 Column, Copyright Restek
Corporation, 2016.

Lakhal H., Kabouche A., Magid A.A., Voutquenne-Nazabadioko L., Harakat D.,
Kabouche Z., Phytochemistry, 2014, 102:145-151.

Lavrieux M., Jacob J., LeMilbeau C., Zocatelli R., Masuda K., Bréheret J-G. , Disnar J-
R., Organic Geohemistry, 2011, 42, 1315-1323.

Lee H.S., in ,,Food Analysis by HPLC*, Ed. L.M.L. Nollet, Marcel Dekker, Inc., New
York and Basel, 2000.

Lemieux B., Trends in plant science, 1996, 1(9):312-318.

Lix L.M., Sajobi T.T., Frontiers in Psychology, 2010, 1(146):1-9.

Lovri¢ M., Osnovi statistike, Ekonomski fakultet, Kragujevac, 2008.

Maffei M., Badino S., Bossi S., Journal of Biological Research, 2004, 1(1):3-19.

Maffei M., Badino S., Rossi S., Journal of Biological Research, 2004, 1(1):3-19.

Maffei M., Biochemical Systematics and Ecology, 1994, 22(7):711-728.

Maffei M., Biochemical Systematics and Ecology, 1996a, 24(6):531-545.

Maffei M., Biochemical Systematics and Ecology, 1996b, 24(1):53-64.

Mallavadhani U.V., Panda A.K., Rao Y.R., Phytochemistry, 1998, 49(4):901-951.

Mallavadhani U.V., Panda A.K., Rao Y.R., Phytochemistry, 1998, 49(4):901-951.

Manheim B.S. Jr., Mulroyt T.W., Hogness D.K., Kerwin J.L., Biochemical Systematics
and Ecology, 1979, 7(1):17-19.

Marin P., Biohemijska 1 molekularna sistematika, izdava¢ Miroslav Damjanovié,
Beograd, Srbija, 2003.

Mark H., Workman J., in ,,Chemometrics in Spectroscopy*, Ed. Mark H., Workman J.,
Elsevier B.V., 2007.

Mayuzumi S., Ohba h., Systematic Botany, 2004, 29(3):587-598.

Medina E., Aguiar G., Gomez M., Aranda J., Medina J.D., Winter K., Biochemical
Systematics and Ecology, 2006, 34(4):319-326.

Mehrotra R. S., Aggarwal A., Plant Pathology, Tata McGraw-Hill Publishing Company
Limited, New Delhi, India, 2003.

Mekonnen A., Sidamo T., Asres K., Engidawork E., Journal of Ethnopharmacology,
2013, 145(3):638-646.

Mika V., Kuban V., Klejdus B., Odstr¢ilova V., Nerusil P. Plant Soil And Environment,
2005, 51(11):506-512.

Miller J.N., Miller J.C., Statistics and Chemometrics for Analytical Chemistry, Printed by
Ashford Colour Press Ltd., Gosport, UK, 2010.

-165-



Literatura

Miti¢ S., Paunovi¢ D., Pavlovi¢ A., Tosi¢ S., Stojkovi¢ M., Miti¢ M., International
Journal Of Food Properties, 2014, 17(4):908-922.

Miti¢ V., Stankov-Jovanovi¢ V., Dimitrijevi¢ M., Cvetkovi¢ J., Simonovi¢ S., Nikoli¢-
Mandi¢ S., Fruits, 2014, (69):413-422.

Mohd Hafiz I., Hawa Z.E.J., Asmah R., Zaharah A.R. 2011, Molecules, 2011, 16:162-
174.

Morikawa T., Ninomiya K., Zhang Y., Yamada T., Nakamura S., Matsuda H., Muraoka
0., Hayakawa T, Yoshikawa M., Phytochemistry Letters, 2012, 5(1):53-58.

Mort M.E., Levsen N., Randle C.P., Van Jaarsveld E., Palmer A., American Journal of
Botany, 2005, 92(7):1170-1176.

Mort M.E., Soltis D.E., Soltis P.S., Francisco-Ortega J., Santos-Guerra A., American
Journal of Botany, 2001, 88(1):76-91.

Moss W.W., Hendrckson J.A., Annual Review of Entomology, 1973, 18:227-258

Nahrstedt A., Walther A., Wray V., Phytochemistry, 1982, 21(1):107-110.

National Institute of Standards and Technology — NIST Chemistry WebBook, Nist
Standard Reference database; Available from: http://webbook.nist.gov/chemistry/

National Institute of Standards and Technology — NIST Chemistry WebBook, Nist
Standard Reference database; Available from: http://webbook.nist.gov/chemistry/

Niu X.F., Liu X., Pan L., Qi L., Fitoterapia, 2011, 82(7):960-963

Niu Y, Luoa H., Suna C., Yang T-Y., Donga L., Huanga L., Chen S., Gene, 2014, 533(1):
295-303.

Nogrady T., in ,,Chapter Rotifera VIII: A Comparative Approach®, Ed. Wurdak E.,
Wallace R., Segers H., Hydrobiology 387/388, Kluwer Academic Publishers, 1998.

Nollet L.M.L., Toldra F., Handbook of Analysis of Active Compounds in Functional
Foods, CRC Press, Taylor and Francis group, 2012.

Ohmoto, T., Ikuse, M., Natori S., Phytochemistry, 1970, 9(10):2137-2148.

Okuda T., Yoshida T., Hatano T., lwasaki M., Kubo M., Orime T., Yoshizakia M.,
Naruhashi N., Phytochemistry, 1992, 31(9):3091-3096.

Oliveri P., Forina M., In ,,Chemical Analysis of Food: Techniques and Applications®, Ed.
Pico Y., Academic Press Elsevier Inc., 2012.

Osborne R., Stevens J.F., 1996, Phytochemistry, 1996, 42(5):1335-1339.

Pant P., Rastogi R., Phytochemistry, 1979, 18(7):1095-1108.

Parente E., in ,,Encyclopedia of Dairy Sciences*, Ed. Fuquay J.W., Elsevier Ltd., 2011.

Patwardhan A., Ray S., Roy A., Phylogenetics & Evolutionary Biology, 2014, 2(2):131-
140.

Pedersen J.A., Biochemical Systematics and Ecology, 1982, 10(1):3-9.

Pedersen J.A., Biochemical Systematics and Ecology, 2000, 28(3):229-253.

Peri¢-Gruji¢ A., Osnovi hemometrije, TMF, Beograd, 2012.

Petrovi¢ S., Loscher R., Gorunovi¢ M.S., Merfort 1., Biochemical Systematics and
Ecology, 1999, 27(6):651-656.

Phillips D.R., Rasbery J.M., Bartel B., Matsuda S.P.T, Current Opinion in Plant Biology,
2006, 9(3):305-314.

-166-


http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/003194228280023X
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/003194228280023X
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/003194228280023X
http://www.sciencedirect.com/science/journal/00319422
http://www.sciencedirect.com/science/journal/00319422/21/1
http://webbook.nist.gov/chemistry/
http://webbook.nist.gov/chemistry/

Literatura

Post-Beittenmiller D., 1996; Annual Review of Plant Physiology and Plant Molecular
Biology, 1996, 47:405-430.

Reicosky D.A., Hanover J.W., Plant Physiology, 1978, 62(1):101-104.

Reinert F., Blankenship R.E., Oecologia Australis, 2010, 14(2):359-368.

Riedel M., Eichner A., Jetter R., Planta, 2003, 218(1):87-97.

Rieder M., in ,,Biology of the Plant Cuticle”, Ed. Riederer M., Muller C., Annual Plant
Reviews, Wiley-Blackwell, 2006.

Robards K., Journal of Chromatography A, 2003, 1000(1-2):657-691.

Roberts R.A., Smith R.A., Safe S., Szabo C., Tjalkens R.B., Robertson F.M., Toxicology,
2010, 276(2):85-94.

Sakar M.K., Petereit F., Nahrstedt A., Phytochemistry, 1993, 33(1):171-174.

Saltan Citoglu G., Acikara O.B., in ,,Biochemistry, Genetics and Molecular Biology*, Ed.
Dhanarasu S., InTech, 2012.

Sato Y., Itagaki S., Kurokawa T., Ogura J., Kobayashi M., Hirano T., Sugawara M., Iseki
K., International Journal of Pharmaceutics, 2011, 403(1-2):136-138.

Saxena M., Saxena J., Nema R., Singh D., Gupta A., Journal of Pharmacognosy and
Phytochemistry, 2013, 1(6):168-182.

Seigler D.S., Plant secondary metabolism, Springer Science+BusinessMedia New York,
1998.

Senthilkumar R., Chandran R., Parimelazhagan T., Saudi Journal of Biological Sciences,
2014, 21(5):409-416.

Sevindik H.G., Giivenalp Z., Ozden Yerdelen K., Yuca H., Demirezer L.O., Industrial
Crops and Products, 2015, 76:873-879.

Sharma O.P., Plant Taxonomy, Tata McGraw-Hill Education Pvt. Ltd., New Delhi,
DELHI, India, 20009.

Sheean P.M., Bruemmer B., Gleason P., Harris J., Boushey C., Van Horn L., Journal of
the American Dietetic Association, 2011, 111(1):103-110.

Sieberl T.N., Petrini O., Greenacre M.J., Systematic and Applied Microbiology, 1998,
21(3):433-41.

Singh A.K., Indian Journal of Science and Technology, 2012, 2(1):143-147.

Singh G., Plant Systematics: An Integrated Approach, Science Publishers, Inc. Enfield,
NH, USA, 2004.

Singh V., Jain D. K., Taxonomy of Angiosperms, Rajson Printers, New Delhi, India,
1981.

Slimestad R., Biochemical Systematics and Ecology, 2003, 31(11):1247-1255

Sneath P.H.A., Sokal R.R., Numerical taxonomy - the principles and practice of
numerical classification, W. H. Freeman and Company: San Francisco, USA, 1973.

Sneath P.H.A., Systematic Biology, 1995, 44(3):281-298.

Sokal R.R., Sneath P.H.A., Principles of Numerical Taxonomy, W.H. Freeman & Co.,
San Francisco, USA, 1963.

Soreanu G., Dixon M., Darlington A., Chemical Engineering Journal, 2013, 229:585-
594.

Stace C., New Flora of the British Isles, Cambridge University Press, UK, 2010.

-167-



Literatura

Stein S.E., National Institute of Standards and Technology (NIST) Mass Spectral
Database and Software, Version 3.02, USA, 1990.

Stevens J.F., ’T Hart H., Bolck A., Zwaving J.H., Malingre T.M., Phytochemistry, 1994a,
35(2):389-399.

Stevens J.F., ’t Hart H., Hendriks H., Malingre T.M., Phytochemistry, 1992, 31(11):3917-
3924,

Stevens J.F., ’t Hart H., Hendriks H., Malingré T.M., Phytochemistry, 1992, 31(11):3917-
3924.

Stevens J.F., ’t Hart H., Hendriks H., Malingré T.M., Plant Systematics and Evolution,
1993, 185(3/4):207-217.

Stevens J.F., ’t Hart H., Vanham C.H.J., Elema E.T., Vandenent M.M.V.X., Wildeboer
M., Zwaving J. H., Biochemical Systematics and Ecology, 1995, 23(2):157-165.
Stevens J.F., T Hart H.T., Pouw, A.J.A., Bolck A., Zwaving J.H., Phytochemistry,

1994b, 36(2): 341-348.

Stevens J.F., 't Hart H., Elema E.T., Bolck A., Phytochemistry, 1996, 41(2):503-512.

Stevens J.F., 't Hart H., Elema E.T., Bolck A., Phytochemistry, 1996,. 41(2): 503-512.

Stevens J.F., 'T Hart H.,, Van Ham R.C.H.J., Elema E.T., Van Den Ent M.M.V.X,,
Wildeboer M., Zwaving J.H., Biochemical Systematics and Ecology, 1995,
23(2):157-165.

Stojanovi¢ G., Jovanovi¢ S., Zlatkovi¢ B., Djordjevi¢ A., Petrovi¢ G., Jovanovi¢ O.,
Stankov-Jovanovi¢ V., Miti¢ V., Records of Natural Products, 2014, 8(3):272-276.

Svehlikova V., Mraz P., Piacentec S., Marhold K., Biochemical Systematics and Ecology,
2002, 30(11):1037-1049.

Takhtajan, A. Flowering Plants, Springer Science & Business Media B.V., Dordrecht,
2009.

Taylor P., 2011, Current Opinion in Colloid & Interface Science, 2011, 16(4):326-334.

Theodoulou F.L., Biochimica et Biophysica Acta, 2000, 1465(1-2):79-103.

Thiede J., Eggli U., in ,Flowering Plants Eudicots®, Ed. Kubitzki K., Springer Berlin
Heidelberg, Germany, 2007.

Thuong P.T., Kang H.J.,, Na M.K., Jin W.Y., Youn U.J., Seong Y.H., Song Kyung-Sik
Min Byung-Sun, Bae K.H., Phytochemistry 2007, 68(19):2432-2438.

Tomaszewski D., Zielinski J., Flora-Morphology, Distribution, Functional Ecology of
Plants, 2014, 209(5-6):215-232.

Tumbas V., Mandi¢ A., Cetkovi¢ G., Dilas S., Canadanovié-Brunet J., Acta Periodica
Technologica, 2004, 35:1-280.

Tutin T.G,, Burges N.A., Chater A.O., Edmondson J.R., Heywood V.H., Moore D.M.,
Valentine D.H., Moore D.M., Valentine D.H., Walters S.M., Webb D.A., Flora
Europea: Psilotaceae to Platanaceae, Cambridge University Press, 2010.

Van Den Dool H., Kratz P.D., Journal Of Chromatography, 1963, 11:463-471.

Van der Plas L.H.W., Eijkelboom C., Hagendoorn M.J.M., Plant Cell, Tissue and Organ
Culture, 1995, 43(2):111-116.

Van Ham R.C.H.J., ’t Hart H., American Journal of Botany, 1998, 85(1):123-134.

Van Maarseveen C., Jetter R., Phytochemistry, 2009, 70(7):899-906.

-168-



Literatura

Veljkovi¢ J., Pavlovi¢ A., Miti¢ S., Tosi¢ S., Stojanovi¢ G., Kalicanin B., Stankovi¢ D.,
Stojkovi¢ M., Miti¢ M., Brcanovi¢ J., Journal Of Food And Nutrition Research,
2013, 52(1):12-24.

Vernon K., Studies in History and Philosophy of Science Part C: Studies in History and
Philosophy of Biological and Biomedical Sciences, 2001, 32(2):315-341.

Vickery M.L., Vickery B., Secondary Plant Metabolism, Macmillan Education UK, 1981.

Vogt T., 2010, Molecular Plant , 2010, 3(1):2-20.

Vukovi¢ N., Spasi¢ S., Statistika za inzenjere, Univerzitet Singidunum, Beograd, 2011.

Walters S.M., in ,,Chemical Plant Taxonomy*, Ed. Swain T., Academic Press Inc., 1963.

Wang M., Hao H., Zhang D., Lee K.-H, Phytochemistry, 1998, 49(8):2607-2610.

Wang Z., Yeats T., Han H., Jetter R., The Journal Of Biological Chemistry, 2010,
285(39):29703-29712.

Waterman P.G., Phytochemistry, 2007, 68(22):2896-2903.

Wilkins C.K., Bohm B.A., Canadian Journal of Botany, 1976, 54(18):2133-2140.

Willey E.O., Lieberman B.S., Phylogenetics: theory and practice of phylogenetic
systematics, Wiley-Blackwell. A John Wiley & Sons, Inc., 2011.

Williams S.G., Rayner J.P., Raynor K.J., Urban Forestry & Urban Greening, 2010,
9(3):245-251.

Wink M., Phytochemistry, 2003, 64(1):3-19.

Wink M., Phytochemistry, 2003, 64(1):3-19.

Wink M., Waterman P.G., in ,,Biochemistry of Plant Secondary Metabolism*, Ed. Wink
M., Annual Plant Reviews, CRC Press, Boca Roton, FL, 1999.

Wojtas-Wasilewska M., Trojanowski J., Luterek J., Acta Biocimica Polonica, 1983,
30(3/4):291-302.

Wolbis M., Krolikowska M., Phytochemistry, 1988, 21(12):3941-3943.

Wolbis M., Phytochemistry, 1989, 28(8):2187-2189.

XuT.,Wang Z., Lei T., Lv C., Wang J., Lu J., Fitoterapia, 2015, 101:125-132.

Yeal., Liuc C., Zhao Z., Li Y., Yua S., Ecological Engineering, 2013, 55:29-34

Yelland P.M., The Mathematica Journal, 2010, 12:1-23.

Zgorka G., Glowniak K., Journal of Pharmaceutical and Biomedical Analysis, 2001, 26,
79-87.

Zhang A., Wan L., Wu C,, Fang Y., Han G, Li H., Zhang Z., Wang H., Molecules, 2013,
18(11):14241-14257.

Zuckerkandl E. i Pauling L., in ,,Evolving Genes and Proteins“, Ed. Bryson V., Vogel
H.J., Academic Press, New York, USA, 1965.

Zuckerkandl E. i Pauling L., Journal of Theoretical Biology., 1965, 8(2):357-366.

‘t Hart H., Lagascaria, 1997, 19(1-2):93-100.

’t Hart H., van Ham R.D.H.J., Stevens J.F., Elema E.T., van der Klis H., Gadella T.W.J.,
Biochemical systematics and ecology, 1999, 27(4):407-426.

’t Hart, Bocconea, 1995, 5(1):119-128.

't Hart, Flora Mediterranea, 1991, 1:31-61.

-169-



3. PRILOZI

Prilog 1. Pregled ispitivanih taksona familije Crassulaceae sa podacima o vrsti ekstrakta,
lokalitetu, godini sakupljanja biljnog materijala i prinosu voska

Prilog 2. Identifikacija predstavnika triterpenskih serija: oleani, tarakserani i lupani

Prilog 3. Rezultati deskriptivne statistike: serije roda Sedum i taksoni spoljnih grupa

Prilog 4. Stanja kvalitativnih karaktera konstituenata epikutikularnog voska i povrsine lista
pojedina¢nih uzoraka: vrste roda Sedum i komponente korisé¢ene u korespodentnoj

analizi

-170-



Prilog 1. Pregled ispitivanih taksona familije Crassulaceae sa podacima o vrsti ekstrakta, lokalitetu, godini sakupljanja biljnog materijala i

prinosu voska

Prilog 1-1. Pregled ispitivanih taksona roda Sedum sa podacima o vrsti ekstrakta, lokalitetu, godini sakupljanja biljnog materijala i prinosu voska

Rod familije Crassulaceae
Serija Vrsta Podvrsta/Varijetet ~ Vrsta ekstrakta ~ Lokalitet Godina PV (%)
Sedum L. Subfamilija Sempervivoideae Arn., tribus Sedeae Fr.
Sedum acre L. EV Vitoliste, Golema Skrka, Makedonija 2012. 0.09
Acia Berger Sedum acre L. EV, ME Rudnica, Kopaonik, Srbija 2012. 0.18
Sedum acre L. EV, ME Podvis, Knjazevac, Srbija 2012. 0.16
Sedum acre L. EV, ME Rtanj, Ledenicka strana, Srbija 2012. 0.23
Sedum album L. album EV Demir Kapija, Makedonija 2012. 0.32
Sedum album L. album EV, ME Nisevac, Svrljig, Srbija 2012. 0.16
Alba Berger Sedum album L. album EV, ME Si¢evacka Klisura, Visegrad, Srbija 2012. 0.25
Sedum album L. micranthum EV, ME Kopaonik, Treska, Srbija 2012. 0.22
Sedum album L. micranthum EV, ME Hortikultura, Ostrovica, Sar Planina, Srbija 2012. 0.09
Sedum alpestre Vill. EV, ME Stara Planina, Babin Zub, Srbija 2013. 0.81
Sedum annuum L. annuum EV Prilep, Makedonija 2012. 0.19
Sedum annuum L. annuum EV Crna Trava, Srbija 2012. 0.22
Sedum annuum L. annuum EV Hortikultura, Sv. Prohor, dolina P¢inje, Srbija 2012. 0.18
Sedum annuum L. annuum EV, ME Markovi Kuli, Prilep, Makedonija 2012. 0.16
Alpestria Berger Sedum grisebachii Boiss. & Heldr. EV, ME Hortikultura, Pomporovo, Bugarska 2012. 0.09
Sedum grisebachii Boiss. & Heldr. EV, ME Hortikultura, Crna Trava, Srbija 2012. 0.09
Sedum grisebachii Boiss. & Heldr. EV, ME Hortikultura, Brezovica, Sar Planina 2012. 0.08
Sedum sexangulare L. EV, ME Nisevac, Svrljig, Srbija 2012. 0.18
Sedum sexangulare L. EV, ME Miljkovac, Knajzevac, Srbija 2012. 0.16
Sedum sexangulare L. EV, ME Perucac, Derventa, Srbija 2012. 0.23
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Sedum tuberiferum Stoj. & Stefanov EV Demir Kapija, Makedonija 2012. 0.21

Sedum tuberiferum Stoj. & Stefanov EV, ME Hortikultura, Trgoviste, dolina P¢inje, Srbija 2012. 0.09
Sedum tuberiferum Stoj. & Stefanov EV, ME Prespa, Konjsko, Makedonija 2013. 0.98
Sedum urvillei DC. EV Vitoliste, Golema Skrka, Makedonija 2012. 0.39
Sedum urvillei DC. EV Periklija, Gréka 2012. 0.23
Sedum urvillei DC. EV Klisura P¢inje, Kastel, Makedonija 2012. 0.22
Sedum urvillei DC. EV, ME Nisevac, Svrljig, Srbija 2012. 0.15
Sedum urvillei DC. EV, ME Sivec, Prilep, Makedonija 2012. 0.21
Sedum urvillei DC. EV, ME Markovi Kuli, Prilep, Makedonija 2012. 0.16
Sedum urvillei DC. EV, ME Zdunje, Makedonija 2012. 0.12
Sedum urvillei DC. EV, ME Podvis, Knjazevac, Srbija 2012. 0.19
Sedum urvillei DC. EV, ME grcz)ritjlgultura, klisura reke Prizrenska Bistrica, 2012. 0.30
Sedum rubens L. EV Klisura P¢inje, Kastel, Makedonija 2012. 0.22
Aithales Sedum rubens L. EV Bogdanci, Gevgelija, Makedonija 2012. 0.26
(Web & Berth) Hart Sedum rubens L. EV Katlanovska Banja, Makedonija 2012. 0.16
Sedum rubens L. EV, ME Mariovo, Makedonija 2012. 0.12
Cepaea Sedum cepaea L. EV, ME Klisura reke Babune, Veles, Makedonija 2013. 0.31
(Koch) Froderstrom Sedum cepaea L. EV, ME Katlanovo, Makedonija 2013. 0.04
Sedum dasyphyllum L. EV Demir Kapija, Makedonija 2012. 0.18
Sedum dasyphyllum L. EV, ME Nisevac, Svrljig, Srbija 2012. 0.19
Sedum dasyphyllum L. EV, ME Markovi Kuli, Prilep, Makedonija 2012. 0.15
Dasyphylla Hart
Sedum dasyphyllum L. EV, ME Perucac, Derventa, Srbija 2012. 0.31
Sedum dasyphyllum L. EV, ME Zaovine, Spajici, Srbija 2012. 0.39
Sedum dasyphyllum L. EV, ME Kotor, Orasac, Crna Gora 2013. 0.49
Sedum hispanicum L. EV Vitoliste, Golema Skrka, Makedonija 2012. 0.11
Glauco-rubens Sedum hispanicum L. EV Sv. Prohor, dolina Péinje, Srbija 2012. 0.21
Froderstrém Sedum hispanicum L. EV Katlanovska Banja, Makedonija 2012. 0.28
Sedum hispanicum L. EV, ME Podvis, Knjazevac, Srbija 2012. 0.16
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Sedum hispanicum L. EV, ME Miljkovac, Knajzevac, Srbija 2012. 0.18
Sedum hispanicum L. var. minus EV, ME Hortikultura, Ni§, Srbija 2012. 0.20

Sedum hispanicum L. var. minus EV, ME Popsica, Srbija 2013. 0.24

Sedum hispanicum L. ME Markovi Kuli, Prilep, Makedonija 2012. 0,12
Litorea Hart Sedum litoreum Guss. EV Hortikultura, Parga, Gréka 2012. 0.12

olympicum
Magellensia Hart Sedum magellense Ten. (Boiss.) Greuter & EV, ME Komovi, Kom Vasojevi¢ki, Crna Gora 2013. 0.13
Burdet
. Sedum caespitosum (Cav.) DC. EV Stavica, Prilep, Makedonija. 2012. 0.11
Rubra Borissova
Sedum caespitosum (Cav.) DC. EV Sv. Prohor, dolina Péinje, Srbija 2012. 0.13
Sedum ochroleucum Chaix EV Katlanovska Banja, Makedonija 2012. 0.36
Sedum ochroleucum Chaix EV, ME Sivec, Prilep, Makedonija 2012. 0.27
Sedum ochroleucum Chaix EV, ME Zlatibor, Tornik, Srbija 2012. 0.47
Sedum ochroleucum Chaix EV, ME Rtanj, Ledeninka strana, Srbija 2012. 0.33
Sedum ochroleucum Chaix EV, ME Si¢evacka Klisura, Visegrad, Srbija 2012. 0.24
Rupesiria Berger Sedum ochroleucum Chaix EV, ME Hortikultura, Kanjon Mrtvice, Crna Gora 2012. 0.12
Sedum ochroleucum Chaix ME Zaovine, Spaji¢i, Srbija 2012. 0.21
Sedum rupestre L. rupestre EV, ME Si¢evacka klisura, Srbija 2012. 0.42
Sedum rupestre L. rupestre EV, ME Hortikultura, Nis, Srbija 2013. 0.98
Sedum amplexicaule DC te”“”é’:;‘ﬂper(sm') EV, ME Dunje, Stavica, Makedonija 2012 0.26
carinthiacum
Sedella (Fourr.) Hart Sedum atratum L. (Pacher) D. A. EV, ME Komovi, Kom Vasojevicki, Crna Gora 2013. 0.28
Webb

Sedum stefco Stefanov EV, ME Dunje, Stavica, Makedonija 2012. 0.15
Stefco Hart Sedum stefco Stefanov EV, ME Sivec, Prilep, Makedonija 2012. 0.19
Sedum stefco Stefanov EV, ME Markovi Kuli, Prilep, Makedonija 2012. 0.23
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Prilog 1-2. Pregled ispitivanih taksona spoljne grupe sa podacima o vrsti ekstrakta, lokalitetu, godini sakupljanja biljnog materijala i prinosu

voska
Rod familije Crassulaceae
Podvrsta/Varijetet Vrstaekstrakta  Lokalitet Godina PV (%)
Subfamilija Sempervivoideae Arn.,
Echeveria DC. tribus Telephieae EV, ME Hortikultura, Nis, Srbija 2012. 0.06
Echeveria lilacina Kimn. et Moran
Subfamilija Sempervivoideae Arn.,
. tribus Telephieae . .. .
Hylotelephium H.Ohba Hylotelephium telephium (L.) H. Ohba EV Sv. Prohor, dolina Péinje, Srbija 2013. 0.01
Subfamilija Crassuloideae Burnett
Crassula L. Crassula ovata (Miller) Druce EV, ME Hortikultura, Nig, Srbija 2013. 0.08
Subfamily Kalanchoideae A.Berger
Kalanchoe daigremontiana Raym.-Hamet & H. EV, ME Hortikultura, Nig, Srbija 2013. 0.03

Kalanchoe Adans. Perrier

tKlasifikacija taksona na nivou familije prema Thiede i Eggli (2007); pripadnost serijama roda Sedum prema sistemu koji je predlozio ‘t Hart (1991).
TEV — epikutikularni vosak (heksanski ekstrakt); ME — metanolni ekstrakt; PV — prinos voska (%, w/w).
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Prilozi

Prilog 2. Identifikacija predstavnika triterpenskih serija: oleani, tarakserani i lupani

Maseni fragmenti triterpena detektovanih u voskovima vrsta roda Sedum GC-EIMS
tehnikom, predstavljeni kao m/z (relativan intenzitet):

Oleani. a-Amirenil-acetat: 218 (100), 203 (17), 189 (30), 175 (19); p-amirenil-acetat:;
218 (100), 203 (63), 189 (22), 175 (10); germanicil-format: 439 (4), 218 (15), 205 (39), 204
(83), 189 (92), 177 (100), 175 (28), 161 (23), 147 (22), 135 (35), 121 (53). 109 (55);
germanicil-acetat: 218 (7), 204 (38), 189 (100), 177 (89).

Tarakserani. Tarakseril-format: 218 (8). 204(50), 189 (20), 175 (15); tarakseril-acetat:
453 (2), 344 (11), 329 (7), 218 (15), 205 (34), 204 (100), 189(30), 175(17), 161 (19), 147
(32), 135 (63); tarakseron: 300 (24), 285 (21), 204 (63), 189 (33), 175 (17), 133 (100). Pored
navedenih, u voskovima su detektovani i ursani, multiflorani, fernani i lupani (Stevens, et al.
1994a; Stevens, et al. 1994b).

Na slici 52 je prikazan izgled masenih spektara pentacikli¢nih alkohola: tarakserola,
B-amirina i lupeola (Wang, et al. 2010).
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Slika 51. Maseni spektri pentacikli¢nih triterpena (Wang, et al. 2010)

-175-



Prilozi

Prilog 3. Rezultati deskriptivne statistike: serije roda Sedum i taksoni spoljne grupe
Sedum ser. Acria A.Berger

Prilog 3-1. Rezultati deskriptivne statistike serije Acria A.Berger: markeri epikutikularnog
voska

Varijabla N X Min Max c
Cx 4 0.05 0.01 0.09 0.05
Cy 4 0.03 0.01 0.09 0.04
Cy 4 0.09 0.01 0.33 0.16
Cu 4 0.13 0.00 0.38 0.18
Co 4 0.23 0.01 0.66 0.31
Cs 4 0.12 0.00 0.33 0.16
C 4 0.06 0.00 0.23 0.11
Cy 4 0.90 0.10 3.06 1.44
Cos 4 0.00 0.00 0.01 0.01
Cy 4 0.94 0.41 2.25 0.87
Ca 4 0.00 0.00 0.00 0.00
Ca 4 8.82 1.00 13.39 5.39
Cs 4 1.90 1.59 2.39 0.37
Css 4 70.38 52.00 80.35 12.59
Css 4 0.49 0.23 0.69 0.22
Css 4 1.74 1.42 2.10 0.28

Oleani 4 1.74 0.00 5.57 2.64

Lupani 4 0.00 0.00 0.00 0.00

Tarakserani 4 0.00 0.00 0.00 0.00

Prilog 3-1a. Rezultati deskriptivne statistike serije Acria A.Berger: markeri metanolnog

ekstrakta
Varijabla N X Min Max ¢

I 3 1.50 0.00 2.93 1.47

1 3 13.25 5.82 22.53 8.51

1 3 13.08 7.01 16.78 5.30
v 3 2.07 0.96 3.90 1.59

\Y; 3 0.73 0.19 1.29 0.55

VI 3 12.04 0.49 19.16 10.09
VII 3 1.02 0.21 1.87 0.83
VIHI 3 0.70 0.00 1.48 0.74
IX 3 2.48 1.60 4.08 1.39

X 3 1.30 1.10 1.48 0.19

XI 3 3.53 1.74 6.24 2.39
XII 3 6.57 4.20 9.56 2.73
X111 3 2.52 1.60 4.20 1.45
X1V 3 0.00 0.00 0.00 0.00
XV 3 3.33 2.30 3.95 0.90
XVI 3 1.12 0.74 1.87 0.65
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Prilozi

Sedum ser. Alpestria A.Berger

Prilog 3-2. Rezultati deskriptivne statistike serije Alpestria: markeri epikutikularnog voska

Varijabla N X Min Max c
Cy 27 0.04 0.01 0.13 0.05
Cx 27 0.08 0.01 0.44 0.12
C,, 27 0.13 0.01 0.50 0.16
Cys 27 0.23 0.01 0.81 0.24
Co 27 0.38 0.01 1.13 0.39
Cys 27 0.31 0.01 0.90 0.26
Co 27 0.19 0.00 0.98 0.27
Cy 27 1.19 0.17 2.78 0.75
Cys 27 0.25 0.00 0.93 0.23
Cy 27 9.04 0.43 21.13 6.95
Cso 27 0.40 0.01 1.07 0.32
Ca1 27 23.67 4.66 45.81 12.09
Cs, 27 1.88 0.54 2.78 0.54
Css 27 46.78 14.39 71.94 18.73
Ca 27 0.42 0.01 1.32 0.35
Css 27 2.47 0.01 6.62 1.62

Oleani 27 0.45 0.00 3.29 0.86

Lupani 27 0.13 0.00 3.62 0.70

Tarakserani 27 0.22 0.00 5.98 1.15

Prilog 3-2a. Rezultati deskriptivne statistike serije Alpestria A.Berger: markeri metanolnog
ekstrakta

Varijabla N X Min Max c
1 19 4.17 0.00 20.08 5.48
1 19 14.81 1.59 45.26 11.49
i 19 4.93 1.52 14.19 3.94
v 19 3.96 0.46 13.19 4.33
\Y 19 1.83 0.00 11.77 3.24
VI 19 0.66 0.00 1.70 0.60
VIl 19 1.47 0.00 9.03 2.22
VIl 19 4.01 0.00 17.48 6.01
IX 19 2.16 0.00 8.04 2.08
X 19 3.11 0.00 12.68 3.34
XI 19 4.12 0.00 12.94 3.91
XI1 19 5.04 0.00 16.74 5.90
X111 19 0.00 0.00 0.00 0.00
X1V 19 2.73 0.00 16.45 4.38
XV 19 2.33 0.00 16.63 3.68
XVI 19 0.44 0.00 1.22 0.46
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Prilozi

Sedum ser. Litorea ‘t Hart

Prilog 3-3. Rezultati deskriptivne statistike serije Litorea: markeri epikutikularnog voska

Varijabla N X Min Max G
Cy 3 0.01 0.01 0.01 0.00
Cx 3 0.01 0.01 0.01 0.00
Cy, 3 0.14 0.11 0.17 0.03
Cys 3 0.15 0.09 0.19 0.05
Co 3 0.37 0.34 0.40 0.03
Cys 3 0.20 0.19 0.21 0.01
Co 3 0.14 0.14 0.14 0.00
Cyy 3 0.68 0.65 0.71 0.03
Cys 3 0.86 0.80 0.92 0.06
Cyg 3 2.68 2.66 2.70 0.02
Cyo 3 0.13 0.13 0.13 0.00
Ca1 3 24.02 23.91 24.15 0.12
Ca 3 1.56 1.52 1.61 0.05
Cs3 3 59.14 58.84 59.35 0.27
Ca 3 0.19 0.16 0.22 0.03
Css 3 1.07 1.05 1.10 0.03

Oleani 3 6.08 6.04 6.13 0.05

Lupani 3 0.00 0.00 0.00 0.00

Tarakserani 3 0.00 0.00 0.00 0.00
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Prilozi

Sedum ser. Aithales (Webb & Berthel.) ‘t Hart

Prilog 3-4. Rezultati deskriptivne statistike serije Aithales: markeri epikutikularnog voska

Varijabla N X Min Max c
Cx 6 0.07 0.01 0.13 0.05
Cu 6 0.07 0.01 0.12 0.05
Cy 6 0.17 0.01 0.30 0.14
Ca 6 0.19 0.01 0.31 0.14
Cu 6 0.38 0.09 0.62 0.25
Coxs 6 0.18 0.01 0.36 0.16
Cx 6 0.16 0.01 0.30 0.13
Cy 6 0.16 0.06 0.23 0.08
Cos 6 0.07 0.01 0.11 0.05
Cyo 6 1.19 0.40 1.68 0.53
Cao 6 0.09 0.06 0.10 0.02
Css 6 7.91 4.47 9.22 1.84
Cs 6 0.86 0.38 1.14 0.26
Css 6 24.18 20.67 26.76 2.05
Cx 6 0.05 0.01 0.16 0.06
Css 6 1.10 0.77 1.68 0.38

Oleani 6 52.41 49.79 59.35 3.72

Lupani 6 2.84 2.19 4.18 0.83

Tarakserani 6 0.00 0.00 0.00 0.00

Prilog 3-4a. Rezultati deskriptivne statistike serije Aithales: markeri metanolnog ekstrakta

Varijabla N X Min Max G
| 3 4.42 4.40 4.44 0.02
1 3 19.66 19.58 19.80 0.12
i 3 12.83 12.78 12.89 0.06
v 3 4.65 4.61 4.71 0.05
\% 3 1.72 1.69 1.75 0.03
VI 3 171 1.69 1.73 0.02
VIl 3 0.23 0.23 0.23 0.00
VI 3 6.02 591 6.10 0.10
IX 3 0.00 0.00 0.00 0.00
X 3 1.57 1.55 1.61 0.03
XI1 3 2.98 2.94 3.00 0.03
X 3 2.22 2.15 2.33 0.10
X1l 3 0.00 0.00 0.00 0.00
X1V 3 2.23 2.19 2.28 0.05
XV 3 2.05 2.03 2.07 0.02
XVI 3 0.67 0.64 0.69 0.03
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Prilozi

Sedum ser. Alba A.Berger

Prilog 3-5. Rezultati deskriptivne statistike serije Alba: markeri epikutikularnog voska

Varijabla N X Min Max G
Cy 5 0.02 0.01 0.05 0.02
Cx 5 0.02 0.01 0.04 0.01
C,, 5 0.05 0.01 0.10 0.04
Cys 5 0.09 0.01 0.20 0.07
Co 5 0.20 0.06 0.28 0.09
Cys 5 0.24 0.16 0.39 0.10
Cy 5 0.16 0.07 0.34 0.11
Cy 5 2.43 1.17 4.80 1.45
Cys 5 0.61 0.23 0.98 0.34
Cyg 5 18.65 14.36 23.78 3.61
Cso 5 1.13 0.59 1.67 0.49
Ca1 5 47.19 42.67 56.55 5.75
Cs, 5 1.51 0.97 1.89 0.38
Css 5 21.18 14.82 25.28 4.47
Ca 5 0.12 0.01 0.35 0.16
Css 5 1.18 0.11 1.72 0.69

Oleani 5 0.00 0.00 0.00 0.00

Lupani 5 0.00 0.00 0.00 0.00

Tarakserani 5 0.00 0.00 0.00 0.00

Prilog 3-5a. Rezultati deskriptivne statistike serije Aithales: markeri metanolnog ekstrakta

Varijabla N X Min Max G
| 4 0.98 0.00 3.90 1.95
1 4 16.55 7.52 28.86 9.54
i 4 4.86 4.32 6.26 0.94
v 4 2.23 1.66 3.17 0.71
\% 4 2.36 1.49 3.06 0.81
VI 4 3.41 0.00 6.71 2.76
VIl 4 1.29 0.00 2.02 0.92
VI 4 12.07 941 16.45 3.04
IX 4 0.32 0.00 0.63 0.34
X 4 6.84 3.72 13.96 4.78
XI1 4 1.07 0.23 1.52 0.58
X 4 0.87 0.54 1.56 0.47
X1l 4 0.54 0.00 131 0.56
X1V 4 0.30 0.00 0.57 0.28
XV 4 2.56 1.95 4.30 1.16
XVI 4 0.16 0.00 0.64 0.32
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Prilozi

Sedum ser. Dasyphylla ‘t Hart

Prilog 3-6. Rezultati deskriptivne statistike serije Dasyphylla: markeri epikutikularnog voska

Varijabla N X Min Max G
Cy 6 0.02 0.00 0.07 0.03
Cx 6 0.02 0.00 0.06 0.02
Cy, 6 0.07 0.00 0.14 0.05
Cys 6 0.02 0.00 0.07 0.03
Co 6 0.05 0.00 0.11 0.05
Cys 6 0.04 0.00 0.16 0.06
Cy 6 0.01 0.00 0.03 0.01
Cyy 6 0.17 0.01 0.43 0.16
Cys 6 0.04 0.00 0.10 0.04
Cyg 6 1.10 0.31 1.96 0.58
Cyo 6 0.43 0.06 0.73 0.23
Ca1 6 25.58 15.37 43.17 10.21
Ca 6 1.84 121 2.67 0.61
Css 6 9.89 4.64 15.95 4.49
Ca 6 0.03 0.00 0.06 0.02
Css 6 0.01 0.00 0.05 0.02

Oleani 6 53.50 36.44 66.93 13.28

Lupani 6 0.00 0.00 0.00 0.00

Tarakserani 6 0.00 0.00 0.00 0.00

Prilog 3-6a. Rezultati deskriptivne statistike serije Dasyphylla: markeri metanolnog ekstrakta

Varijabla N X Min Max G

| 5 0.00 0.00 0.00 0.00
1 5 15.25 13.05 16.48 1.32
i 5 7.19 4.64 11.68 2.65
v 5 4.07 1.15 7.07 2.75
\% 5 0.66 0.00 3.28 1.47
VI 5 2.39 1.75 3.02 0.54
VIl 5 2.12 0.00 5.22 2.27
VI 5 2.53 1.20 473 1.67
IX 5 1.13 0.14 2.29 1.07
X 5 1.19 0.65 2.00 0.50
XI 5 1.98 0.66 4.85 1.67
X 5 0.89 0.67 1.42 0.30
X1l 5 8.34 3.95 11.51 3.25
X1V 5 1.71 0.80 2.83 0.98
XV 5 3.63 1.49 6.36 1.76
XVI 5 1.03 0.52 1.98 0.56
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Prilozi

Sedum ser. Glauco-rubens Frad.

Prilog 3-7. Rezultati deskriptivne statistike serije Glauco-rubens: markeri epikutikularnog
voska

Varijabla N X Min Max c
Cy 8 0.03 0.01 0.18 0.06
Cs 8 0.12 0.01 0.37 0.16
C, 8 0.10 0.01 0.69 0.24
Cys 8 0.11 0.01 0.72 0.25
Co 8 0.21 0.01 1.24 0.42
Cys 8 0.11 0.01 0.74 0.25
Cy 8 0.11 0.01 0.82 0.29
C,y 8 0.26 0.01 1.18 0.39
Cys 8 0.09 0.01 0.27 0.10
Cyg 8 2.29 0.17 9.00 2.81
Cso 8 0.13 0.01 0.28 0.10
Ca1 8 9.42 3.79 15.86 3.37
Cs, 8 0.99 0.43 1.69 0.39
Cas 8 26.35 15.01 56.28 13.31
Ca 8 0.01 0.01 0.01 0.00
Css 8 0.52 0.01 2.49 0.91

Oleani 8 46.64 1.77 67.51 19.62

Lupani 8 5.01 0.00 10.83 3.88

Tarakserani 8 0.00 0.00 0.00 0.00

Prilog 3-7a. Rezultati deskriptivne statistike serije Glauco-rubens: markeri metanolnog
ekstrakta

Varijabla N X Min Max c

| 5 10.83 0.00 32.10 13.49
1 5 13.48 0.00 29.15 10.89
1 5 5.83 4.39 8.57 1.63
v 5 4.21 2.64 5.98 1.36
\Y 5 1.08 0.43 1.95 0.63
VI 5 1.95 0.00 3.92 1.90
Vil 5 3.41 1.71 5,51 1.94
VIl 5 3.55 0.16 10.27 4.31
IX 5 6.27 0.00 11.13 5.67
X 5 1.61 0.80 2.85 0.83
Xl 5 4.67 0.82 10.67 4.13
XIl 5 1.79 0.26 3.61 1.33
X1l 5 0.00 0.00 0.00 0.00
X1V 5 0.94 0.34 1.67 0.51
XV 5 1.32 0.82 2.20 0.56
XVI 5 0.83 0.00 191 0.82
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Prilozi

Sedum ser. Rubra Boriss.

Prilog 3-8. Rezultati deskriptivne statistike serije Rubra: markeri epikutikularnog voska

Varijabla N X Min Max G
Cx 2 0.01 0.01 0.01 0.00
Cux 2 0.10 0.01 0.19 0.13
Cy 2 0.06 0.01 0.11 0.07
Cys 2 0.23 0.09 0.37 0.20
Co 2 0.13 0.01 0.24 0.16
Cys 2 0.45 0.22 0.68 0.33
Cy 2 0.01 0.01 0.01 0.00
Cy 2 8.90 5.71 12.08 4,50
Cys 2 0.46 0.34 0.58 0.17
Cyg 2 26.92 19.23 34.60 10.87
Cyp 2 0.40 0.35 0.45 0.07
Ca; 2 31.86 19.25 44 .47 17.83
Ca 2 0.51 0.46 0.56 0.07
Cas 2 8.71 7.27 10.15 2.04
Ca 2 0.00 0.00 0.00 0.00
Css 2 0.00 0.00 0.00 0.00

Oleani 2 0.00 0.00 0.00 0.00

Lupani 2 0.00 0.00 0.00 0.00

Tarakserani 2 0.00 0.00 0.00 0.00
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Prilozi

Sedum ser. Rupestria A.Berger

Prilog 3-9. Rezultati deskriptivne statistike serije Rupestria: markeri epikutikularnog voska

Varijabla N X Min Max G
Cy 12 0.02 0.00 0.07 0.02
Cx 12 0.03 0.00 0.10 0.04
C,, 12 0.12 0.00 0.41 0.17
Cys 12 0.15 0.00 0.31 0.12
Co 12 0.15 0.00 0.32 0.13
Cys 12 0.13 0.00 0.32 0.13
Co 12 0.06 0.00 0.15 0.06
Cyy 12 0.48 0.00 0.94 0.32
Cys 12 0.14 0.00 0.29 0.10
Cyg 12 5.86 0.01 19.41 8.18
Cso 12 0.18 0.00 0.39 0.13
Ca1 12 11.25 2.90 18.00 4.32
Cs, 12 1.20 0.00 2.38 0.74
Css 12 41.44 28.69 62.81 9.81
Ca 12 0.40 0.00 1.39 0.48
Css 12 6.57 0.00 13.94 4.87

Oleani 12 12.22 0.00 61.01 21.01

Lupani 12 0.00 0.00 0.00 0.00

Tarakserani 12 12.58 0.00 46.72 16.34

Prilog 3-9a. Rezultati deskriptivne statistike serije Rupestria: markeri metanolnog ekstrakta

Varijabla N X Min Max c
| 11 0.34 0.00 1.07 0.49
1 11 18.42 4.55 43.70 13.89
11 11 7.29 341 12.25 3.06
v 11 2.88 1.40 9.36 2.49
\ 11 12.33 0.62 42.61 19.39
VI 11 0.49 0.00 1.27 0.50
VIl 11 1.45 0.38 3.71 1.17
VI 11 1.45 0.00 2.46 0.83
IX 11 0.86 0.21 1.82 0.43
X 11 2.34 0.16 5.85 2.00
XI 11 9.20 1.65 17.13 571
X1l 11 0.88 0.24 243 0.74
X111 11 0.00 0.00 0.00 0.00
X1V 11 1.95 0.23 3.68 1.43
XV 11 1.48 0.15 6.01 2.04
XVI 11 0.36 0.11 1.17 0.30
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Prilozi

Sedum ser. Sedella (Four r.) ‘t Hart

Prilog 3-10. Rezultati deskriptivne statistike serije Sedella: markeri epikutikularnog voska

Varijabla N X Min Max G
Cx 3 0.00 0.00 0.00 0.00
Cux 3 0.00 0.00 0.00 0.00
Cy 3 0.00 0.00 0.00 0.00
Cx 3 0.00 0.00 0.00 0.00
Co 3 0.00 0.00 0.00 0.00
Cys 3 0.00 0.00 0.00 0.00
Cs 3 0.00 0.00 0.00 0.00
Cy 3 0.09 0.09 0.09 0.00
Cys 3 0.00 0.00 0.00 0.00
Cy 3 0.22 0.21 0.24 0.02
Cyp 3 0.00 0.00 0.00 0.00
Ca1 3 7.02 6.97 7.10 0.07
Ca 3 0.43 0.42 0.45 0.02
Css 3 79.04 78.77 79.20 0.24
Ca 3 0.01 0.01 0.01 0.00
Css 3 0.20 0.19 0.21 0.01

Oleani 3 0.00 0.00 0.00 0.00

Lupani 3 0.00 0.00 0.00 0.00

Tarakserani 3 0.10 0.10 0.10 0.00

Prilog 3-10a. Rezultati deskriptivne statistike serije Sedella: markeri metanolnog ekstrakta

Varijabla N X Min Max G
| 3 0.00 0.00 0.00 0.00
1 3 12.23 12.14 12.30 0.08
i 3 8.75 8.65 8.84 0.10
v 3 2.27 2.22 2.33 0.06
\% 3 0.20 0.19 0.21 0.01
VI 3 2.51 2.50 2.53 0.02
VIl 3 9.40 9.00 9.83 0.42
VIII 3 3.39 3.28 3.54 0.13
IX 3 0.62 0.59 0.64 0.03
X 3 0.38 0.38 0.38 0.00
XI1 3 2.17 2.13 2.20 0.04
X 3 7.02 6.91 7.10 0.10
X1l 3 0.00 0.00 0.00 0.00
X1V 3 0.00 0.00 0.00 0.00
XV 3 2.00 1.96 2.03 0.04
XVI 3 0.19 0.18 0.20 0.01
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Prilozi

Sedum ser. Stefco ‘t Hart

Prilog 3-11. Rezultati deskriptivne statistike serije Stefco: markeri epikutikularnog voska

Varijabla N X Min Max G
Cy 3 0.05 0.01 0.07 0.03
Cx 3 0.06 0.01 0.09 0.04
C,, 3 0.15 0.01 0.23 0.12
Cys 3 0.17 0.01 0.28 0.14
Co 3 0.32 0.07 0.47 0.22
Cys 3 0.32 0.11 0.45 0.19
Cy 3 0.14 0.01 0.23 0.12
Cyy 3 1.43 0.92 2.00 0.54
Cys 3 0.23 0.18 0.31 0.07
Cyg 3 19.34 16.85 23.78 3.86
Cso 3 1.32 1.14 1.66 0.30
Ca1 3 57.28 55.12 61.56 3.71
Cs, 3 0.99 0.66 1.20 0.29
Css 3 9.90 9.84 9.98 0.07
Ca 3 0.00 0.00 0.00 0.00
Css 3 0.45 0.30 0.64 0.17

Oleani 3 0.00 0.00 0.00 0.00

Lupani 3 0.00 0.00 0.00 0.00

Tarakserani 3 0.00 0.00 0.00 0.00

Prilog 3-11a. Rezultati deskriptivne statistike serije Stefco: markeri metanolnog ekstrakta

Varijabla N X Min Max c

| 3 1.48 1.28 1.87 0.34
11 3 2.14 141 3.24 0.97
i 3 2.36 1.75 3.01 0.63
v 3 3.48 2.62 4.38 0.88
\Y 3 3.32 1.72 5.65 2.07
VI 3 11.76 10.85 12.23 0.79
VII 3 1.53 1.27 1.70 0.23
\h! 3 2.37 1.10 3.78 1.35
IX 3 1.46 0.81 1.85 0.57
X 3 0.96 0.27 1.35 0.60
Xl 3 1.26 0.54 1.68 0.63
X1l 3 22.98 21.05 24.54 1.78
X1 3 0.00 0.00 0.00 0.00
X1V 3 1.04 0.37 1.57 0.61
XV 3 2.15 0.83 3.05 1.17
XVI 3 2.18 0.00 6.54 3.78
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Prilozi

Sedum ser. Cepaea (Koch) Frod.

Prilog 3-12. Rezultati deskriptivne statistike serije Cepaea: markeri epikutikularnog voska

Varijabla N X Min Max G
Cy 2 0.01 0.01 0.01 0.00
Cx 2 0.01 0.01 0.01 0.00
C,, 2 0.01 0.01 0.01 0.00
Cys 2 0.01 0.01 0.01 0.00
Co 2 0.01 0.01 0.01 0.00
Cys 2 0.05 0.01 0.08 0.05
Cy 2 0.01 0.01 0.01 0.00
Cyy 2 0.31 0.08 0.53 0.32
Cys 2 0.01 0.01 0.01 0.00
Cyg 2 0.28 0.20 0.36 0.11
Cso 2 0.01 0.01 0.01 0.00
Ca1 2 2.53 2.36 2.69 0.23
Cs, 2 0.39 0.37 0.40 0.02
Css 2 39.31 32.61 46.01 9.48
Ca 2 0.01 0.01 0.01 0.00
Css 2 0.26 0.01 0.50 0.35

Oleani 2 24.49 20.33 28.65 5.88

Lupani 2 0.00 0.00 0.00 0.00

Tarakserani 2 0.00 0.00 0.00 0.00

Prilog 3-12a. Rezultati deskriptivne statistike serije Cepaea: markeri metanolnog ekstrakta

Varijabla N X Min Max c

| 2 1.49 0.00 2.98 211
1 2 8.49 8.20 8.77 0.40
i 2 2.90 2.26 3.53 0.90
v 2 0.83 0.52 1.13 0.43
Y, 2 0.00 0.00 0.00 0.00
VI 2 0.50 0.41 0.58 0.12
VII 2 0.77 0.43 111 0.48
\h! 2 2.60 0.93 4.27 2.36
IX 2 0.11 0.00 0.22 0.16
X 2 3.65 2.28 5.01 1.93
X1 2 14.51 13.48 15.54 1.46
X1l 2 2.00 151 2.49 0.69
X1 2 0.00 0.00 0.00 0.00
X1V 2 23.93 19.68 28.17 6.00
XV 2 1.77 0.91 2.63 1.22
XVI 2 0.66 0.64 0.67 0.02
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Prilozi

Sedum ser. Magellensia ‘t Hart

Prilog 3-13. Rezultati deskriptivne statistike serije Magellensia: markeri epikutikularnog
voska

Varijabla N X Min Max c
Cy 3 0.01 0.01 0.01 0.00
Cs 3 0.01 0.01 0.01 0.00
C, 3 0.01 0.01 0.01 0.00
Cys 3 0.16 0.15 0.17 0.01
Co 3 0.27 0.26 0.29 0.02
Cys 3 0.01 0.01 0.01 0.00
Cy 3 0.00 0.00 0.00 0.00
C,y 3 0.44 0.41 0.47 0.03
Cys 3 0.00 0.00 0.00 0.00
Cyg 3 0.81 0.80 0.82 0.01
Cso 3 0.00 0.00 0.00 0.00
Cay 3 15.29 15.17 15.39 0.11
Cs, 3 0.87 0.84 0.92 0.04
Cas 3 57.37 56.59 58.08 0.75
Ca 3 0.07 0.06 0.09 0.02
Css 3 0.00 0.00 0.00 0.00

Oleani 3 12.50 12.46 12.57 0.06

Lupani 3 0.00 0.00 0.00 0.00

Tarakserani 3 0.00 0.00 0.00 0.00

Prilog 3-13a. Rezultati deskriptivne statistike serije Magellensia: markeri metanolnog
ekstrakta

Varijabla N X Min Max c

| 3 17.34 17.09 17.64 0.28
1 3 0.00 0.00 0.00 0.00
1 3 4.18 4.15 421 0.03
v 3 0.56 0.52 0.61 0.05
V 3 1.12 1.08 1.17 0.05
VI 3 3.93 3.89 3.95 0.03
VI 3 0.95 0.88 1.00 0.06
VIl 3 14.26 14.16 14.35 0.10
IX 3 0.00 0.00 0.00 0.00
X 3 0.75 0.70 0.84 0.08
Xl 3 11.89 11.85 11.94 0.05
X1l 3 0.00 0.00 0.00 0.00
X1l 3 0.00 0.00 0.00 0.00
X1V 3 17.53 17.40 17.67 0.14
XV 3 0.28 0.27 0.29 0.01
XVI 3 0.00 0.00 0.00 0.00
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Prilog 3-14. Rezultati deskriptivne statistike za spoljne grupe: markeri epikutikularnog voska

Echeveria lilacina Kimn. et

Hylotelephium telephium

Crassula ovata (Miller)

Kalanchoe daigremontiana

Moran (L.) H. Ohba Druce Raym.-Hamet & H. Perrier
Varijabla N X Min Max c X Min Max o X Min Max ¢ X Min Max ¢

Cyo 3 0.00 0.00 000 o000 030 030 030 000 000 000 0.00 0.00 0.09 0.08 0.10 o0.01
Cn 3 0.01 0.01 001 000 033 031 036 0.03 001 001 001 000 0.09 009 009 0.00
Cxn 3 0.01 0.01 001 000 102 100 106 0.3 001 001 001 000 0.09 007 011 0.02
Cx 3 0.07 0.07 007 000 099 098 100 0.01 001 001 001 000 0.07 006 008 001
Cu 3 0.07 0.06 008 001 209 206 214 004 001 001 001 o000 o080 077 082 0.03
Cxs 3 0.00 0.00 000 000 110 105 116 0.06 124 120 128 0.04 001 001 001 0.00
Cx 3 0.00 0.00 000 000 09 09 097 0.01 000 000 000 000 0.00 000 000 0.00
Cx 3 0.00 0.00 000 000 090 09 09 0.00 138 132 147 008 019 018 020 0.01
Cyg 3 0.00 0.00 000 o000 057 056 059 002 000 000 0.00 o0.00 o0.00 0.00 0.00 0.00
Co 3 0.07 0.07 007 000 517 511 522 0.06 423 415 428 007 092 09 095 0.03
Cao 3 0.00 0.00 000 000 001 001 001 0.00 000 000 000 o000 013 013 013 0.00
Ca 3 1.59 1.55 163 0.04 21.13 2094 2125 0.17 37.06 36.80 3720 023 367 360 376 0.08
Ca 3 0.13 0.13 013 000 173 164 178 008 001 001 001 o000 116 110 124 0.07
Ca 3 3.54 3.51 359 0.04 4797 4784 48.05 0.11 188 185 190 0.03 56.13 5594 5640 0.24
Ca 3 0.00 0.00 000 000 001 001 001 o0.00 000 000 000 000 149 143 154 0.06
Css 3 0.00 0.00 000 000 001 001 001 0.00 000 000 000 000 064 064 064 0.00
Oleani 3 81.11 80.09 8209 1.00 0.00 000 000 000 0.00 0.00 0.00 000 000 0.00 0.00 o0.00
Lupani 3 0.00 0.00 000 000 000 000 000 0.00 000 000 0.00 000 0.0 000 000 0.00
Tarakserani 3 11.06 11.00 1110 0.05 0.00 0.00 000 0.00 0.00 000 000 000 1168 1158 11.80 0.11

-189-



Prilog 3-14a. Rezultati deskriptivne statistike za spoljne grupe: markeri metanolnog ekstrakta

Varijabla

Xl

X
XV
XV
XVI

W WWWWWwwwWwwWwwwwwwwowZ

Echeveria lilacina Kimn. et

Crassula ovata (Miller) Druce

Kalanchoe daigremontiana

Moran Raym.-Hamet & H. Perrier

X Min  Max c X Min  Max G X Min Max o
0.00 0.00 0.00 000 1942 1913 1968 028 000 0.00 0.00 0.00
2758 2731 2783 026 1586 1579 1599 0.11 16.33 16.04 16.65 0.31
8.03 7.87 812 014 8.69 867 871 002 387 384 392 0.04
3.66 3.58 378 011 183 182 184 001 064 063 065 0.01
0.28 0.27 030 0.02 7.02 687 719 016 042 042 042 0.00
0.30 024 035 0.06 0.00 0.00 000 000 062 056 0.68 0.06
0.91 0.91 091 0.00 0.00 0.00 000 000 026 020 038 0.10
0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 000 000 0.00 0.00 0.00 0.00
0.00 0.00 0.00 0.0 109 100 117 009 095 084 101 0.10
0.00 0.00 0.00 o0.00 0.00 000 000 000 035 030 043 0.07
0.18 0.16 020 002 035 034 036 001 19 187 201 0.08
0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 000 000 o000 183 179 185 0.03
0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 000 000 000 0.00 0.00 0.00
0.00 0.00 0.00 000 0.9 091 099 004 524 509 535 013
0.00 0.00 0.00 000 052 052 052 000 08 08 086 0.01
0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 2755 27.05 28.00 0.48
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Prilozi

Prilog 4. Stanja kvalitativnih karaktera konstituenata epikutikularnog voska i povrsine lista
pojedina¢nih uzoraka: vrste roda Sedum i komponente koris¢ene u korespodentnoj analizi

Izgled
Serija Vrsta povrsinelista A O L T

Dasyphylla Sedum dasyphyllum L.
Dasyphylla Sedum dasyphyllum L.
Dasyphylla Sedum dasyphyllum L.
Dasyphylla Sedum dasyphyllum L.
Dasyphylla Sedum dasyphyllum L.
Dasyphylla Sedum dasyphyllum L.

Acria Sedum acre L. z 1 1 0 0
Acria Sedum acre L. z 1 0 0 0
Acria Sedum acre L. z 1 1 0 0
Acria Sedum acre L. z 1 0 0 0
Alba Sedum album L. z 1 0 0 0
Alba Sedum album L. z 1 0 0 0
Alba Sedum album L. z 1 0 0 0
Alba Sedum album L. z 1 0 0 0
Alba Sedum album L. z 1 0 0 0
Alpestria Sedum alpestre Vill. z 1 0 0 0
Alpestria Sedum alpestre Vill. z 1 0 0 0
Alpestria Sedum alpestre Vill. z 1 0 0 0
Alpestria Sedum annuum L. z 1 0 0 0
Alpestria Sedum annuum L. z 1 0 0 0
Alpestria Sedum annuum L. z 1 1 0 0
Alpestria Sedum annuum L. z 1 0 0 0
Alpestria Sedum grisebachii Boiss. & Heldr. z 1 0 0 0
Alpestria Sedum grisebachii Boiss. & Heldr. z 1 1 0 1
Alpestria Sedum grisebachii Boiss. & Heldr. z 1 0 1 0
Alpestria Sedum sexangulare L. z 1 1 0 0
Alpestria Sedum sexangulare L. z 1 0 0 0
Alpestria Sedum sexangulare L. z 1 0 0 0
Alpestria Sedum tuberiferum Stoj. & Stefanov z 1 1 0 0
Alpestria Sedum tuberiferum Stoj. & Stefanov z 1 0 0 0
Alpestria Sedum tuberiferum Stoj. & Stefanov z 1 0 0 0
Alpestria Sedum urvillei DC. G 1 0 0 0
Alpestria Sedum urvillei DC. G 1 0 0 0
Alpestria Sedum urvillei DC. 4 1 0 0 0
Alpestria Sedum urvillei DC. 4 1 0 0 0
Alpestria Sedum urvillei DC. G 1 0 0 0
Alpestria Sedum urvillei DC. G 1 1 0 0
Alpestria Sedum urvillei DC. G 1 1 0 0
Alpestria Sedum urvillei DC. z 1 1 0 0
Alpestria Sedum urvillei DC. G 1 1 0 0
Aithales Sedum rubens L. G 1 1 1 0
Aithales Sedum rubens L. G 1 1 1 0
Aithales Sedum rubens L. G 1 1 1 0
Aithales Sedum rubens L. G 1 1 1 0
Aithales Sedum rubens L. G 1 1 1 0
Aithales Sedum rubens L. G 1 1 1 0
Cepaea Sedum cepaea L. Zz 1 1 0 0
Cepaea Sedum cepaea L. Zz 1 1 0 0
G 1 1 0 0

G 1 1 0 0

G 1 1 0 0

G 1 1 0 0

G 1 1 0 0

G 1 1 0 0
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Glauco-rubens
Glauco-rubens
Glauco-rubens
Glauco-rubens
Glauco-rubens
Glauco-rubens
Glauco-rubens
Glauco-rubens
Litorea
Litorea
Litorea
Magellensia
Magellensia
Magellensia
Rubra
Rubra
Rupestria
Rupestria
Rupestria
Rupestria
Rupestria
Rupestria
Rupestria
Rupestria
Rupestria
Rupestria
Rupestria
Rupestria
Sedella
Sedella
Sedella
Stefco
Stefco
Stefco

Sedum hispanicum L.
Sedum hispanicum L.
Sedum hispanicum L.
Sedum hispanicum L.
Sedum hispanicum L.
Sedum hispanicum L.
Sedum hispanicum L.
Sedum hispanicum L.
Sedum litoreum Guss.
Sedum litoreum Guss.
Sedum litoreum Guss.
Sedum magellense Ten.
Sedum magellense Ten.
Sedum magellense Ten.
Sedum caespitosum (Cav.) DC.
Sedum caespitosum (Cav.) DC.
Sedum ochroleucum Chaix
Sedum ochroleucum Chaix
Sedum ochroleucum Chaix
Sedum ochroleucum Chaix
Sedum ochroleucum Chaix
Sedum ochroleucum Chaix
Sedum ochroleucum Chaix
Sedum rupestre L.

Sedum rupestre L.

Sedum amplexicaule DC
Sedum amplexicaule DC
Sedum amplexicaule DC
Sedum atratum L.

Sedum atratum L.

Sedum atratum L.

Sedum stefco Stefanov
Sedum stefco Stefanov
Sedum stefco Stefanov

NNNNNNGOGOOOONNGOMGOGOGGOONNNNNNNNNWNDGOGOLOOOGW
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OO OO0 O0OO0ORRRPRREPREPRLOORFROOODOORRRERRERRERRRERLERIRLERELRELR
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TA —n-Alkani; O — oleani; L — lupani; T — tarakserani; G —glaukozna; Z —zelena.
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HN3JABA O AYTOPCTBY

M3jaBipyjeM /1a je TOKTOpCKa AucepTaIiyja, o/ HaClIOBOM:

CEKYHJIAPHU METABOJIUTH TIPEJACTABHUKA POJA Sedum L.
(Crassulaceae) HEHTPAJIHOI' BAJIKAHCKOI' TIOJIYOCTPBA UM HLHUXOB
XEMOTAKCOHOMCKH 3HAYAJ

® PE3YJTAT COICTBECHOI UCTPAXXHUBAYKOT paaa,

e J1a OBY JHCepTallMjy, HU y IEJIHHH, HUTH Yy JIEJOBHMA, HUCAM IIPHjaBJbHBA0/Ia Ha
JIpyruM ¢akyJITeTUMa, HUTH YHUBEP3UTETHMA;

e J1a HHMCaM IIOBpPEIHO/JIa ayTOpcKa IpaBa, HUTH 3JIOYNOTpeOHO/Ta HWHTENEKTyalHy
CBOjUHY JIPYTHX JIUIIA.

V Humy, 13,06, L018.

AyTop aucepraunmje:

Cuexana Y. JoBanoBuh

[Totniuc ayrgpa {[}/Icep’raunje:




N3JABA O HICTOBETHOCTHU EJIEKTPOHCKOI' 1 HITAMITAHOI' ObJIMKA
JOKTOPCKE JUCEPTAIIMJE

Hacnos nucepranyje:

CEKYHIAPHU METABOJIUTU TPEACTABHUKA POJA Sedum L.
(Crassulaceae) IIEHTPAJIHOI' BAJIKAHCKOI' IOJYOCTPBA HM IHHUXOB
XEMOTAKCOHOMCKH 3HAYAJ

W3jaBibyjeM 1a je eJNIEKTPOHCKH OOJMK MOje IOKTOPCKE AMCEpTalHje, KOjy caMm
npejaao/na 3a yHoueme y JIururajaHu penosuropujym Yuusepsurera y Humy, ucroseran
ITaMIIaHOM OOJIUKY.

Jlo3BoJbaBaM Ja ce o0jaBe MOjH JIMYHH TOJAlH, KOJHU Cy Y B€3M ca ayTOPCTBOM H
J00HrjameM aKaJIeMCKOT 3Bamba JOKTOpa HayKa, Kao HITO Cy MME M IPE3UMeE, TOJMHA H MECTO
pohema 1 narym oj0pane pana, U To y Karanory bubauoreke, JIurutaiHoM peno3uTopujymy
Vuusepsurera y Humy, kao u y mybnukanujama YHuBepsuTera y Humry.

Y Humy, 73 06. M6_

AyTop Aucepranmje:

Cuexana Y. Josanosuh

[ToTnuc ayropa wepmunje:




MN3JABA O KOPHIIIREBY

Omnamhyjem YHuBep3uTercky OuOmmoreky ,.Hukoma Tecma™ na y Jlururaanu
pero3uTopujyM YHHBep3uTeTa y Hully yHece Mojy TOKTOPCKY IUCEpTaIH]y, ITOJT HACTOBOM:

CEKYHJIAPHU METABOJIUTHU TIPEACTABHUKA POJA Sedum L.
(Crassulaceae) IEHTPAJIHOI' BAJIKAHCKOI' IIOJIYOCTPBA MU  BHHUXOB
XEMOTAKCOHOMCKMU 3HAYAJ

Jlucepramyjy ca CBUM @pWiIo3uMa IIpejao/Ja caM y €JIeKTPOHCKOM OOJIHKY,
IIOTOJTHOM 3a TPajHO apXHUBHPAHE.

Mojy ITOKTOpCKY aucepTanyjy, yHeTy y JIUruTaiHu perno3uTopujyMm YHUBEp3UTETA Y
Huiy, MOT'Yy KOPUCTHTH CBH KOjH TIOWITYjy ojapende caapkaHe y oqadbpaHoM THITY JIMIEHIIE
Kpeatusne 3ajequuiie (Creative Commons), 3a KOjy caMm ce OJUTy4Ho/Jia.

1. AyropcTBO

2. AyTOpcTBO — HEKOMEPIIH]aTHO

3. AyTOopCcTBO — HEKOMEPILIH]AJIHO — O€e3 Ipepajae

4. AyTOpCTBO — HEKOMEPIIHjaTHO — JACJIUTH MO UCTUM yCIIOBUMA
5. AyTtopcTBO — 0e3 npepane

6. AyTOPCTBO — JICJIUTH TI0JI UCTUM yCIIOBUMA

Y Humy, 7506 ;2046 .

AyTop aucepranmje:

Cuexana Y. Josanosuh

[ToTniuc ayropa aucepraruje:
e <5

g,




TUITOBU IMIEHIIA KPEATUBHE 3AJEJJHULE

1. Ayropcrso (CC BY)

Jlo3BoJpaBaTe yMHOXKABamk-e, TUCTPHOYIIN]Y U jaBHO CAOMINTABAkE Jeja, U Ipepaje, ako ce HaBeIe NMe
ayTropa, Ha Ha4WmH oxapel)eH ox ayropa WM [aBaolla JIMIEHIE, YaKk W y KoMmeprujamHe cBpxe. OBo je
HajcI0001HM]ja OJ] CBUX JIMLICHIIH.

2. AyropcTBo — Hekomepuujaiano (CC BY-NC)

Jlo3BoJbaBaTe yMHOXKaBambe, TUCTPUOYIIMjY U jaBHO CAOIIITaBaE JIella, U IIpepajie, ako ce HaBeae uMe
ayTopa, Ha HauuH ozapeheH on ayropa wiu jgaBaoua JimneHine. OBa JIMIEHIA HE J03BOJbaBa KOMEPIHjaIHY
ynoTpedy nena.

3. AyropcrBo — HekoMepuujaino — 6e3 npepaaa (CC BY-NC-ND)

Jlo3BospaBaTe YMHOXKABaKkE, TUCTPUOYLIjY U jABHO CAOIILTaBamke Jeja, 0e3 MpoMeHa, MpeoOInKoBamba
Wi ynotpebe nena y CBOM Jelly, ako ce HaBele MM ayTopa, Ha HauMH OjpeljeH ox ayTopa WIIM IaBaola
nunenne. OBa JIMIEHIa He 03B0JbaBa KOMEpLHjalHy yrnoTpeOy nena. YOIHOCY Ha CBE OCTAlle JIULICHIE, OBOM
JUICHIIOM ce oTpaHn4aBa HajBehn oOuM mpaBa xopumhema ena.

4. AyTopcTBOo — HeKOMepuHjaJiHo — JeauTu noa uctum ycaosuma (CC BY-NC-SA)

Jlo3BosbaBaTe YMHOXKABaKE, AUCTPUOYLIU]Y M jaBHO CAOMILITABAbE JeNa, U PEpajie, aKo Ce HaBeIe UMe
ayTopa, Ha HauuH ojpeljeH of ayTropa WM JaBaolia JIMIEHIIE, X aKO ce Mpepaja JUCTPUOynpa Iox UCTOM HIIH
cnuaHOM JinneHoM. OBa JIMIeHIIa He 103B0JbaBa KOMEPLIUjaliHy yIoTpeOy Jesa U npepaja

5. AyropcrBo — Ge3 npepaaa (CC BY-ND)

Jlo3BOJbaBaTe yMHOXKABakE, TUCTPUOYIIM]Y U JaBHO CAOMIIITABAKE JIeia, 0e3 MPoMeHa, MPEeOoOIMKOBamka
Wi ynortpebe liesia y CBOM Jelly, ako ce HaBele MMe ayTopa, Ha HauuH ozapeheH ox ayropa wiM JaBaola
nuuenie. OBa JMIIeHNA JI03B0JbaBa KOMEPLHjAITHY yIoTpeOy nena.

6. AyropcTBo — neautu noa ucrum yciaopuma (CC BY-SA)

Jlo3BospaBaTe YMHOXKABame, AUCTPUOYLIM]Y U jaBHO CAOIILITABAbE Jielia, M pepaje, ako ce HaBelae nMe
ayTopa, Ha Ha4MH onpel)eH ox ayropa WM JaBaolla JIMLEHIE, U aKO ce Ipepaja AUCTPUOyUpa MOJ UCTOM HIIH
cIMYHOM JieHnoM. OBa JMIEHLIA J03BOJbaBa KOMeEpLHWjajHy ynorpeOy aena W npepanga. CnumuHa je
co(TBEPCKUM JIMLEHI[aMa, OHOCHO JIMIICHIIAMa OTBOPEHOT KOJa.
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