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Fitohemijska i geneti¢ka varijabilnost vrsta iz sekcije Serpyllum (Mill.)
Benth. roda Thymus L. (Lamiaceae) u Srbiji

Sazetak

Rod Thymus je po broju vrsta jedan od najznaéajnijih u okviru familije
Lamiaceae. U zavisnosti od pristupa autora broj vrsta unutar roda varira, medutim
ukoliko se izabere pristup minimalne varijabilnosti, prema raspolozivim podacima
opisano je 215 vrsta ovog roda. Vrste ovog roda podeljene su u osam sekcija. U flori
Srbije opisana je, do sada, 31 vrsta i preko 100 infraspecijskih taksona, koje sve
pripadaju podsekciji Serpyllum, sa izuzetkom vrsta Thymus comptus i Th. striatus (Sect.
Hyphodromi) i Th. vulgaris (Sect. Thymus). Reproduktivna izolacija izmedu vrsta ovog
roda je izuzetno slaba §to ¢ini taksonomska istrazivanja jo$ tezim.

Vrste roda Thymus koriste se kao lekovite i aromati¢ne biljke u tradicionalnoj i
zvani¢noj medicini u svim krajevima u kojima se javljaju. Cilj ovog rada je bio da se
opisu razli¢iti hemotipovi unutar vrsta i populaciju ovog roda kao i da se analizom
povrsinskih flavonoida i AFLP markera pobolj$a uvid u genetic¢ke i evolutivne odnose
izmedu populacija vrsta ovog roda sa podrucja Srbije. U ovo istrZivajne ukljucene su
populacije vrsta Th. pulegioides (Subsect. Alternantes), Th. glabrescens, Th.
maschallianus i Th. pannonicus (Subsect. Isolepides), Th. balcanus i Th. praecox
(Subsect. Peudomarginati)

Analiza sastava etarskih ulja vrSena je pomocu TD-GC-MS sistema, a jedinjenja
su odreden uporedivanjem RI i/ili masenog spektra sa literaturnim podacima.
Identifikovana su ukupno 103 jedinjenja. Identifikovane su, po brojnosti, tri glavne
grupe jedinjenja: seskviterpenski ugljovodonici, oksigenovani monoterpenski
ugljovodonici i monoterpenski ugljovodonici. Statisticka obrada sastava etarskih ulja
ukljucila je korelacije, analizu glavnih komponenti i klaster analizu. Statisticka obrada
je pokazala da se, po relativnoj zastupljenosti jedinjenja, mogu razlikovati geraniolni,
fenolni, germakren-D, citralni, linaloolni, (E)-kariofilen, a-terpinil acetat i linalil
acetatni hemotip.

Analiza povrsinskih flavonoida vrsena je pomoéu LC-DAD i LC-APCI-MS.

Utvrdeno je prisustvo 15 povrsinskih flavonoida. Ispitivane populacije se mogu podeliti



u dve grupe. U prvoj grupi su vrste koje imaju niske i srednje koli¢ine povrSinskih
flavonoida, kao i one kod kojih su se povrsinski flavonoidi nalazili samo u tragovima.
Kod ove grupe su najzastupljeniji flavoni sa 5,6-diOH-7-OMe i 5,6-diOH-7,8-diOMe
supstitucionom Semom u A prstenu. U drugu grupu bi se mogle svrstati populacije koje,
uglavnom, imaju malu koli¢inu povrsinskih flavonoida i kod kojih je su najzastupljeniji
flavoni sa 5-OH-6,7-diOMe i 5-OH-6,7,8-triOMe supstitucionom Semom u A prstenu.
Prvoj grupi pripadaju populacije vrsta Th. pulegioides, Th. glabrescens i Th. balcanus,
kao i neke populacije Th. pannonicus, dok drugoj grupi pripadaju populacije Th.
marschallianus, neke populacije Th. pannonicus i Th. praecox.

AFLP markeri su koriS¢eni da bi se utvrdili geneti¢ki odnosi izmedu odabranih
populacija vrsta roda Thymus, sekcija Serpyllum. Analiza molekularne varijanse
(AMOVA) je pokazala da najviSe genetiCkog diverziteta potice od razlika medu
individuama unutar populacija, dok je ostatak diverziteta gotovo jednako raspodeljen
izmedu vrsta i izmedu populacija unutar vrsta. Dvosmerna AMOVA je dalje pokazala
da je diferencijacija medu vrstama bila znacajna u svim slu¢ajevima osim izmedu Th.
marschallianus i Th. pannonicus. Sve jedinke koje su pripadale Th. pulegioides
(Podsekcija Alternantes) formirale su dobro podrzanu kladu, koja je najvise divergirala
od ostalih vrsta. Prema dobijenim rezultatima podsekcija Isolepides je polifiletska. Th.
glabrescens se jasno odvaja od druge dve vrste ove podsekcije (Th. marschallianus, Th.
pannonicus). Th. marschallianus i Th. pannonicus, iako se jasno razlikuju morfoloski
po indumentumu, na molekularnim nivo se ne mogu razdvojiti. Vrste koje pripadaju
podsekciji Pseudomarginati su formirale monofiletsku kladu, mada ova nije bila
podrzana visokom bootstrap vrednoS¢u. Ova klada se dalje delila u tri dobro podrzane
klade koje su predstavljale pojedina¢ne vrste (Th. balcanus, Th. praecox i Th.

moesiacus).
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Primena AFLP markera, u slucaju izabranih vrsta roda Thymus, se pokazala
prikladnom za razreSavanje kompleksnih genetickih odnosa koji ukljucuju i Ceste
hibridizacije medu vrstama, mada striktna retikulatna evolucija ne moze biti odredena.
Svi pokazatelji populacione genetike u sekcij Serpyllum ukazuju da je reproduktivna
izolacija medu vrstama slaba i ukljuCuje izrazen retikulatni sistem, narocito u

sluc¢ajevima kada se dve ili viSe vrsta javljaju simpatricki.

Kljuéne re¢i: Thymus, etarska ulja, hemotip, povrsinski flavonoidi, AFLP, geneticki

diverzitet, retikulatna evolucija.
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Phytochemical and genetical variability of species from section
Serpyllum (Mill.) Benth. genus Thymus L. (Lamiaceae) in Serbia

Abstract

In terms of the number of species, the genus Thymus is one of the most
important genera within the Lamiaceae family. The number of species may vary
depending on the approach of the author, but if the concept of minimal variability is
chosen 215 species have been described. This genus is divided into 8 sections. In Flora
of Serbia, 31 species and more than 100 ifraspecific taxa have been described, all of
which belong to section Serpyllum, except Thymus comptus and Th. striatus (Sect.
Hyphodromi) and Th. vulgaris (Sect. Thymus). Reproductive isolation between species
seems to be weak, which makes taxonomical studies in this genus even more difficult.

Species of genus Thymus are used as aromatic and medicinal plants in both
traditional and modern medicine in all regions where they grow. The aim of this work
was to describe different chemotypes within species and population of this genus and,
by analysis of surface flavonoids and AFLP markers, provide better insight into genetic
and evolutional relationships among the populations and species of the genus Thymus
from Serbia. This work included populations of Th. pulegioides (Subsect. Alternantes),
Th. glabrescens, Th. maschallianus and Th. pannonicus (Subsect. Isolepides), Th.
balcanus and Th. praecox (Subsect. Peudomarginati).

Analysis of essential oils was done by TD-GC-MS system, and compounds were
identified by comparing RI and/or mass spectra with published data. 103 compounds
were identified. Three major group of essential oil compounds were identified:
monoterpene hydrocarbons, oxygenated monoterpene hydrocarbons and sesquiterpene
hydrocarbons. Based on relative abundance of compounds, Corelation, PCA and Cluster
analysis were performed, and it revealed the existence of several chemotypes, such as
geraniol, phenol, germacrene-D, citral, linalool, (E)-caryophyllene, a-terpinyl acetate
and linalyl acetate chemotype.

Analysis of surface flavonoids was done by LC-DAD i LC-APCI-MS. Fifteen
different flavones were identified. The analysed populations can be divided into two
main profile groups; the first group comprises populations containing generally low and

medium concentrations, as well as thoese with trace concentrations of surface
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flavonoids. In this group the dominant flavones were with a 5,6-diOH-7-OMe and 5,6-
diOH-7,8-diOMe A-ring substitution pattern. The second group comprises populations
containing generally low quantities of surface flavonoids, and with dominant 5-OH-6,7-
diOMe and 5-OH-6,7,8-triOMe A-ring substitution pattern. Th. pulegioides, Th.
glabrescens i Th. balcanus, and some populations of Th. pannonicus belong to first
group, while Th. marschallianus, some populations of Th. pannonicus and Th. praecox
belong to the second group.

Amplified fragment length polymorphism (AFLP) markers were used to assess
genetic relations of 32 Thymus populations belonging to seven species of genus
Thymus, section Serpyllum from Serbia. Analysis of molecular variance (AMOVA)
revealed that most of the genetic diversity was attributable to differences among
individuals within populations, while the remaining variability was almost equally
distributed among species and among populations within species. The pairwise
AMOVA analyses further showed that species differentiation was significant in all
cases, except between Th. marschallianus and Th. pannonicus. All the individuals
belonging to Th. pulegioides (subsection Alternantes) formed a well-supported clade,
the most divergent from all other species in this study. According to these results, the
subsection Isolepides is polyphyletic. Th. glabrescens is clearly separated from the other
two species of this subsection (Th. marschallianus, Th. pannonicus). Although
morphologically distinguishable by leaf indumentum, individuals belonging to Th.
marschallianus and Th. pannonicus could not be differentiated at the molecular level.
The species belonging to subsection Pseudomarginati formed a monophyletic clade,
although not supported by high bootstrap value. The clade is further divided into three
well-supported clades representing distinct species (Th. balcanus, Th. praecox and Th.

moesiacus).



AFLP markers demonstrated, in the case of selected species of genus Thymus,
that they could be suitable for studying complex genetic relationships, including
frequent interspecies hybridization events, although strict reticulate evolutionary history
could not be determined. All the population genetic parameters in the section Serpyllium
suggests that the reproductive incompatibility between species is very weak indicating
strong reticulating system, especially in the case when two or more species occur

sympatrically.

Key words: Thymus, essential oil, chemotype, surface flavonoids, AFLP, genetic
diversity, reticulate evolution.
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1. UVOD

1.1. Taksonomski pregled familije Lamiaceae

Predstavnici familije Lamiaceae imaju Siroko rasprostranjenje na Zemljinoj
kugli, prisutni su na svim kontinentima izuzev Arktika. U okviru ove familije nalazi se
oko 240 rodova i preko 7200 vrsta (Bralchler i sar., 2010). Klasifikacijom familije
Lamiaceae bavili su se mnogi autori, ali najpoznatiji su radovi iz druge polovine XIX
veka. Bentham (1876) je podelio familiju Lamiaceae na osam tribusa. Reviziju ove
klasifikacije izvrSio je Briquet (1895-1897) uzdizuci neke od tribusa i subtribusa na nivo
podfamilija i kao najupecatljiviju izmenu spojio dva njaveca tribusa i dva manja u
jedinstvenu podfamiliju Stachyoideae. Ovaj Briquet-ov sistem klasifikacije je do danas
ostao u najsiroj upotrebi (Cantino i Sanders, 1986).

Erdtman (1945) je predlozio podelu familije Lamiaceae na dve prirodne
podfamilije, podfamiliju Lamioideae, sa trikolpatnim polenovim zrnima (retko
tetrakolpatnim), koja se raznose u dvocelijskoj fazi, i podfamiliju Nepetoideae, sa
heksakolpatnim polenovim zrnima (retko 8-, 10- ili 12-kolpatna), koja se raznose u
trocelijskom obliku. Ovakvu podelu familije Lamiaceae podrzala su brojna kasnija
istrazivanja, koja su osim palinoloskih ukljudila i fitohemijska, embrioloska i
morfoloska istrazivanja (Cantino i Sanders, 1986). Medutim, ovakvom podelom familije
Lamiaceae, ostao je problem, sto je familija Verbenaceae parafiletska, dok je familija
Lamiaceae polifiletska. Harley i sar. (2004) su familiju Lamiaceae podelili u sedam
podfamilija: Ajugoideae, Lamioideae, Nepetoideae, Prostantheroideae, Scutellarioideae,
Symphorematoideae i Viticoideae. Od ovih podfamilija, Nepetoideae su najbolje
definisane i odlikuju se, uz ve¢ navedene karakteristike, i prisustvom rozmarinske
kiseline (Harley i sar., 2004). Takode, molekularne analize su potvrdile da je ova grupa
monofiletska (Wagstaff i sar., 1995; Wagstaff i Olmstead, 1997). Dalja podela ove
podfamilije na tribuse uveliko zavisi od videnja autora. Na osnovu morfoloskih
karaktera, ali i molekularnih istrazivanja, Cantino i sar. (1992) su predlozili novu podelu

podfamilije Nepetoideae na cetiri tribusa: Elsholtzieae, Ocimeae, Lavanduleae i



Mentheae, pri ¢emu je ovaj poslednji pretrpeo najvece promene u odnosu na prethodne
klasifikacije. Ovakvu podelu su prihvatili i Harley i sar. (2004), s tim da su Lavanduleae
ukljucili u Ocimeae. Tribus Mentheae obuhvata tri subtribusa, Salviinae, Nepetinae i
Menthinae, ovom potonjem pripada oko 43 roda, od ukupno 66 rodova tribusa
Mentheae, od kojih su mnogi lekovite i aromati¢ne biljke.

Rod Thymus pripada tribusu Mentheae u subfamiliji Nepetoideae (Cantino et al,
1992). Najblizi su mu rodovi Origanum, Satureja, Micromeria i Thymbra. Thymus se
smatra dobro definisanim rodom, S$to je zasnovano na morfoloSkim i hemijskim
karakteristikama (Morales, 2002).

U zavisnosti od pristupa autora broj vrsta unutar roda varira, medutim ukoliko
se izabere pristup minimalne varijabilnosti, prema raspoloZivim podacima opisano je
215 vrsta ovog roda (Morales, 1996) i jedino su u ovoj familiji ve¢i rodovi Salvia,
Hyptis, Scutellaria, Stachys, Teucrium, Nepeta i Plectranthus.

Hibridizacija u okviru roda Thymus je veoma cCesta kada dve ili viSe vrsta Zive
simpatri¢ki. Do danas je na Iberijskom poluostrvu opisano oko 60 hibrida uz 35 vrsta
koje su prisutne na ovom podrucju (Morales, 1995). Neka hemijska istraZivanja
ukazuju da je ovaj rod veoma homogen, za razliku od rodova Teucrium i Sideritis koji
su hemijski veoma heterogeni (Morales, 1986). Ove dve karakteristike ukazuju da je rod
najverovatinije monofiletski (Morales, 2002). Unutar roda genetska nekompatibilnost
izimedu vrsta gotovo da ne postoji, §to ¢ini taksonomska istrazivanja veoma teskim,
narocito u nekim grupama kao $to su na primer sekcija Hyphodromi a narocito sekcija
Serpyllum, kod koje je jako tesko primeniti koncept vrste (Morales 2002). Prema
Moralesu (2002) ukoliko se primeni sinopticki kriterijum, verovatno bi se veliki broj
formi, ponekada i ekoloskih formi, ukljucio kao proste populacije u neki takson,
medutim ukoliko bi se primenio analiticki kriterijum, rizikuje se da se previde postojece
vrste kao prirodne celine. U slu¢aju nedoumice Morales predlaZze primenu sinoptickog
kriterijuma.

Na nivou vrsta u upotrebi je veliki broj imena, vise od 1000, od kojih su mnoga

sinonimi (Morales, 2002).



Tabela 1.1 Pregled tradicionalne klasifikacije familije Lamiaceae, prema Cantino i Sanders (1986).

Bentham 1876 Briquet 1895-1897 Erdtman 1945

Tribus Ajugeae Subfam. Ajugoideae Subfam. Lamioideae
(ukljucuje i Rosmarinus iz

Bentham-ovih Salvieae)

Tribus Prostanthereae Subfam. Prostantheroideae
Tribus Prasieae Subfam. Prasioideae
Tribus Lamieae Subfam. Scutellarioideae

Subfam. Lamioideae

Tribus Nepeteae Subfam. Nepetoideae

Tribeus Salvieae

Tribus Mentheae

Tribus Ocimeae Subfam. Ocimoideae

Subfam. Lavanduloideae

Subfam. Catopherioideae

1.2. Taksonomski pregled roda Thymus i rasprostranjenje

1.2.1. Istorijska pozadina statusa i infragenericke klasifikacije roda
Thymus

Status i infrageneri¢ka klasifikacija roda Thymus pre Linné-a

Postoji nekoliko pretpostavki o poreklu imena Thymus. Neki autori smatraju da
je latinski naziv Thymus izveden iz gréke reci thyo (miris), dok drugo tumacenje uzima
gréku re¢ thymos (snaga, hrabrost) kao etimoloski koren imena roda. Isprva je naziv
»thymus* obuhvatao grupu aromati¢nih biljaka sa slicnim svojstvima, koje su kori§¢ene
za stimulaciju vitalnih funkcija. Mnoga narodna imena za vrste roda Thymus u
romanskim jezicima izvedena su iz latinskog naziva. Isto vazi i za englesko ime. U

srpskom jeziku vrste ovog roda se nazivaju majcina ili majkina dusica, babina dusica,



bakina du$ica, materina dusa, materinka, dusa, duSica, paprica, poponac, tamjanika,
pismena trava, trup, vrijes (Simonovi¢, 1959; Cajkanovi¢, 1985).

U svom delu iz prvog veka, koje je preveo Laguna 1555. godine, Dioskorides pise o
,»Thymo*. Medutim, Laguna ne nalazi pod ovim imenom ni jednu vrstu roda Thymus,
ve¢ biljku koja odgovara rodu Stureja. Na strani 294 Laguna opisuje Serpol, sa dva
varijeteta, gajenim i samoniklim, gde bi ovaj drugi Zygis, mogao biti vrsta Thymus-a.

Status i infrageneri¢ka klasifikacija roda Thymus po Linné-u

Interesantno je kako se Linné odnosio prema rodu Thymus u svojim razli¢itim
delima. Njegovo znanje se uglavnom zasnivalo na predasnjim autorima. U delu Hortus
Califfortianus (1737) on navodi Sest vrsta, od kojih dve poslednje, kako to danas znamo,
pripadaju rodovima Satureja i Acinos. Njegov Br. 1 je Th. erectus, §to je u stvari Th.
vulgaris, Br. 2 je Th. repens, odnosno neka vrsta iz sekcije Serpyllum, Br. 3 je Thymbra
capitata i Br. 4 Th. mastichina. U njegovom delu Hortus Upsalensis (1748) pominju se
samo Th. vulgaris i Th. mastichina. U delu referentnom za botani¢ku binomnu
nomenklaturu, Species Plantarum 1. izdanje (1753), uklju¢eno je osam vrsta u rod
Thymus: 1. Th. serpyllum, 2. Th. vulgaris, 3. Th. zygis, 4. Th. acinos (danas Acinos
arvensis), 5. Th. alpinus (danas Acinos alpinus), 6. Th. cephalotos (danas Th.
lotocephalus), 7. Th. villosus i 8. Th. pulegioides. U okviru Satureja je 4. Satureja
mastichina (danas Th. mastichina).

U Genera Plantarum (1754) Linné navodi, 646. Thymus: Serpyllum, Acinos i
Mastichina. U Species Plantarum 2. izdanje (1762) Linné je premestio Th. mastichina
(ranije Satureja mastichina) pod rednim brojem 8 u Thymus. U prvom izdanju pod ovim
brojem je bio Th. pulegioides. Line ovu promenu objasnjava slicnoséu ove vrste sa oba

roda. U Systema Nature 2 (12. izdanje, 1767) prvi put se pominje Th. piperella.

Status i klasifikacija roda Thymus nakon Linné -a

Brotero (1804) je opisao novu vrstu Th. caespititus. Takode, Hoffmannsegg i
Link (1809) u svom radu, Flora Portugalije, opisuju nekoliko novih vrsta, Th. albicans,

Th. capitellatus, Th. camphoratus i Th. sylvestris. Bentham (1834) je prvi podelio rod



Thymus u sekcije: Mastichina, sa Th. mastichina i Th. tomentosus; Serpyllum sa Th.
vulgaris, Th. piperella, Th. villosus, Th. capitellatus i Th. capitatus; i Pseudothymbra sa
Th. cephalotos (danas Th. lotocephalus).

Edmund Boisser (1839-1845), ¢uveni §vajcarski botanitar iz Zeneve, tokom
svojih proputovanja kroz Spaniju proucavao je i opisivao vrste roda Thymus sa
Iberijskog poluostrva. Takode je ostavio i vredne opise vrsta ovog roda iz severne
Afrike, kao i iz Gréke i Turske, u svom delu Flora Orientalis (1867-1884). U svom delu
Elenchus (1838) on je opisao Th. willdenovi, Th. granatensis, Th. longiflorus i Th.
membranaceus. 1845 formirao je sekciju Pseudothymbra, a kasnije je opisao Th.
carnosus, Th. lusitanicus i Th. baeticus kao varijetet Th. hirtus.

Willkomm (1868), nemacki botanicar i autor dela Prodromus Florae Hispanicae,
zajedno sa svojim danskim kolegom Lange, smatrao je da se rod Thymus sastoji iz pet
sekcija, Mastichina, Zygis, Piperella, Serpyllum i Pseudothymbra. Sekcija Serpyllum bi
obuhvatala dve grupe, prva sa Th. chamaedrys, Th. serpyllum i Th. herba-barona i
druga sa Th. bracteatus, Th. serpylloides i Th. granatensis.

Briquet (1897) je izvrsio reviziju Englerovog monumentalnog dela 1 opisao dve
sekcije, Pseudothymbra i Serpyllum. Ovu drugu je podelio u pet podsekcija: Bracteatae
(Th. capitellatus, Th. villosus, Th. algarbiensis, Th. albicans), Serpylla, Piperellae (Th.
piperella, Th. caespititus, Th.origanoides, Th. bovei), Vulgares (Th. vulgaris, Th.
sabulicola, Th. hyemalis, Th. zygis, Th. carnosus, Th. hirtus) i Mastichinae (Th.
mastichina, Th. tomentosus, Th. welwitschii, Th. fontanesii).

Velenovsky (1906) u svom radu o rodu Thymus opisao deset sekcija:
Coridothymus, Vulgares, Orientales, Anomali (Th. antoninae, Th. portae), Mastichina
(Th. fontanesii), Thymastra (Th. algarbiensis, Th. albicans, Th. capitellatus),
Pseudothymbra sa dve grupe (suffructosi: Th. membranaceus, Th. longiflorus, Th. funkii
I herbacei: Th. cephalotos, Th. villosus, Th. granatensis), Piperella, Micantes i
Serpyllum (u koju je ukljucio i Th. serpyllastrum).

Najvazniji $panski autor koji je prouc¢avao Thymus je Pau, ¢iji se interes za vrste
ovog roda protezao kroz Citav njegov rad. U svom radu iz 1929. godine, “Introduccion
de los tomillos espafioles”, analizirao je predhodne radove Linnéa, Boissera i

Willkomma. U ovom radu je dao zanimljive osvrte na vrste roda Thymus. | drugi



Spanski autori su se bavili ovim rodom, Huguert del Villar (1934), Vicioso (1974) i
Elena-Rossell6 (1976), kao i mnogi drugi.

lako je Spanija uvek bila centar taksonomskih istraZivnja na Thymus-u, mnogi
veliki botanicari van Iberijskog poluostrava su se bavili ovim rodom. Treba posebno
ista¢i Ronniger-a koji je sacinio veoma vazan herbarijum, koji se danas nalcazi u Becu, i
Jakko Jalas-a, finskog botanicara koji je priredio rod Thymus u Flora Europaea (1972),
Flora Iranica (1982) i Flora of Turkey and the East Aegean Islands (1982).

Klasifikacija roda Thymus u Flori Srbije

Panci¢ je u svom delu Flora u okolini Beogradskoj (1865) opisao samo Thymus
serpyllum. U delu Flora kneZevine Srbije (1874) Panci¢, uz Th. serpyllum, navodi i Th.
nummularius, a u delu Dodatak Flori knezevine Srbije (1884) i Th. striatus. U delu
Flora okoline Nisa (1882), Petrovi¢ navodi vrste Th. serpyllum i Th. striatus, s time da u
okviru vrste Th. serpyllum navodi i nize kategorije genuinus, latifolius, nummularis i
Pannonicus. U delu Dodatak Flori okoline Nisa (1885) Petrovi¢ ne navodi nove vrste ali
navodi nove odlike angustifolius, acicularis, Serbicus, montanus i citrodus.

Dikli¢ (1974) je u Flori Srbije opisao 31 vrstu i preko 100 infraspecijskih
taksona.

1.2.2. Savremena klasifikacija roda Thymus

Vrste roda Thymus su rasprostranjene u aridnim, toplim i hladnim regionima
Starog Sveta, severno od Ekvatora pa do obala Grenlanda (Slika 1) (Morales 1989).
Region zapadnog Mediterana se smatra centrom diverziteta ovog roda. Rod je podeljen
na osam sekcija: Mastichina, Micantes, Piperella, Pseudothymbra, Thymus,

Teucrioides, Hyphodromi i Serpyllum (Jalas 1971).



Slika 1.1 Areal roda Thymus (Prema Morales, 2002).

Prvih pet se nalaze samo na lberijskom poluostrvu, severozapadnoj Africi i
Makroneziji (Zapadni Region). Ovih pet sekcija je manje vise dobro prouceno (Morales
1986, 1994).

Sekcija Mastichina obuhvata dve vrste koje se nalaze samo na Iberijskom
poluostrvu: Th. mastichina, ili divlji majoran, i Th. albicans.

Skcija Micantes obuhvata zeljastu Iberijsko-Makronezijsku vrstu Th. caespititus
koja se nalazi u severozapadnom Atlanskom regionu Pirinejskog poluostrva i na Maderi
i Azorskim ostrvima, i drvenaste vrste iz Maroka, Th. saturejoides i Th. riatarum.

Sekcija Piperella se sastoji od samo jedne endemicne vrste Th. piperella iz
isto¢ne Spanije.

Sekcija Pseudothymbra se karakteriSe sa prisustvom dugih brakteja i cvetova. U
nekim slucajevima su krunice dugacke i do 2 cm. Od 9 vrsta, 7 su nadene na jugu
Pirinejskog poluostrva (Th. lotocephalus, Th. villosus, Th. longiflorus, Th.
membranaceus, Th. moroderi, Th. funkii, Th. antoninae) dok 2 rastu u severozapadnoj
Africi (Th. bleicherianus, Th. munbyanus).

Sekcija Thymus zastupljena je samo u zapadnom Mediteranu, i najvaznije vrste
su Th. vulgaris, Th. zygis i Th. willdenowii. Th. vulgaris je rasprostranjena u severnoj
Italiji, juznoj Francuskoj i u isto¢nom delu Spanije, ova vrsta se danas inace gaji kao
lekovita i zacinska biljka u mnogim delovima Sveta. Th. zygis je veoma Cesta vrsta na
Iberijskom poluostrvu, dok je Th. willdenowii rasprostranjen u Maroku, Alziru i

Gibraltaru. Ovoj sekciji, takode, pripadaju i vrste Th. capitellatus i Th. camphoratus iz



Portugalije, Th. carnosus koji se javlja samo na jugo-zapadu Iberijskog poluostrva, Th.
baeticus, Th. loscosii, Th. serpylloides, svi endemit Spanije, i Th. hyemalis sa jugo-
istoka Spanije i severnog Maroka.

Sekcija Teucrioides je endemicna za Balkansko poluostrvo. Vrste ove sekcije
naseljavaju planine Gréke i Albanije. Ovom sekcijom su obuhvaéene tri vrste: Th.
teucrioides, Th. rechingeri i Th. leucospermus. Ovu sekciju je proucavao Hartvig
(1987), medutim, broj hromozoma jos uvek nije poznat.

Sekcija Hyphodromi se javlja u celom regionu Mediterana i obuhvata oko 60
vrsta, svrstanih u tri podsekcije, Subbracteati, Serpyllastrum i Thymbropsis.

Podsekcija Subbracteati se karakteriSe manje vise revolutnim ili konvolutnim
listovima 1 ima najverovatnije poreklo iz istocnog Mediterana. Samo jedna vrsta je
prisutna u severnoj Africi, Th. algeriensis, od Maroka pa do Libije. Th. mastigophorus
se javlja u centralnoj Spaniji. Th. spinulosus je prisutan na Sicililji i u Italiji, a Th.
striatus se javlja na Apeninskom i Balkanskom poluostrvu. Ove poslednje dve vrste su
veoma varijabilne. Th. aragaeus, Th. brachychilus, Th. cappadocicus, Th. cherlerioides,
Th. convolutus, Th. pulvinatus i Th. revolutus se javljaju u Turskoj, Th. boisseri, Th.
comptus, Th. dolopicus i Th. plasonii na Balkanskom poluostrvu, Th. atticus, Th.
paranassicus i Th. leucotrichus u Turskoj i Balkanskom poluostrvu, s tim da se
poslednja vrst javlja i u Siriji i Libanu. Th. integer je endemit Kipra, medutim verovatno
se ne razlikje od Th. leucotrichus. Th. samius se javlja na ostrvima u Egejskom moru.
Th. borysthenicus i Th. pallasianus imaju areal severno od Crnog Mora, Th. persicus se
javlja juzno od Kavkaza, medutim poznat je samo jedan lokalitet ove vrste.

Podsekcija Serpyllastrum je grupa vrsta karakteristicnih po prostratnim stablima
i ravnim listovima Kkoji su manje vise Siroki. Pet vrsta iz ove podsekcije naseljava
Spaniju: Th. bracteatus, Th. leptophyllus, Th. fontqueri, Th. granatensis i Th. lacaitae.
Ova podsekcija je takode rasprostranjena na istoku Mediterana, medutim ni jedna vrsta
ne nastanjuje severnu Afriku i Italiju. Th. aznavoutii i Th . bracteosus se javljaju na
Balkanskom poluostrvu. Th. canoviridis, Th. hausskenechtii, Th. pectinatus i Th.
spathulifolius su rasprostranjeni u Turskoj, dok se areal vrste Th. zygoides proteze preko
Balkanskog i Krimskog poluostrva i Turske. Ova vrsta i endemit Spanije, Th. lacaitae
su morfoloski izuzetno sli¢ni. Ovoj podsekciji pripada i grupa vrsta koje se javljaju

samo na Kavkazu: Th. dagestanicus, Th. hadzhievii, Th. helendzihcus, Th. karjaganii,



Th. ladjanuricus, Th. lipskyi, Th. majkopiensis i Th. sosnowskyi; kao i sedam vrsta iz
centralne Azije: Th. cuneatus, Th. eremita, Th. incertus, Th. irtychensis, Th. kirgisorum,
Th. nerczensis i Th. petraeus.

Podsekcija Thymbropsis obuhvata severnoafricke vrste Th. broussonetii, Th.
maroccanus, Th. lanceolatus, Th. numidicus, Th. pallescens kao i dva endemita Grcke,
Th. laconicus i Th. holosericus. Ovde spadaju jo$ pet vrsta iz Turske, Th. cariensis, Th.
cilicicus, Th. eigii, Th. leucostomus i Th. sipyleus. Th. syriacus se javlja u Libanu, Siriji
i jednom lokalitetu u severnom lIraku, Th. bovei se javlja na Sinajskom poluostrvu, u
Izraelu, Jordanu, Iraku i Saudijskoj Arabiji, dok se Th. decussantus javlja na Sinaju i u
Saudijskoj Arabiji. Ovo je grupa uglavnom severnoafrickih i isto¢noazijskih vrsta.

Sekcija Serpyllum se smatra najstarijom u rodu. Obuhvata oko 125 vrsta i
pokriva ceo areal roda, osim Madeire i Azorskih ostrva. U okviru ove sekcije javlja se i
najveca varijabilnost u broju hromozoma. Ovoj sekciji pipadaju kako manje vise
drvenaste vrste koje naseljavaju planine u suvim regionima, kao na primer Th.
origanoides sa Kanarskih ostrva, Th. serrulatus i Th. schimperii iz Etiopije i Th.
laevigatus sa jugo-zapada Arabijskog poluostrva, tako i manje vise zeljaste vrste koje
nastanjuju planine Mediteranskog regiona i ostatak Evroazije sve do Japana i juznih
obala Grenlanda. Ova potonja grupa izgleda da je u evolutivnom smislu mlada i
verovatno intenzivno evoluira i kolonizuje nova podru¢ja od poslednje glaciacije.
Sekcija Serpyllum obuhvata sedam podsekcija.

Podsekcija Insulares sadrzi vrstu Th. willkommii koja je endemit Spanije, zatim
Th. richardii sa tri podvrste; supsp. richardii koja se javlja na Majorci i u Jugoslaviji,
subsp. ebusitanus sa Ibice i subsp. nitidus sa ostrva Maretimo pored Sicilije. Th.
dreatensis i Th. guyonii su severnoafricke vrste, dok je Th. origanoides endemit
Kanarskih ostrva. Th. bornmulleri je endemit severozapadne Turske.

Podsekcija Kotschyani obuhvata veliki broj Azijskih vrsta i u podrucju
Mediterana se javljaju samo Th. transcaucasicus i Th. fallax u Turskoj. Iz ove
podsekcije su jos zanimljve vrste Th. laevigatus iz planina Jemena, Th. schimperi i Th.
serrulatus iz Etiopije.

Podsekcija Pseudopiperellae obuhvata vrste Th. herba-barona, koja je
rasprostranjena na Majorci, Korzici i Sardiniji (Mayol et al, 1990), i Th. nitens sa juga

Francuske.
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Pet vrsta koje naseljavaju Balkansko poluostrvo pripada podsekciji Isolepides.
To su Th. bulgaricus, Th. glabrescens, Th. longedentatus, Th. pannonicus i Th.
sibthorpii.

Podsekcija Alternantes obuhvata Th. linearis sa Himalaje i evropske vrste Th.
pulegioides, Th. feoelichianus, Th. alpestris, Th. oehmianus, Th. bihorensis i Th.
COMOosuS.

Podsekciji Pseudomarginati pripadaju vrste Th. longicaulis i Th. praecox koje
su veoma ¢este u Evropi i Turskoj, kao i Th. nervosus koji je endemit Pirinejskog
poluostrva i Centralniog masiva u Francuskoj. Ovoj podsekciji takode pripadaju Th.
ocheus, Th. stojanovii i Th. tracicus sa Balkanskog poluostrav i isto¢énog Mediterana.

Podsekcija Serpyllum obuhvata Th. quinquecostatus iz Japana, evropsku vrstu
Th. serpyllum, Th. talijevii i jo§ neke vrste rasprostranjene u Rusiji.

Podela roda Thymus koju je dao Menitsky (1973) znacajno se razlikuje od one
koju je dao Jalas (1972), i kasnije, podrzao Morales (1985). On je rod Thymus podelio
na jedanaest sekcija. Sekcije Thymus, Teucrioides, Mastchina, Pseudothymbra i
Piperella se ne razlikuju izmedu ova dva autora.

Menitsky ne navodi sekciju Hyphodromi ve¢ podsekciji Subbracteati, kako je
shvata Jalas, odgovaraju sekcija Orientales i gupa Th. striatus iz sekcije Serpyllum,
podsekcija Isolepides. Podsekcija Thymbropsis je izdvojena u posebnu sekciju, a
podsekcija Serpyllastrum, po Menitsky-om, pripada sekciji Serpyllum.

Menitsky navodi sekciju Saturejoides i u okviru sekcije Serpyllum podsekciju
Micantes koje bi odgovarala Jalasovoj sekciji Micantes.

Najveée razlike izmedu dva sistema klasifikacije su u odnosu na sekciju
Serpyllum. Menitsky je Th. serrulatus iz podsekcije Koschyana uvrstio u sekciju
Serrulatus, a ostale vrste iz podsekcije Koschyana ukljucio u sekciju Marginati. Ostale
podsekcije, sekcije Serpyllum, kako ih vidi Menitsky, su Micantes, Serpyllastrum,
Isolepides, koja nikako ne odgovara onoj kod Jalasa, i Serpyllum.

Menitsky opisuje sekciju Marginati sa dve podsekcije, Marginatii i Verticillati.
Predstavnici iz ove sekcije, po Jalas-u, pripadaju sekciji Serpyllum i to podsekcijama
Pseudopiperella, Insulares, Kotschyana, Alternantes, Pseudomarginati i Isolepides. U

ovom radu koristic¢e se klasifikacija roda Thymus po Jalas-u (1971).
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Sve vrste opisane u nasoj flori pripadaju skciji Serpyllum osim vrsta Thymus
comptus i Th. striatus (Sect. Hyphodromi) i Th. vulgaris (Sect. Thymus), koja je unesena

u nasu floru 1 gaji se kao zacinska i lekovita biljka.

1.3. Naucni pristupi i metode u klasifikaciji vrsta roda
Thymus

1.3.1. Morfologija i biologija roda Thymus

Biljke roda Thymus se karakterisu prema svom habitusu odnosno zivotnoj formi.
Mogu se razlikovati dve grupe, jednu ¢ine predstavnici koji imaju oblik zbunova, ne visi
od 50 cm, kao na primer Th. baeticus i Th. hyemalis sa Iberijskog poluostrva, i druge
koja obuhvata predstavnike sa puzeé¢im stablima katkada sa adventivnim korenima. Ova
Zivotna forma je veoma Cesta kod vrsta iz skcija Serpyllum i Hypodromi. Th. caespititus
predstavlja izuzetak sa cespitoznim habitusom koji moze da ima veoma dugacke
izdanke. Kao i veéina predstavnika Lamiaceae, Thymus na popre¢nom preseku ima
Cetvrtasta stabla. Mladi izdanci su prekriveni dlakama. Dlake mogu prekrivati sve Cetiri
strane stabla (holotrichous), dve naspramne strane, koje se smenjuju po internodijama
(alelotrichous) ili se mogu nalaziti samo na rebrima (goniotrichous) (Slika 3). Uloga

razlicitih tipova dlaka na stablu jo§ uvek nije razjaSnjena.
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Slika 1.2. Pokrivenost stabla trihomima: a) alelotrichous (Th. praecox); b) goniotrichous (Th.
pulegioides) i ¢) holotrichous (Th. piperella) (iz Morales, 2002).

Listovi mogu biti uzi ili Siri sa ravnom lisnom plo¢om ili mogu biti sa
podavijenim ivicama (revolutni). Indumentum je veoma varijabilan. Tektorne dlake kod
Thymus-a su uvek proste, ali retko jednocelijske. Listovi su ¢esto sa trepljama na obodu,
bilo celom duzinom, bilo samo pri osnovi i petioli. Glandularni trihomi su veoma bitni
posto sadrze etarska ulja. Postoje dve vrste grandularnih trihoma: kapitatne zlezde sa
gornjom c¢elijom punom etarskih ulja i peltatne Zlezde sa celijama u osnovi koje su
tipicne za Lamiaceae.

Cvetovi se uglavnom javljaju u grupama u nodusima. Mali broj vrsta ima samo
dva cveta po nodusu (Th. antoninae), a znatno ¢e$¢e se u nodusima nalazi veci broj
cvetova. Vrste sa kra¢im internodijama imaju loptaste i glavicaste cvasti. Ukoliko je ovo
slucaj, brakteje se razlikuju po obliku 1 veli¢ini od ostalih listova. Ovo narocito vazi za
Th. membranaceus, Th. carnosus i druge pripadnike skcija Pseudothymbra i Thymus.
Kod nekih vrsta brakteje mogu biti izuzetno dugacke, kao npr kod Th. satureioides.

Casica kod Thymus-a u suvom stanju igra veoma vaznu ulogu pri rasejavanju
plodova. S tim u vezi grlo je zatvoreno sa dlakama i vetar je moze preneti na velike
udaljenosti. CaSice kod nekih vrsta, kao npr. Th. mastichina, imaju izduZeni zub

prekriven cilijama koji sluzi za rasejavanje slicno papusu kod Asteraceae. CaSica obi¢no

13



ima pet zubaca, tri gornja i dva donja, gde su ovi potonji uvek duzi i obi¢no savijeni na
gore. Oni verovatno imaju ulogu u pri¢vrséivanju cevi krunice. Kod nekih vrsta tri
gornja zupca su redukovana na jedan (Th. caespititus). Krunica varira od 4 do10 mm u
duzinu 1 zavrSava se sa jednim gornjim i tri donja lobusa. Ovo je tipicna struktura za
oprasivanje pcelama ili drugim sli¢énim insektima. Produkcija polena u Cetiri prasnika je
niska.

Kod populacija iz roda Thymus je cesta ginodiecija, odnosno da se u
populacijama javljaju dva tipa jedinki, one koje imaju hermafroditne cvetove i one sa
cvetovima bez prasnika. Pokazano je da opraSivaci brze oprasuju Zenske cvetove od
hermafroditnih.

Plod je merikarpijum koji se raspada na cCetiri oraSice, medutim Cesto neke
abortiraju tokom ranih faza razvica.

Ukoliko se ovi svi karakteri posmatraju sa evolutivnog stanovista, smatra se da
su vrste sa ravnim listovima i bez dlaka primitivnije od onih sa revolutnim listovima i
trepljama na obodu. Takode loptiCaste cvasti sa cvetovima Cije se brakteje razlikuju od
ostalih listova smatraju se izvedenijim. Drvenaste vrste sa uspravnim odrvenelim
stablima su, verovatno, filogenetski starije od onih sa zeljastim izdancima, odrvenelim

samo pri osnovi (Morales, 2002), prikaz evolutivne istorije roda dat je na Slici 1.3.
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Quaternary

Miocene

Paleocene

Slika 1.3. Evolutivni odnosi unutar roda Thymus, u zagradama je dat broj vrsta (Morales 2002).

1.3.2 Fitohemijska istraZivanja u okviru roda Thymus

1.3.2.1 Sastav etarskih ulja

Vrste roda Thymus, kao i mnogi drugi predstavnici familije Lamiaceae, su
aromati¢ne biljke, Zlezdani trihomi na listovima i drugim delovima biljke su bogati
monoterpenoidnim etarskim uljima (Thompson, 2002). Najve¢i broj komponenti

etarskih ulja pripadaju grupi monoterpena, ¢ak i do 90%. Seskviterpenska jedinjenja su
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uvek prisutna u etarskom ulju kod Thymus, medutim, uglavhom u veoma malom
procentu. U uljima roda Thymus opisano je prisustvo oko 270 terpena. Medutim njihovo
samo prisustvo nije dovoljno za karakterizaciju roda ve¢ se treba uzeti u obzir i
kvantitativni aspekt svake komponente (Stahl-Biskup, 2002).

Prema broju taksona u kojima su zastupljeni, timol i karvakrol su najznacajnije
komponente etarskih ulja. Taksoni koji ne sadrze ova fenolna jedinjenja mogu se
svrstati u nefenolnu grupu. U okviru fenolne grupe su i taksoni sa bilo timolom ili
karvakrolom, bilo i sa jednom i sa drugom koponentom. Osim kod Thymus-a ova dva
jedinjenja se javljaju u veoma ograni¢enom broju taksona. Unutar familije Lamiaceae
samo neke vrste iz rodova Coridothymus, Origanum, Satureja i Monarda imaju timol i
karvakrol kao glavne komponente etarskih ulja. U ostatku biljnog sveta samo je kod
vrste Trachyspermium copticum (Apiaceae) utvrdeno prisustvo ove dve komponente
(Stahl-Biskup, 2002).

Prisustvo 1 visok procenat monoterpenskih ugljovodonika, p-cimena i y-
terpinena, ne moze se posmatrati nezavisno od prisustva timola i karvakrola, posto su
ova jedinjenja prkursori fenolnih jedinjenja, tako da se ona uglavnom javljaju
istrovremeno u etarskim uljima, mada ponekad procenat ova dva jedinjenja prelazi
procenat prisustva fenola, ovakva ulja se ipak mogu smatrati ,,fenolnim* (Stahl-Biskup,
2002).

Linalool je treca komponenta po vaznosti u okviru roda Thymus. U etarskom
ulju kod velikog broja populacija javlja se sa preko 10%. Za razliku od fenolnih
komponenti linalol ima slatkast miris i biljke sa dominantnim linalolom imaju sasvim
drukciji karakter. Ovo takode vazi i za geraniol. Linalol je veoma Siroko rasprostranjena
komponenta u biljnom svetu i Thymus nije glavni izvor ove komponente ve¢ su mnogo
znacajnija lavanda (Lavandula angustifolia), ili muskatna zalfija (Salvia sclarea), kao i
Coriandrum sativum (Apiaceae). Kod nekih vrsta roda Thymus, populacije sadrze i
fenolne jedinke i linalolne jedinke.

Sa borneolom na Sestom mestu po prisutnosti, biciklicna monoterpenska
struktura dobija na znacaju. Kod taksona kod kojih prelazi 10% uglavnom se nalazi
zajedno sa strukturno sli¢cnim monoterpenima, kao $to su kamfor i kamfen. 1,8-cineol se
nalazi na sedmom mestu. U etarskim uljima Cesto se javlja zajedno sa kamforom i

borneolom, i odgovoran je za relativno ¢esto prisustvo kamfora koji je Cest i u uljima
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borneolnog tipa. Eukaliptol (1,8-cineol) je ¢esta komponenta kod predstavnika familije
Myrtaceae, narocito u okviru vrsta roda Eucalyptus, ali je takode glavna komponenta
ulja vrste Rosmarinus officinalis (Lamiaceae). Ostale komponente etarskih ulja nisu
prisutne u znac¢ajnom broju taksona roda Thymus, ipak po znacaju se mogu izdvojiti a-
terpinil acetat, a-terpineol, geranil-acetat, kamfor, citral (geranial+neral), linalil-acetat,
mircen i terpinen-4-ol.

Kako je ve¢ navedeno, kod vrsta roda Thymus seskviterpenska jedinjenja nisu
previSe znacajna. Najces$¢i je B-kariofilen koji je prisutan u etarskim uljim mnogih
biljnih vrsta. Ovo jedinjenje je registrovano kod odredenog broja vrsta Thymus u
procentu vecem od 10%, ali nikada nije registrovan kao glavna komponenta etarskih
ulja. Ovo takode vazi i za germakren-D koji je veoma Cesto prisutan u etarskim uljima,
ali retko prelazi 10%. Znatno je rede prisustvo oksigenovanih germakrena koji su uz T-
kadinol i nerolidol Siroko rasprostranjeni kod vrsta Thymus-a severne Evrope.

Neterpenoidna alifati¢na jedinjenja prisutna su u etarskim uljima mnogih vrsta
roda Thymus, ali u malim procentima. Jedinjenja sa lancem od osam ugljenikovih atoma
su najc¢esce, kao na primer oktanol-3, okten-1-o0l-3, oktil-3 acetat i okten-1-il-3 acetat.
Odgovarju¢i heksanski derivati su slede¢i po zastupljenosti, a potom nonanski derivati.
Uz ova jedinjena Cesti su i odredena jedinjenja sa razgranatim lancima. Do sada je
opisano prisustvo 62 neterpenoidna alifaticna jedinjenja u etarskim uljima razlicitih
vrsta roda Thymus.

Neterpenoidna aromati¢na jedinjenja sacinjavaju CeCi-, CsCp- i CgCs-derivati,
od kojih su ova poslednja poznata i kao fenilpropanska jedinjenja. Sva zajedno
sacinjavaju negde oko 7,8% konstituenata ulja kod Thymus. Od ove grupe jedinjenja
najznacajnija su izoeugenol i cinamol, posto se bar kod jedne vrste Thymus javljaju sa

vise od 10%. Sva ostala jedinjenja iz ove grupe se, uglavnom, javljaju u tragovima.

1.3.2.2 Populaciona varijabilnost sastava etarskih ulja

Biljke u okviru iste populacije mogu varirati u odnosu na glavnu monoterpensku
komponentu etarskih ulja. U prirodnim populacijama Th. vulgaris sa juga Francuske
uoCeno je prisustvo jednog ili nekoliko od ukupno Sest hemotipova. Ovih Sest

hemotipova dobili su oznaku prema glavnoj komponenti etarskih ulja, geraniol, -
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terpineol, tujanol-4, linalool, karvakrol i timol (Passet, 1971; Vernet i sar., 1986). U
populacijama iz Spanije nije utvrdeno prisustvo geraniol hemotipa, dok je primeéen
sedmi hemotip 1,8-cineol (Adzet i sar., 1977a). Neki od ovih hemotipova se mogu
prepoznati i na terenu samo na osnovu ¢ula mirisa, $to je narocito iskazano kod geraniol
tipa, koji ima izraZzen miris na limun, kao i kod dva fenolna hemotipa koji imaju
karakteristiCan miris timijana, §to ih jasno razlikuje od nefenolnih hemotipova.

Prvi opisi varijabilnosti etarskih ulja kod Th. vulgaris javili su se ranih
Sezdesetih godina XX veka (Granger i sar., 1963), a usledile su znatno podrobnije
studije u narednih nekoliko godnia.

Ekoloska uloga sekundarnih metabolita moze se podvesti pod tri kriterijuma,
adaptacija na abioticke uslove sredina, kompetitivne interakcije sa drugim biljkama
(McPherson i Muller, 1969) i hemijska odbrana od herbivora i patogena (Simeon de
Bouchberg i sar., 1976; Bryant i sar.,, 1991; Shonle i Bergelson, 2000). Jasno je
da ovi faktori ne deluju nezavisno jedan od drugog, ve¢ je dinamika sekundarnih
metabolita uslovljena kombinovanim uticajem abiotickih i biotickih faktora sredine.

Postoji odredeni dokazi koji pokazuju da varijabilnost monoterpenske
komponente moze predstavljati adaptivnu strategiju u relaciji sa uslovima sredine
(Thompson, 2002). Prvi dokaz adaptivne varijacije predstavlja geografska i
lokalizovana distribucija hemotipova kod Th. vulgaris u juznoj Francuskoj. Na osnovu
podataka dobijenih analizom sekundarnih metabolita zdruzenih uzoraka biljaka iz juzne
Francuske primeceno je da fenolni hemotipovi (timol i karvakrol) dominiraju u
populacijama timijana sa toplih i suvih stanista blizu Sredozemnog mora, dok nefenolni
hemotipovi (geraniol, linalol, alfa-terpinol i tujanol-4) dominiraju u populacijam koje su
dalje u kopnu, naro€ito iznad 400m nadmorske visine, to jest, na staniStima sa vlaznijom
1 hladnijom klimom (Passet, 1971; Granger i Passet, 1973). Ovo je potvrdeno
ispitivnajem i uporedivanjem ucestalosti biljaka svakog hemotipa u 15 populacija od
kojih su neke bile sa malih nadmorskih visina (ispod 300m), a neke sa nadmorskih
visina preko 400m (Thompson i sar., 2003). Kod populacija koje sus rasle preko 400m
nadmorske visine nisu pronadene fenolne jedinke.

Prostorni raspored hemotipova kod Th. vulgaris javlja se i na manjim
podru¢jima, od svega 8x10 km u dolini Martin-de-Londres, u okolini Monpeljea u

Francuskoj (Vernet i sar., 1977 a, b; Gouyon i sar., 1986). Ova dolina ima specifi¢nu
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mikroklimu, gde tokom zime temperatura u dolini moZze biti i nekoliko stepeni niza
nego na obroncima brda koja je okruzuju. Ovde je na osnovu zbirnih uzoraka biljaka
utvrdeno da u dolini dominiraju nefenolni hemotipovi, dok na pli¢im zemljiStima 1
toplijim mestima na obroncima brda dominiraju fenolni hemotipovi.

U studiji 336 populacija Th. vulgaris utvrdeno je prisustvo oko 20% populacija
sa samo jednim hemotipom, 165 populacija, ili oko 50%, sa dva hemotipa, od kojih je
72 bilo sa dva nefenolna hemotipa, 69 sa dva fenolna hemotipa, dok je svega 24
populacije sadrzavalo jedan fenolni i jedan nefenolni hemotip (Gouyon i sar., 1986).
Ovo ukazuje da, iako su populacije sa dva hemotipa ¢este, on sa nefenolnim i fenolnim
hemotipom predstavljaju retkost.

Raspored hemotipova je u korelaciji sa tipom zemljiSta na kojem se neka
populacija razvija. Fenolne populacije se javljaju na suvljim i pli¢im zemljiStima nego
nefenolne populacije koje su vezane za vlaznija i dublja zemljista. Medu nefenolnim
hemotipovima utvrdeno je da je a-terpineol hemotip najée$¢i na najvlaznijim
podlogama, dok je, Sto se fenolnih tice, karvakrol hemotip najce$¢i na najsuvljim
podlogama, a timolni hemotip nije u toj meri specijalizovan (Gouyon i sar., 1986).

Drugi jasan faktor koji utice na zastupljenost odredenih hemotipova je
temperatura. UocCeno je odsustvo fenolnih hemotipova, a narocito karvakrolnog, iz
delova stanista koja su izloZzena temperaturama ispod 0°C. Ovo je moguca posledica §to
su nefenolne jedinke manje izlozene oSte¢enjima usled niskih temperatura od fenolnih, s
obzirom da su fenolna jedinjenja toksi¢nija od nefenolnih ukoliko dode do oStecenja
¢elija (Thompson, 2002).

Kod populacija razli¢itih vrsta roda Thymus sa Balkana, takode je utvrdeno
postojanje razli¢itih hemotipova.

U flori Makedonije opisan je veliki broj taksona ovog roda. Za Th. albanus ssp.
albanus navodi se da je glavna komponenta etarskih ulja (E)-neroldiol, a sledi B-
kariofilen (Kulevanova i sar., 1998c), za Th. jankae, kod koga su ispitivana tri
varijeteta, var. jankae, var. pantotrichus i var. patentipilus, utvrdeno je da je glavna
komponenta linalool, a na drugom mestu geranial (Kulevanova i sar., 1998a). Kod Th.
longidens var. dassareticus glavna komponenta je a-terpinil acetate, a slede sa priblizno
istim koncentracijama, a-terpineol, linalool i geraniol (Kulevanova i sar., 1996a). Kod

Th. longidens var. lanicaulis utvrdeno je postojaje dva hemotipa, kod jednoga je glavna
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komponeta karvakrol, a kod drugog timol, dok je u oba slu¢aja drugi po zastupljenosti
geraniol (Kulevanova i sar., 1996a). Kod Th. macedonicus ssp. macedonicus utvrdeno je
postojanje hemotipa kod koga je glavana komponenta geraniol (Kulevanova i sar.,
1996; 1999), linalool i a-terpinil acetat (Kulevanova i sar., 1999). Glavna komponenta
ispitivanog etarskog ulja Th. moesiacus iz Makedonije je geraniol (Kulevanova i sar.,
1996b), a kod Th. rohlenae p-cimen (Kulevanova i sar., 1998b). Kod vrste Th. tosevii
ispitivano je vise infraspecijskih takson i utvrdeno postojanje nekoliko hemotipova sa
razli¢itim glavnim komponentama etarskog ulja, geraniol, a-terpinil acetat, timol i

karvakrol (Kulevanova i sar.,1995; 1996c¢; 1997).

1.3.2.2 Flavonoidi

Do sada je identifikovan veliki broj biljnih pigmenata, koji su podeljeni u Cetiri
osnovne grupe: flavonoidi, karotenoidi, hinonoidi i betalaini. Flavonoidi su dalje
podeljeni na antocijane, Zute falvonoide i bezbojne flavonoide (Marin, 1995).

Antocijanini su najznacajnija grupa hemijskih komponenti odgovornih za boju
odredenog biljnog organa i tkiva. Sa njihovim ispitivanjem je poceto u prvoj polovini
20. veka, ali struktura pojedinih antocijanina nije bila potpuno objasnjena te je postojala
potreba za ponovnim ispitivanjem. Nakon otkrica da su malonilovani (zwitterionic)
antocijanini veoma cesti kod Lamiaceae, mnoge vrste su ponovo ispitane (Harborne 1
Boardley, 1985; Harborne i sar., 1986).

Zuti flavonoidi su odgovorni za zutu boju kod niza biljnih vrsta. Ovo je
kompleksna grupa pigmenata koja je dalje podeljena na sledece grupe: zuti flavonoli,
zuti flavoni, halkoni i1 auroni. Poslednje dve grupe poznate su jo§S pod nazivom
antohlori. Zuti flavonoli zasnovani su na dve komponente — gosipetinu i kvercetagetinu
(Marin, 2003).

Gosipetin 1 njegovi derivati su, do sada, nadeni u 12 familija cvetnica, a ¢ak su
detektovani i kor rastavica (Equisetum). Kvercetagetin je neSto manje rasprostranjen,
detektovan je kod oko 8 familija. Oba tipa zutih flavonola prisutna su u dve velike
familije cvetnica, Asteraceae i Fabaceae (Harborne, 1975).

Najpoznatiji zuti flavoni, koji odgovaraju gore pomenutim flavonolima, su

hipolaetin i 6-hidroksiluteolin. Medutim oni su ¢es¢i u listovima nego u cvetovima.
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Glavnina biljnih flavonoida nije direktno obojena, apsorbuju ultraljubicasti deo
spektra, i nevidljivi su u vidljivom delu spektra, ali su vazni kao kopigmenti
antocijaninima (Harborne i Turner, 1984). Naj¢es¢i bezbojni flavonoidi su flavonoli i
flavoni. Kod predstavnika familije Lamiaceae poznati su sledeé¢i flavonoidi: flavoni,
flavonoli, flavanoni, dihidroflavonoli i halkoni (Marin, 1995). Takode, kod Origanum
vulgare, utvrdeno je prisustvo i jednog aurona (Barberan, 1986). Halkoni su veoma retki
u ovoj familiji (Tomimori i sar., 1984, 1985; Messana i sar., 1990)

Flavoni su glavna grupa bezbojnih flavonoida prisutnih u familiji Lamiaceae.
Veoma su Cesti i aglikoni i glikozidi flavonoida (67-75%) (Marin, 1995). Od ukupno
147 flavonoida koji su identifikovani u familiji Lamiaceae, oko 60% su flavoni (Tomas-
Barberan i Gil, 1992).

Verovatno najces¢i flavonski aglikon u ovoj familiji je apigenin kao i
odgovarajuc¢i metil etri (acetatin, hrizoeriol, diosmetin, itd). Jedna od prvih studija
flavona listova i petala kod Lamiaceae, navodi luteolin kao glavni flavon kod rodova
Teucrium, Mentha, Lycopus, Salvia, Thymus, Stachys i Lavandula (Horhammer i
Wagner, 1962).

Neki veoma interesantni i retki flavoni su, izgleda, prisutni kod samo malog
broja rodova familije Lamiaceae. Tako su baikalein i skutelarein locirani u korenu i
listovima vrsta roda Scutellaria, dok kod nekih vrsta Scutellaria javlju kao 7-
glukoronidi. Kod Satureja douglasii je otkriven ksantomikrol. Nakon ovih rezultata
Harborne (1967) je saopstio da je ostalo da se utvrdi prisustvo jo§ velikog braoja retkih 1
zanimljivih flavona u ovoj familiji. | zaista, brojni visoko metoksiolovani flavoni su
utvrdeni kod raznih vrsta Lamiaceae. Salvigenin kod Salvia virgata, sideritoflavon
(5,3',4'-trihidroksi-6,7,8-trimetoksiflavon) kod Sideritis leucanta, timonin kod Tymus
vulgaris, timusin kod Thymus membranaceus (Ferreres i sar., 1985; Barberan, 1986),
5,6-dihidroksi-7-8,3',4'-tetrametoksiflavon kod Mentha piperita (Jullien i sar., 1984), 8-
metoksicirzilineol kod Sideritis mugronensis (Rodriguez 1977). Nepetin (5,7,3',4'-
tetrahidroksi-6-metoksilflavon) je prvo detektovan kod Nepeta, a potom i kod rugih
rodova (Rosmarinus i Salvia). Flavoni sa oxigenovanim C-6 i C-8 mogu se smatrati

karakteristiénim za familiju Lamiaceae.
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Sideritoflavon je utvrden i kod drugih rodova, na primer Thymus, Mentha i
Stachys, kao i salvigenin kod Thymus, Rosmarinus, Ballota, Coleus, itd (Tomas-
Barberan i Wollenweber, 1990).

U tribusu Menthae (=Saturejeac) prisutne su slede¢e komponente: timonin
(5,6,4'-trihidroksi-7,8,3'-trimetoksiflavon), timusin (5,6,4'-trihidroksi-7,8-
dimetoksiflavon), pebrelin (5,6-dihidroksi-7,8,4'-trimetoksiflavon), ladanein (5,6-
dihidroksi-7,4'-dimetoksiflavon), 5,6-dihidroksi-7,8,3',4'-tetrametoksiflavon i 5,6-
dihidroksi-7,3',4'-trimetoksiflavon. Ova se jedinjenja kod Micromeria, Satureja i
srodnih vrsta uglavnom nalaze na povrSini listova rastvorena u terpenoidnom matriksu
(Tomés-Barberan i sar., 1988b; Tomas-Barberan i Gil, 1992).

Posmatraju¢i flavone moze se zakljuciti da su kod Lamiaceae uglavnom
povezani sa Secerima (glikozidi). NajceSc¢a veza izmedu razlicitih Secera sa flavonskim
aglikonima je na 7. mestu. Najces¢a komponente su mono-O-glikozidi (glikozidi,
glukuronidi i retko ksilozidi, ramnozidi arabinozidi i galaktozidi). Od diglikozida,
rutinozidi, soforozidi i alozil (1,2) glikozid (Tomas-Barberan i Gil, 1992) su naj¢esci.

Flavon C-glikozidi su manje Cesti u ovoj familiji. Apigenin 6,8-diC-glikozid
(vicenin-2) je pronaden kod Teucrium, Origanum i nekih srodnih rodova (Husain i sar.,
1982). Viteksin je identifikovan kod Majorana hortensis, luteolin C-glikozid (orienin)
kod Phlomis, Ajuga, Dracocephalum i Majorana i dva hrizin C-glikozida kod
Scutellaria (Takagi i sar., 1981).

U literaturi se navodi da flavonol aglikoni ¢ine oko 16%, a flavonol glikozidi
oko 10% ukupnih flavonoida kod familije Lamiaceae (Tomas-Barberan i Gil, 1992).
Medutim, ispitivanja vrta skoro 50 rodova su pokazala da flavonol aglikoni nisu
zastupljeni u toj meri. Utvrdeno je prisustvo kaempferola kod Origanum vulgare,
izokampferida, retusina ajanina i kumatakenina kod Salivia glutinosa (Barberan, 1986),
kao i purpurascenina kod Pogostemon (Patwardhan i Gupta, 1981), itd.

Kod wvrsta familije Lamiaceae pronadeno je nekoliko flavonol glikozida,
kvercetin 3-O-glikozid i 3-O-galaktozid kod Glechoma hederacea (Barberan, 1986),
kao 1 jos neki derivati kvercetina kod drugih vrsta (Harborne, 1967).

Flavanoni se, takode, pojavljuju kod familije Lamiaceae u formi aglikona (oko
20%) i glikozida (oko 13%).
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Flavanon aglikoni su pronadeni kod razli¢itih rodova Lamiaceae, naringenin kod
Micromeria 1 srodnih rodova (Bellino i sar., 1980), eriodiktol kod Mentha spp.
(Burzanska-Hermann, 1978; Marin, 1989).

Kod vrsta Micromeria, Acinos i Calamintha utvrdeno je prisustvo flavanon
glikozida kao $to je neoponcirin (Bellino i sar., 1980), dok su kod Mentha i Sutellaria
spp. nadeni razni eriodiktiol glikozidi. Takode, kod Mentha spp. i Hyssopus je utvrdeno
prisustvo hesperetin glikozida (Barberan, 1986).

Dihidro flavonoli i halkoni su retki kod familije Lamiaceae, i kao aglikoni i kao
glikozidi. Njihovo prisustvo je utvrdeno kod malog broja vrsta (Barberan, 1986;
Venturella i sar., 1980)

Na osnovu veoma obimne literature pokazalo se da su flavonoidi, kao
taksonomski markeri, pokazali najbolje rezultate na nivou roda (Marin, 2003), ali se
koriste i kod vi$ih i1 kod nizih nivoa klasifikacije.

Odredena populaciona varijabilnost flavonoida je utvrdena kod Mentha (Marin,
1989), ali glavne komponente su uvek bile iste u okviru jedne vrste. Kod Sideritis
leucantha je pracena sezonska donamika slobodnih flavonski aglikona i utvrdeno je da
se njihov sastav tokom sezone ne menja, ve¢ samo njihova koli¢ina, te da se oni mogu
Koristiti kao pouzdani taksonomski karakteri (Barberan i sar., 1985).

Kod vrste Thymus striatus primeéena je varijabilnost u dlakavosti, veli¢ini
listova 1 caSice (Menitsky, 1973). Analizom povrSinskih flavonoida populacija ove
rvrste iz crne Gore, utvrdeno je da ne postoji znacajna razlika u flavonoidnim profilima
izmedu populacija, kako razli¢itth po ovim morfoloSkim karakterima, tako 1 po
geografskoj distribuciji (Marin i sar., 2005). Kod veéine ispitivanih populacija
ksantomikrol je bio glavna komponenta, a kod dva uzorka kod kojih je bio dominantan
javljao se u veoma visokom procentu (Marin i sar., 2005).

Horwath i sar. (2008) su proucavali varijabilnost u sastavu povrSinskih
falvonoida 71 populacije vrsta Thymus hyemalis i Th. baeticus, kao i njihovih putativnih
hibrida sa podru¢ja Andaluzije u Spaniji, i utvrdili prisustvo 22 flavona, 5 flavanona, 2
dihidrofalvonola, 1 flavonol i dve nedeterminisane komponente. Vecina povrsinskih
falvona je imala 3',4'-oxigenovan prsten za razliku od taksona sa Balkana gde je
dominirala 4'-oksigenacija B-prstena tj. derivati apigenina (Marin i sar., 2003). Ova

znacajna razlika ukazuje da je geografska izolacija dovela do geneticke divergencije
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ovih taksona tokom vremena, $to za posledicu ima da su vrste ustalile enzimsku
konsitituciju koja favorizuje odredene flavonoide.

Primecéena geografska varijabilnost 1 distribucija flavonoida ukazuje na znacaj
ovih sekundarnih metabolita pri adaptaciji biljaka na lokalne uslove u kojima zive
(Tomés-Barberan i Gil, 1992), tj. da jedinke Thymus iz razli¢itih regiona su razvile
specifi¢ne fizioloske adaptacije na uslove sredine u kojima zive (Horwath i sar., 2008).

Kod mnogih rodova familije Lamiaceae je utvrdeno postojanje hibrida, a
naroc¢ito su Cesti kod Thymus, Mentha, Stachys, Sideritis, itd. Postoje ¢ak i hibridi vrsta
razli¢itih rodova, kao na primer Micromeria i Calamintha (Sili¢, 1979). Upravo &esta
hibridizacija 1 odsustvo morfoloskih karaktera po kojima bi se hibridi razlikovali je
uzrok mnogih teSkoc¢a u taksonomiji ove familije, s toga je moguce traziti odgovore
primenom biohemijske taksonomije.

Analizom sastava vakuolarnih i povrSinskih flavonoida, primenom HPLC i TLC,
utvrdeno je postojanje hibrida izmedu Sideritis incana i S. angustifolia (Tomas-Lorente
i sar.,, 1989). Hibridi su imali flavonoidni profil karakteristiCan za roditeljske vrste.
Takode, utvrdena je i korelacija izmedu prisustva zlezda i povrSinskih flavonoida kod
proucavanih taksona. U drugoj studiji pokazano je prisustvo hibrida izmedu
simpatrickih vrsta Sideritis bourgaeana i S. serrata HPLC analizom povrSinskih i
vakuolarnih  flavonoida. Hibridi su pokazali prisustvo komponenti koje su
karakteristi¢ne za roditeljske vrste (Ferreres i sar., 1989). Navedeni rezultati su pokazali
1 da su povrsinski flavonoidi pouzdaniji karakter od vakuolarnih flavonoidnih glikozida
za utvrdivanje hibridizacije. Ovo je navelo na zaklju¢ak da povrSinski flavonoidi mogu
biti veoma korisni pri reSavanju taksonomskih problema.

Nekoliko ekstenzivnih studija flavonoida ukazuje da su ovi sekundarni
metaboliti kod cvetnica najefikasniji u prouc¢avanju taksonomije na nivou roda 1 unutar
roda (Markham i sar., 1970; Swain, 1975; Harborne, 1975, 1977, 1984; Greger, 1978;
Gurni i Kubitzki, 1981; Young i Sterner, 1981).

I rodovi u okviru familije Lamiaceae su ekstenzivno prouceni sa aspekta
flavonoida. Kod roda Origanum i srodnih rodova, pokazano je da se na oshovu
prisustva ili odsustva derivata luteolina, hrizoeriola, apigenina i skutelareina ovaj rod
moze podeliti u Sest grupa. Ovo podrzava podelu roda na dve sekcije, Origanum i

Majorana (Fernandes i Heywood, 1972; Ietswaart, 1980). Medutim, ovi rezultati niti
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podrzavaju izdvajanje Origanum amanum u zasebnu sekciju, kako je predlozio
letswaart (1980), niti podelu preostalih vrsta, sekcija Amaracus, u posebnu sekciju.
Takode, pokazano je da da prisustvo apigenin 6,8-di-C- glikozida (vicenin-2) ne zavisi
od geografskog poloZaja, ve¢ je prisutan samo kod vrsta iz sekcije Majorana, tako da
moze predstavljati vazan taksonomski karakter na nivou sekcija kor roda Origanum.
Vicenin-2 se pojavljuje i kod vrsta rodova Hyssopus i Thymus ukazujuci na blisku
srodnost ova tri roda u okviru tribusa Mentheae.

Rod Thymus predstavlja jo$ jedan zanimljiv rod sa aspekta hemotaksonomije.
Taksonomski je veoma tezak zbog velikog polimorfizma mnogih vrsta, i predlozeno je
nekoliko reklasifikacija (Jalas, 1972; Morales, 1985). Analizom povrSinski flavonoida
23 vrste sa lIberijskog poluostrva, registrovano je prisustvo 16 slobodnih flavonskih
aglikona (Hernandes i sar., 1987). Prikazani rezultati podrzavaju podelu roda Thymus na
dve dobro definisane grupe, koje se mogu tretirati i kao podrodovi, ali je potrebna i
potvrda morfoloskih karaktera (Hernandes i sar., 1987). UopsSteno govoreci, sastav
povrsinskih flavonoida prou¢avanih vrsta, podrzava taksonomsku reviziju roda Thymus
datu na osnovu morfoloskih karaktera (Morales, 1985).

Rezultati proucavanja povrSinskih flavonoida 40 vrsta i infraspecijskih taksona
sa podruc¢ja Makedonije pokazala su da se ove vrste mogu svrstati u dva flavonoidna
profila (Marin i sar., 2003). Prvoj grupi pripadaju vrste sa visokim do umerenim
sadrzajem porsinskih flavonoida koji ukljucuju flavanone eriodiktiol i naringenin, kao i
jedinjenja sa 5,6-dihidroksi-7,8-dimetoksi-, a narocito, 5,6-dihidroksi-7-metoksi
substitucijam u A prstenu, pri ¢emu je 5,6-dihidroksi-7,3’,4’-trimetoksiflavon
najprisutnija komponenta u najve¢em broju sluc¢ajeva. Ggrupa 2 sadrzi vrste sa malom
do umerenom koli¢inom povrSinskih flavonoida, i u kojoj je osim eriodiktiola i
naringenina prisutani i metoksilovani flavanoni, kao na primer izosakuranetin. 5,6-
dihidroksi-7,3”,4’-trimetoksiflavon i drugi flavoni sa 5,6-dihidroksi-7-metoksi A
prstenom uglavnom nisu prisutni u ovoj grupi, s izuzetkom ladaneina koji se kod nekih
predstavnika javlja u tragovima. Ove grupe, donekle, odgovaraju podeli na sekcije koje
je dao Menitsky (1973). Flavonoidnom profilu grupe 1 pripada pet od osam
proucavanih vrsta iz sekcije Marginati, podsekcija Marginati i pet od sedam ispitivanih
vrsta sekcija Marginati, podsekcija Verticillati. Flavonoidni profil grupe 2 javlja se kod

dve vrste iz sekcije Pseudothymbra, dok je kod preostale tri proucavane vrste sadrzaj

25



flavonoida izuzetno nizak, te se njihov sastav ne moze sa sigurno$¢u odrediti, kod dve
vrste iz sekcije Serpyllum, podsekcija Isolepides, i kod tri od osam proucavanih vrsta iz
sekcije Marginati, podsekcija Marginati, Th. jankae, Th. albanus i Th. balcanus.

Podela sekcije Marginati, podsekcija Marginati na dva flavonoidna profila je
veoma neoc¢ekivana, posto sve proucavane vrste pripadaju agregatu Th. praecox, i neki
ih autori smatraju jednom vrstom, medutim u ovoj studiji se pokazlo da Th. longicaulis,
Th. rohlenae i Th. moesiacus pripadaju grupi 1, a da Th. jankae, Th. albanus i Th.
balcanus pripadaju grupi 2. Ipak, iako obe grupe imaju veoma sli¢an habitus, postoje
morfoloske razlike medu njima (Marin i sar., 2003). Kod vrsta iz Th. paraecox agregata
sa Iberijskog poluostrva utvrdeno je prisustvo razli¢itih komponenti (Herndndes i sar.,
1987) u odnosu na one iz Makedonije, ali bi se oni mogli svrstati u flavonoidini profil 2.
Kod makedonskih vrsta ovog agregata primecena je razlika ne samo izmedu razlicitih
vrsta ovog agregata, ve¢ i medu podvrstama i varijetetima iste vrste (Marin i sar., 2003).
Kod vrste Th. pulegioides takode je postojala znacajna razlika izmedu uzoraka sa
Iberijskog i Balkanskog poluostrva. Prema rezultatima Hernandes i sar. (1987) Th.
pulegioides sa Iberijskog poluostrva je, za razliku od makedonskih populacija, pripadao
bi profilu grupe 1, a ovi profilu grupe 2. Ovo ukazuje na veoma visoku populacionu
varijabilnost ove vrste (Marin i sar., 2003).

Najveci broj vrsta iz podsekcije Verticillati pokazuje flavonoidni profil 1, s time
da su kod najveceg broja vrsta iz ove podsekcije prisutna jedinjeja 5,6,4’-trihidroksi-
7,3’-dimetoksiflavon i timusin, koji nisu utvrdeni ni kod jedne druge ispitivane vrste iz
podsekcije Marginati, osim Th. oehmianus koji sadrzao 5,6,4’-trihidroksi-7,3’-
dimetoksiflavon kao glavnu komponentu. Menitsky (1973) razlikuje dva agregata u
ovoj podsekciji, agregate Th. marschlianus i Th. glabrescens, medu kojima su
morfoloske razlike neznantne tako da su tu mnoga takosonomska pitanja otvorena
(Marin i sar., 2003).

Iz sekcije Pseudothymbra Marin i sar. (2003) su ukljuéili sedam vrsta i u svima,
osim Th. karadzicensis i Th. paranassicus, je detektovana veoma mala koli¢ina
povrsinskih flavonoida koji nisu mogli sa sigurno$c¢u biti odredeni. Flavonoidni profili
kod Th. karadzicensis i Th. paranassicus su bili sli¢ni, karakteristi¢ni po prisustvu

flavonoida sa 5-hidroksi-6,7,8-trimetoksi supstitucijama u A prstenu i potpunom
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odsustvu sa drukéijim A prstenom. Flavanoni eriodiktol i naringenin su, takode,
izgledna otsutni kod ovih taksona.

Kod dve vrste, Th. pseudoatticus i Th. comptus iz sekcije Serpyllum, podsekcija
Isolepides, utvrden je flavonoidni profil slican vrstama iz podsekcije Pseudothymbra, s
time da su kod Th. pseudoatticus bili prisutni i flavoni sa 5-hidroksi-6,7-metoksi
supstitucijama u A prstenu, a eriodiktiol i naringenin su bili prisutni kod obe vrste.
Takode, postojale su i odredene sli¢nosti sa flavonoidnim profilima Th. jankae, Th.
albanus i Th. balcanus iz sekcije Marginati, podsekcija Marginati (Marin i sar., 2003).

Iz svega iznetog Marin i sar. (2003) smatraju da je infargenericka klasifikacija
od strane Menitskog (1973) bolje podrzana rezultatima dobijenim analizom povrSinskih
flavonoida nego ona koju je predlozio Jalas (1972).

U nekim sluéajevima povrsinski flavonoidi mogu se koristiti pri odluci kom
rodu neki takson pripada. Tako su flavonoidi Thymbra capitata (L.) Griseb. prou¢avanu
sa hemotaksonomskog aspekta (Barberan i sar., 1986). Do tada se smatralo da ova vrsta
pripada rodu Thymus, Thymus capitatus (L) Hoffmann i Link, ili Corydothymus,
Corydothymus capitatus (L) Reichenb. fill. Ovi rezultati u kombinaciji sa prethodnim
istrazivanjima su ustanovili prisustvo nekih zajednickih flavonoida sa Thymbra capitata
i time sugerisali da ova vrsta pripadad rodu Thymbra (Barberan i sar., 1986).

Flavonoidi mogu biti korisni taksonomski markeri i pri odredivanju granica
izmedu blisko srodnih rodova, kao na primer Micromeria, Calamintha, Acinos, Satureja
i Clinopodium (Marin 1996). Thomas-Barberan i sar. (1988) su pokazali da distribucija
5,6-dihidroksiflavona, koji su izuzetno lipofilni, moze biti znacajna za razlikovanje
blisko srodnih rodova. Takode, pokazali su da je prisustvo ovih jedinjenja vezano samo
za neke rodove podfamilije Nepetoideae i to uglavnom iz tribusa Mentheae. PovrSinski
flavaonoidi su kod Satureja veoma prikladni hemotaksonomski karakteri na nivou
sekcija (Thomas-Barberan i sar., 1991). Uz to, poru¢avanja vakuolarnih flavonoida kod
Micromeria su pokazala neophodnost podele ovog roda na sekcije i potvrdila Boisser-
ovu klasifikaciju (1879) na sekcije Pseudomelissa i Eumicromeria.

Flavonoidi su proucavani i kao taksonomski karakteri i na nivo tribusa,
podfamilija i familija kod visih biljaka (Harborne, 1984). Ova grupa jedinjenja je takode
bila analizirana i unutar fmilije Lamiaceae kao i odnosa ove familije sa srodnim

familijama (Verbenaceae, Scrophulariaceae, Boraginaceae, itd). U radovima koji se
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bave proucavanjem flavonoida kao taksonomskih karaktera u okviru familije
Lamiaceae, pokazano je da rodovi iz tribusa Mentheae (Micromeria, Acinos,
Calamintha, Origanum, Thymus, Mentha i Satureja) imaju sli¢an sastav, narocito,
povrsinskih flavonoida. Vrste iz ovih rodova akumuliraju 5,6-dihidroksi-7,8-
dimetoksiflavone koji nisu prisutni u ostalim rodovima iz familije Lamiaceae (Thomas-
Barberan i sar., 1988; Thomas-Barberan i Gill., 1992). Ove se komponente, dakle, mogu
smatrati taksonomskim karakterima na nivou tribusa, ali treba napomenuti da nisu
pronadene kod roda Clinopodium koji takode pripada ovom tribusu.

Takode, rezultati proucavanja flavonoidinih glikozida su pokazali da su rodovi
Galeopsis, Leonurus, Ballota, Anisomeles, Marubium, Phlomis, Stachys, Sideritis i
Pogostemon blisko srodni (Thomas-Barberan i Gill., 1992). Vrste iz ovih rodova
sintetiSu ili flavonoid p-kumaroil-glikozid ili 8-hidroksiflavon 7-alozil-glikozid, koji

nisu prisutni kod ostalih rodova iz familije Lamiaceae.

1.3.2.3 Bioloska aktivnost sekundarnih metabolita

Vrste roda Thymus su veoma znacajne i dobro poznate kao lekovite i aromati¢ne
biljke, u upotrebi skoro u svim regionima gde rastu. Njihova etarska ulja se dobijaju
industrijski putem destilacije. Takode se koriste 1 kao ukrasne biljke 1 dobijen je veliki
broj sorti.

Fadli i sar. (2012) su ispitivali antibakterijsku aktivnost etarskih ulja vrsta Th.
maroccanus i Th. broussonetii na bakterijske sojeve otporne na antibiotike i pokazali da
etarska ulja obe vrste imaju antibakterijsku aktivnost koja se moze povezati sa visokim
koncentracijama karvakrola. Antibakterijska aktivnost etarskih ulja deset biljnih vrsta je
ispitivana i na bakterijske sojeve patogene za Coveka i tom prilikom je pokazano da
najjacu aktivnost imaju etarska ulja Th. vulgaris i Origanum vulgare (Sokovi¢ i sar.,
2007), odnosno da su komponente sa najve¢om antibakterijskom aktivno$¢u mentol,
timol, a narocito karvakrol. Ovi autori takode navode da je antibakterijska aktivnost jaca
protiv. Gram-pozitivnih nego Gram-negativnih bakterija. Inhibitorna aktivnos protiv
Gram-pozitivnih bakterija, kao i antifungalna aktivnost, je pokazana i kod etarskog ulja
vrste Th. algeriensis kod kojeg su dominirale ne fenolne komponente (Zouari i sar.,
2011).
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Antifungalna aktivnos etarskih ulja Cymbopogon citratus, Ocimum gratissimum
I Thymus vulgaris ispitivana je na vrsti Penicillium expansum (Nguefack i sar., 2012)
pokazano je da najvece dejstvo ima etarsko ulje Ocimum gratissimum kod kojeg je
glavna komponenta timol. Takode je primeceno da je antifungalni efekat etarskog ulja
Th. vulgaris manji nego onaj kod Cymbopogon citratus, mada je glavna komponenta
etarskog ulja ove vrste citral (neral i geranial), $to objasnjavaju prisustvom borneola i
bornil-acetata u etarskom ulju kod Th. vulgaris $to samnjuje aktivnost. Antifungalna
aktivnost je ispitivana i kod Th. zygis subsp. sylvestris, pri ¢emu je utvrdeno postojanje
hemotipovi, kao 1 da je karvakrolni hemotip imao najjacu antifungalnu aktivnost na
dermatofitne sojeve (Gongalves i sar., 2010). Pri tretmanu gljivi¢nie infekcije izazvane
dermatomicetama kod laboratorijskih pacova etarsko ulje Th. vulgaris, a thimol
naro¢ito, su pokazali visoku antifungalnnu i terapeutsku aktivnost (Sokovi¢ i sar.,
2008). Sokovi¢ i sar. (2009) su poredenjem antifungalne aktivnosti etarskih ulja vrsta
Th. tosevii, Th. vulgaris, Mentha spicata i M. piperita, konstatovali da je ova mnogo
izrazenija kod etarskih ulja vrsta roda Thymus, odnosno da je u zavisnosti od
koncentracije fenolnih komponenti.

Etarska ulja imaju i antioksidativnu aktivnost za koju su takode odgovorne
fenolne komponente, timol i karvakrol. Ispitivajem antioksidativne aktivnosti etarskog
ulja Th. pulegioides metodom gasenja stabilnih slobodnih 2,2-difenil-1-pikrilhidrazil
(DPPH) radikala i ABTS metodom, utvrdeno je da hemotipovi sa Vvisokom
koncentracijom timola i/ili karvakrola imaju jace dejstvo (Loziené i sar., 2007). Visoka
koncentracija karvakrola u etarskom ulju Th. caramanicus, takode, je uslovljavala
visoki DPPH inhibitorni potencijal (Safaei-Ghomi i sar., 2009).

Navodni terapeutski efekti mnogih narodnihg lekova mogu biti pripisani
prisustvu flavonoida, ¢iji je farmakoloski efekat u vezi sa njihovom inhibicijom
odedenih enzima i njihove antioksidativne aktivnosti (Marin, 2003). Pokazano je da
ekstrakti Scutellaria, Mentha, Nepeta, Origanum i Thymus imaju antibakterijaska
dejstva. Utvrdeno je da flavonoid aglikoni cirsimaritin, baikalein i drugi imaju
znaCajna antibakterijska dejstva (Barberan, 1986). Antibakterijaska aktivnost je
utvrdena za metanolni ekstrakt Marrubium globosum ssp. libanoticum, a od cistih
komponenti, kvercetin 3-O-4-D-rutinozid, verbaskozid i naringenin 7-O-4 -D-glucozid

su imali najvecu antibakterijsku aktivnost (Rigano i sar., 2007).
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Antiviralna aktivnost flavonida je razmatrana u studiji Wang i sar. (1998). Neki
od virusa na koje flavonoidi imaju uticaj su herpes samplex virus, respiratorni
sincitijalni virus, virus parainfluence i adenovirus. Kvercetin je pokazao da ima i
antinfekcijska i antireplikacijska svojstva (Kaul i sar., 1985). Abad i sar. (1997) su
analizirali etanolne ekstrakte dvanaest biljnih vrsta i, takode, utvrdili da neki od njih
imaju inhibitorno dejstvo na herpes simplex virus.

Barberan (1986) je u analizi flavonoida familije Lamiaceae dao i pregled do tada
poznatih podataka o antiinflamatornoj aktivnosti flavonoida iz ove failije. Navedeni su
rodovi Stachys, Mosla, Sideritis i Nepeta, Cije se vrste koriste u te svrhe u narodnoj
medicini. Kod ekstrakata tri vrste roda Salvia utvvrdena je antiinflamatorna aktivnost za
koju se smatra da su odgovorni flavonoidi (Cadirci i sar., 2012).

Antioksidativna aktivnost je narolCito interesantna u industriji hrane zbog
usporavanja oksidativne degradacije lipida. Ekstrakti Origanum mogu se Koristiti kao
antioksidanti s obzirom da sadrze znacajnu koli¢inu flavonoida . Luteolin, siderito
flavon i 8-metoksicirsineol, mogu se smatrati veoma aktivnim antiosidantima hrane
(Marin, 2003). Marinova i Yanishlieva (1996) su analizirale antioksidativnu aktivnost
ekstrakta iz odabranih vrsta familije Lamiacceae i utvrdile da, od ispitivanih vrsta,
etanolni ekstrakt Satureja hortensis ima najvecu aktikvnost. Natioksidativna aktivnost
je utvrdena i kod vodenog ekstrakta vrsta Scutellaria immaculata i S. ramosissima, s
time da izolovani skutelarin i ma jeacu aktivnosto od drugih prisutnih flavonoida
(Mamadalieva i sar., 2011). Pri in vitro ispitivanju antioksidativne aktivnosti ekstrakata
18 vrsta iz familije Lamiaceae, najjaci efekat imali su polarni ekstrakti Lycopus
europaeus, Melissa officinalis, Origanum vulgare subsp. virens and Lavandula latifolia
(Lépez i sar, 2007).

Sve ovo pokazuje da sekundarni metaboliti imaju Siroki spektar delovanja koja
su u velikoj meri od koristi za Coveka. Od sastava etarskih ulja 1 od flavonoidnog profila
zavisi 1 spektar bioloske aktivnosti, tako da je njihovo poznavanje veoma bitno pri

izboru odredene biljne vrste za upotrebu u narodnoj i oficijelnoj medicini.
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1.3.3 Karioloska, palinoloSka i mikromorfoloSka istrazivanja vrsta
roda Thymus

Hromozomi su kod roda Thymus veoma sitni (Morales, 2002). Veli¢ina im se
kre¢e od 1 do 2 pm i pod svetlosnim mikroskopom vide se kao tacke. Poznati su sledeci
brojevi hromozoma 2n=24, 26, 28, 30, 32, 42, 48, 50, 52, 54, 56, 58, 60, 84 i 90, koji
odgovaraju diploidnom, tetraploidnom i heksaploidnom nivou. Od osnovnog broja x=7,
verovatno su nastali sekundarni osnovni brojevi x=14 i x=15. Najces$¢i brojevi
hromozoma su 2n=28, 30, 56 i 60. Ancuploidi zauzimaju vazno mesto u evoluciji ovog
roda i odgovorni su za ostale brojeve.

Polenova zrna u okviru ovoga roda su veoma homogena, uglavnom
heksakolpatna i sa supraretikularnom ornamentacijom. Veli¢ina im varira izmedu 21 —
46 um i P/E izmedu 0,9 1 1,3 (Morales, 1986).

Kod vrsta iz Fmilije Lamiaceae su radena i ispitivanja mikromorfoloskih
karaktera, kao Sto su izgled i grada zlezdanih i nezlezdanih trihoma, kao i skulpturacija
orasica.

Kod familije Lamiaceae taksonomski znacaj nekih karktera orasica opisan je kod
viSe rodova (Marin, 1996). Kod tribusa Menthae, ispitivanjem vrsta 57 rodova, utvrdeno
je znacajno variranje u obliku, morfologiji abscisionog oziljka, distribuciji trihoma 1
povrsinskoj skulpturiranosti oraSica (Moon 1 sar., 2009a), Primeéeno je pet tipova
povrsine oraSica, i ove karakterisitke se mogu korikstiti za filogenetske analize na nivou
roda. Ozkan i sar. (2009) su ispitivali orasice vrsta roda Salvia iz Turske i
uporedivanjem oblika, veli¢ine, boje 1 povrSinske skulpturiranosti oraSica dosli do
zakljucka da su ovi karkter korisni pri razlikovanju grupa vrsta, kao i samih vrsta i
podvrsta. Takode, kod vrsta roda Nepeta (Kaya i Dirmenci, 2008) i vrsta roda Stachys
(Salmaki i sar., ,2008) mikromorfoloske karakteristike oraSica, naroCito spoljasnaj
skulpturiranost, mogu posluziti kao taksonomski karkteri. Analizom povrSinskih
karaktera oraSica kod tribusa Westringieae utvrdeni su, dosta dobro, filogenetski odnosi
(Guerin, 2005). Kod vrsta iz roda Thymus analizirane su vrste Th. pulegioides, iz sekcije
Serpyllum, i Th. zygis, iz sekcije Thymus, kao i jedna vrsta ovog roda koja nije bila u
potpunosti determinisana (Marin, 1996). Merikarpi kod vrste Th. pulegioides i Th. zygis

su imali razli€iti tip skulpturiranost. Povrsina orasica kod Th. pulegioides je nepravilno
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naborana, bez jasnih struktura. OraSice Th. zygis su imale ovalna jasno omedena polja sa
talasastim marginama. Ornamentisanost oraSica kod nepotpuno odredene vrste je bilo
veoma sli¢no vrsti Th. zygis. Medutim, Marin (1996) smatra da bi za sigurnije zakljucke
o znacaju ornamentacije orasica u infrageneric¢koj klasifikaciji ovog roda trebalo izvrsiti
Sire uzorkovanje.

Moon i sar. (2009b) su utvrdili prisustvo dve grupe trihoma na listovima u
okviru tribusa Menthae, nezlezdane i zlezdane. Kod nezlendanih su razlikovali
unicelularne, uniserijatne i razgranate trihome, dok sus od zlezdanih kod ovog tribusa
opisali kapitatne, pilatne i peltatne trihome. Ovi autori smatraju da su mikromorfoloski
karaktreri listova sa taksonomskog aspekta ogranic¢eni na subtribalni nivo, i da za jasniju
sliku treba koristiti veéi broj karaktera. Kod vrsta Thymus maly (Marin i sar., 2008) i Th.
glabrescens (Dajic Stevanovic i sar., 2008) su takode opisane glandularne i peltatne

trihome, kao i negladularne trinome.

1.3.5 Molekularna istrazivanja

Za dve decenije od kako je opisana, PCR (Polymerase Chain Reaction) je
postala skoro sinonim za istrazivanja u molekularnoj biologiji. Najve¢i doprinos PCR
metode molekularnoj sistematici je brza amplifikacija pojedinacnih regiona DNK, Sto
omogucuje sekvenciranje redosleda nukleotida.

U pocetku primene PCR metoda za filogenetske studije kod biljaka najvise se
koristio hloroplastni genom, a kasnije su pocele da se koriste i nuklearne sekvence DNK
(kao na primer ITS i 18S rDNK). U zasvisnosti od tksonomskog nivoa koji se proucava,
koriste se razli¢iti hloroplastni, nuklearni ili mitohondrijalni regioni DNK (Soltis i
Soltis, 2000).

Za filogenetska ispitivanja neki od njace$¢e koriséenih plastidnih markera su
trnL-trnF, atpB-rbcL, ndhF, matK i rps16. Za filogenetsku analizu i radijaciju u flori
Kapske oblasti 73 vrste roda Moraea (Iridaceae) koris¢eni su markeri rbcL egzon, trnL
intron, trnL-trnF intergenski spejser i rpsl6 intron (Goldblatt i sar., 2002). Pri
ispitivanju filogenetskih odnosa unutar familije Fabaceae Sulaiman i sar. (2003) su
koristili rbcL dok su Chase i sar. (1993) analizirali filogeniju semenjaca na osnovu
rbcL.
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Od nuklearnih molekularnih markera najviSe se koriste ITS, 26S rDNK i 18S
rDNK. 26S rDNK i 18S rDNK su pogodni markeri za ispitivanje filogenija na visem
taksonomskom nivou (Kuzoff i sar., 1998). U redu Cornales je utvrdeno postojanje
osam dobro podrzanih klada, i to: Cornus, Alangium, nyssoide (Nyssa, Davidia, and
Camptotheca), mastixioide (Mastixia and Diplopanax), Hydrangeaceae, Loasaceae,
Grubbia-Curtisia, and Hydrostachys (Fan i Qiu-Yun Xiang, 2003). ITS se uglavhom
koristi za proucavanje filogenija na nivou rod i vrsta. Tako je, na primer, analizirano
monofiletsko poreklo i filogenija roda Monandra (Prather i sar., 2002) i divergencija u
okviru roda Cuminia (Ruiz i sar., 2001).

AFLP markeri (Amplified fragment length polymorphism) su za mnoge
taksonome prvi izbor pri odabiru molekularnih markera za resavanje filogenije na nivou
rodova i vrsta u slu¢aju kada su klade imale radijaciju u bliskoj evolutivnoj proslosti (na
pr. Dixon i sar., 2009; Moghaddam i sar., 2009; Rahimmalek i sar., 2011).

U poslednje vreme pojavio se veliki broj studija koje se bave molekularnom
sistematikom podfamilije Nepetoideae, sa fokusom na Ocimeae (Paton i sar., 2004), a
naroCito Mentheae. Vecéina se bavila odredenim rodovima, kao npr. Bystropogon
(Trusty i sar., 2004, 2005), Conradina (Edwards i sar., 2006, 2008a,b), Mentha
(Bunsawat i sar., 2004), Micromeria (Brauchler i sar., 2005), Minthostachys (Schmidt-
Lebuhn, 2007, 2008), Monarda (Prather i sar., 2002) i Salvia (Walker i sar., 2004;
Walker and Sytsma, 2007), dok su neki bili usredsredeni na na subtribalni nivo
(Brauchler et al, 2010). Postoje brojne studije koje se bave hemijskim polimorfizmom i
bioloskim interakcijama kod roda Thymus (npr. Horwath i sar., 2008; Rota i sar., 2008;
Maksimovi¢ i sar., 2008b), ali jako mali broj istrazivanja je vrSen na molekularnom
nivou u okviru ovog roda, i to iskluéivo na jednoj vrsti (Echeverrigaray i sar., 2001;

Trindade i sar., 2008; Trindade i sar., 2009).

1.4. Opis izabranih taksona roda Thymus

Thymus balcanus Borb. (Slika 1.4) Stabljike dugacke, puze po zemlji, na
krajevima se zavrSavaju sterilnom rozetom listova. Cvetne grane se razvijaju u nizovima
duz polozenog stabla. Listovi debeli, kozasti elipti¢ni ili lopticasti, 2 do 3 put duzi od

Sirine, dugacki okol0 mm, sa razvijenom lisno dr§kom, na licu goli ili pokriveni
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proredenim dugackim dlakama, bo¢ni nervi na naliciju liske jako istaknuti, debeli, jako
lu¢no savijeni, najcesée se ne spajaju u jedan obodni nerv. Cvetovi slozeni na vrhu grana
u okruglaste, rede izduzene cvasti. Cveta od maja do avgusta. Javlja se na kamenjarima,
na kre¢njaku i serpentinu u planinskom i subalpijskom pojasu. Endemit je Balkanskog
poluostrva. Prema Flori Evrope Th. balcanus je opisan kao Th. praecox subsp.
polytrichus.

Slika 1.4. Thymus balcanus, populacija P25 (Foto 1. Sostari¢).

Thymus glabrescens Willd (Slika 1.5) rasprostranjen je u centralnoj i isto¢noj
Evropi 1 u Srbiji je veoma cCesta vrsta, koja uspeva na zatravljenim, osuncanim
povrSinama. Stabljika je prividno puzeca, lezi na zemlji, a zatim se izdize i zavrSava
fertilnim izdankom. Cvetne grane su ravnomerno pokrivene str§e¢im dlakama. Listovi
na cvetnim granama izduzeno lancetasti ili izduZeno elipti¢ni, na vrhu zaobljeni, sa lisno
drskom izdvojenom i kratkom, na licu goli, a pri osnovi pokriveni dugackim trepljama.

Od vrha ka osnovi grana listovi se postepeno smanjuju. Cvetovi sakupljeni na vrhu
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grana i stabljike u klasolike cvasti. Vrsta je rasprostranjena u centralnoj i isto¢noj

Evropi.

Slika 1.5. Thymus glabrescens, populacija P33 (Foto: D. Stojanovi¢).

Thymus marschallianus Willd. (Slika 1.6) je rasprostranjen u celoj Evropi i na
Balkanskom poluostrvu. U Srbiji ova vrsta ima veoma S$iroko rasprostranjenje na
livadama, su$nim brezuljcima i pored drumova. Glavno stablo je odrvenelo, uspravno
ili se izdize, zavrSava se cvascu, naj¢es¢e sa brojnim fertilnim izdancima, koji su
pokriveni strSe¢im dlakama. Listovi su linearno lancetasti do Siroko lancetasti ili
elipti¢ni, svi iste veli€ine ili su donji nesto sitniji, goli, samo pri osnovi sa dugackim
trepljama. Cvetovi skupljeni u Klasolike cvasti. Prema Flori Srbije, vrsta je
rasprostranjena u Evropi i na balkanskom poluostrvu. Flora Evrope ovu vrstu tretira kao

deo vrste Th. pannonicus.
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Slika 1.4. Thymus marschallianus, populacija P13 (Foto I. Sostari¢).

Thymus moesiacus Vel. (Slika 1.7) je vrsta sa stabljikom koja je puzeca, jako
izduZena, vrhom neprestano raste i zavSava se sterilnom rozetom listova. Nezne cvetne
grane se javljaju u nizovima duz poloZenog stabla iz pazuha listova, dugacke 5 do 8 cm,
pokrivene celom duZzinom naniZe okrenutim dlakama. Listovi koji se nalaze pri osnovi
cvetnih grana, rozetasto su zbijeni, Silasti, mali, dugacki svrga 5 do 6 mm 1 ¢iroki oko 1
mm, dok su listovi na sredini i u gornjem delu cvetnih grana veci, objajasti i dugacki 11
do 20 mm i Siroki 2 do 5 mm sa utisnutim sitnim zlezdama. Listovi na stolonama su
najceSce veci, ali ne i Siri od listova na cvetnim granama. Svi listovi su na licu goli, a
vrlo retko pokriveni dlakama. Cvetovi su slozeni na vrhu cvetnih grana u kratke
okruglaste, rede nezbatno izduZene, cvasti. Casica je dugatka oko 3 mm i sa svih strna
pokrivena dugadkim, str§eéim dlakama. Cagi¢na cev je §iroko zvonasta, esto kraca od
c¢aSicnih zubaca. Cvetne drske nisu pokrivene zlezdama sa drSkama. Krunica spolja gola
ili skoro gola. Ova vrsta je rasprostranjena na Balkanskom poluostrvu. U Flori Evrope
navodi se da je Th. moesiacus sinonim za vrstu Th. longicaulis.
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Slika 1.7. Th. moesiacus, populacija P30 (Foto: I. Sostari¢).

Thymus pannonicus All. (Slika 1.8) je biljka sa odrvenelom stabljikom koja
donjim delom puzi po zemlji, dok se srednjim i donjim izdize. Cvetne grane i sterilni
izdanci su manje viSe uspravni. Ceo izdanak je gusto pokriven dlakama, cvetne grane i
listovi su sa strSe¢im dugackim dlakama. Listovi su linearno lancetasti ili izduzeno

lancetasti sa razvijenom lisno dr§kom. Na licu i na nali¢iju su utisnute subsesilne Zlezde.
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Cvasti je klasoliko izduzena ili rede okruglasta i skrac¢ena. Cveta od maja do jula.Ova
vrsta se javlja na osuncenim, zatravnjenim stanistima. Rasprostranjena je u celoj Evropi,

dok se u Srbiji javlja sporadi¢no i to subvar. griseus.

Slika 1.8. Th. pannonicus, populacija P23 (Foto: 1. Sostari¢).

Thymus pulegioides L. (Slika 1.9) je busenasta biljka sa skoro uspravnim
stabljikama, ili ove delimi¢no delom leZze na zemllji, dok krajevi sa cvastima stoje manje
viSe uspravno. Stolone ili nisu razvijene ili su kratke. Cvetne grane su ostro
cetvorouglaste, uglovi malo istaknuti, sve do cvasti pokriveni naniZe okrenutim
dlakama. Stranice su gole. Listovi jajasti, elipti¢no jajasti, izduZeni ili lancetasti. Cvetovi
sakupljeni na vrhu cvetnih grana u vrSne, izduZene klasolike ili okruglaste cvasti.
Casi¢na cev i zupci na gornjoj usni goli ili pokriveni dlakama, zupci donje ¢agi¢ne usne
uvek duz oboda pokriveni trepljama. Ova vrsta ima veoma Siroko rasprostranjenje.

Javlja se u severnoj, centralnoj 1 jugoistocnoj Evropi.
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Slika 1.9. Th. pulegioides, populacija P05 (Foto: 1. Sostari¢).

Thymus praecox Opiz. je sa stabljikama koje su dugacke, puze po zemljii
zavrsavaju se sterilnom rozetom listova. Cvetne grane se razvijaju u nizovima, duz
polozenog stabla i visoke su 3 do 5 cm, pokrivene strSe¢im dlakama koje su krace od
pre¢nika stabljike. Donji listovi cvetnih grana lopticasto okruglasti sa dugackom lisno
drskom, nisu zbijeni u rozete, srednji listovi su jajasti, a gornji jajasto okruglasti,
postepeno sve veci, svi sa dobro razvijenom lisno drSkom, kozasti na licu goli, bo¢ni
nervi na nali¢iju liske istaknuti, debeli, me ulivaju se u isto tako debeli obodni nerv.
Cvetovi su sloZeni na vrhu cvetnih grana u okruglaste cvasti. Casica je dugacka oko 4

mm i sa trbusne strane je pokrivena dlakama. Prema Flori Srbije ova vrsta je endemit
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Balkanskog poluostrva, dok Flora Evrope navodi da je areal ove vrste znatno $iri, od

juznih obala Grenlanda, pa sve do jugoistocne Evrope.

1.5 Ciljevi rada

Vrste roda Thymus Koriste se kao lekovite i aromati¢ne biljke u tradicionalnoij i
zvani¢noj medicini U svim krajevima u kojima se javljaju. Aktivne supstance uglavnom
su u sastavu etarskih ulja te je poznavanje razlicitih hemotipova od velikog znacaja pri
odabiru populacija za kolekcionisanje biljnog materijala.

Pri determinaciji vrsta roda Thymus morfoloski karakteri ¢esto su nedovoljno
jasni, tako da se ukazuje potreba za dodatnim karakterima za odredivaje vrsta. Shodno
tome, analiza povrSinskih flavonoida i AFLP molekularnih markera poboljsac¢euvid u
geneticke 1 evolutivne odnose izmedu populacija vrsta ovog roda sa podrucja Srbije. Na
kraju, na osnovu dobijenih rezultata fitohemijskih i molekularnih istrazivanja i
utvrdenih srodnickih odnosa izmedu istrazivanih vrsta kao model sistema unutar roda
Thymus, ocekuje se i rasvetljavanje odredenih taksonomskih pitanja. Dobijeni rezultati
treba da ukazu na smernice za dalja taksonomska i filogenetska istrazivanja ne samo
vrsta iz drugih sekcija roda Thymus, nego i srodnih rodova iz tribusa Mentheae, jedne

od najznacajnijih, najkompleksnijih i najintrigantnijih grupa familije Lamiaceae.
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2. Metrijal | metode

2.1 Fitohemijska ispitivanja

2.1.1 Biljni materijal

Biljni materijal za fitohemijska ispitivanja sakupljan je tokom vegetacione
sezone 2008. godine sa svojih prirodnih stanista. Spisak vrsta sa lokalitetom i njegovom
geografskom duZinom 1 Sirinom dat je u tabeli 2.1. Uzorci su determinisani u skladu sa
Flora Europaea i Florom SR Srbije. Herbarski uzorci se ¢uvaju u Herbarijumu Katedre

za agrobotaniku Poljoprivrednog fakulteta, Univerziteta u Beogradu.

2.1.2 Etarska ulja

2.1.2.1 Analiza sastava etrskih ulja

TD-GC-MS sistem se sastojao od an ATD400 termo-desorpcoine jedinice,
AutoSystem XLGC i TurboMass quadrupole MS (Perkin-Elmer, Waltham, MA). Oko
3mg vazdusno suSenog biljnog materijala je drzano izmezu staklene vune u staklenoj
cevi 1 stavljeno u standardnu desorpcionu cev od nerdajuceg Celika. Uzorak je potom
desorbovan 10 minuta na 150°C u toku helijuma od 60 mL/min koji je prolazio do
Tenax TA trap (80-100 mesh) drzanog na 4 °C bez rascepa ulaza. Nakon desorpcije
Tenax trap je grejana na 300 °C u helijumovoj atmosferi na 15 psi sa ispustnim
rascepljenim protokom od 18.75 mL/min. Isparljive komponente su propustane kroz
deaktivacionu staklenu kapilarnu liniju na 200 °C na 30 m x 0.25 mm i.d. x 0.25 pm
DB-5MS kapilarnu GC kolonu (Agilent J&W, Santa Clara, CA) i hromatografija je bila
nastavljena upotrebom temperaturnog programa od 60-300 na 6 °C/min pod pritiskom
ATD. MS je bio opremljen EI izvorom koji je radio na 70 eV sa temperaturom izvora

od of 180 °C, dok su maseni spektri bili zabelezeni u opsegu m/z 38-600. Operativni
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softver je bio Turbomass version 4.1.1. Retencioni indeksi (RI) su bili odredeni u
relaciji sa serijom n-alkana (C8-C20, Supelco, United Kingdom), dok je integracija
pikova bila izvedena do RI 1900 (t.j. pre izlaska palmitinske kiseline). Jedinjenja su
odreden uporedivanjem RI i/ili masenog spektra sa literaturnim podatcima (Adams,
2001; Ausloos i sar., 1992).

2.1.2.2 Statisticka obrada sastava etarskih ulja

U statisticku obradu sastava etarskih ulja za svaku podsekciju ukljucene su
komponente koje se u makar jednom uzorku javljaju sa 10 ili viSe procenata. Kod
podsekcije Alternantes u analizu je uklju¢eno 5 komponenti etarskih ulja, kod
popdsekcije Isolepides 15 komponenti i kod podsekcije Pseudomarginati 10
komponenti (Tabela 2.2).

Korelacije: Na osnovu Pearsonovog korelacijskog koeficijenta izraGunate su
korelacije izmedu najzasupljenijih komponenti etarskog ulja unutar svake podsekcije
upotrebom programa programa Statistica 8.0 (StatSoft).

Analiza glavnih komponenti: PCA(Principal Component Analysis) je
multivarijacion statisticka metoda koja veliki broj korelisanih promenljivih transformise
u nekorelisanih skup promenjljivin koje se nazivaju glavne pomponente. Analiza
glavnih komponenti je sprovedena na osnovu najzastupljenijih komponenti etarskog
ulja unutar svake podsekcije pomoc¢u programa Statistica 8.0 (StatSoft). Izradeni su
dijagrami, za svaku podsekciju, u kojima je u koordinatnom sistemu tackama prikazan
polozaj analiziranih populacijama, kao 1 dijagrami u kojima je tatkama prikazan poloZaj
pojedinih komponenti etarskog ulja.

Klaster Analiza: Na osnovu najzastupljenijihn komponenti etarskog ulja
izracunata je Euklidska udaljenost izmedu populacija unutar svake podsekcije. Matrica
Euklidske udaljenosti koriStena je u Analizi skupina (Cluster Analysis) u svrhu izrade
dendrograma odnosno utvrdjivanja stepena slicnsti medju populacijama. Klaster analiza
je izvrSena neponderisanom metodom za sparivanje skupina na temelju prosecnih
vrednosti (Unweighted pair-group method using arithmetic averages; UPGMA). Klaster

analiza je izvrSena na standarzizovanim podacima.
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Tabela 2.1. Populacije vrsta roda Thymus uklju¢ene u fitohemijska ispitivanja.

ThAFLP_No Vrsta Podsekcija Cigqgrafska Ge?grafska Nz_;ld_morska
Sirina (N) duzina (E) visina (m)

P01 Th. pulegioides Alternantes 43.84 21.68 592
P02 Th. pulegioides Alternantes 43.88 20.66 473
P03 Th. pulegioides Alternantes 43.45 21.47 648
P04 Th. pulegioides Alternantes 43.61 20.55 264
P05 Th. pulegioides Alternantes 43.38 22.60 1163
P06 Th. pulegioides Alternantes 44.17 21.12 877
P09 Th. pulegioides Alternantes 45.16 19.75 474
P10 Th. glabrescens Isolepides 44.82 21.34 80

P11 Th. glabrescens Isolepides 45.07 21.38 132
P12 Th. glabrescens Isolepides 45.29 20.43 84

P13 Th. glabrescens Isolepides 45.10 21.39 155
P14 Th. glabrescens Isolepides 45.48 20.34 79

P15 Th. glabrescens Isolepides 45.16 19.75 474
P33 Th. glabrescens Isolepides 45.28 20.38 83

P16 Th. marschallianus Isolepides 45.00 20.89 145
P17 Th. marschallianus Isolepides 44.90 21.22 114
P18 Th. marschallianus Isolepides 43.60 21.88 793
P19 Th. pannonicus Isolepides 43.59 21.89 926
P20 Th. pannonicus Isolepides 43.73 21.85 802
P21 Th. pannonicus Isolepides 44.17 21.12 877
P22 Th. pannonicus Isolepides 44.18 22.13 975
P23 Th. pannonicus Isolepides 45.12 21.32 402
P34 Th. pannonicus Isolepides 44.19 22.16 869
P24 Th. balcanus Pseudomarginati 43.36 22.58 1491
P25 Th. balcanus Pseudomarginati 43.37 22.62 1758
P26 Th. balcanus Pseudomarginati 43.27 22.81 1551
P27 Th. balcanus Pseudomarginati 43.25 22.81 1454
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Geografska Geografska Nadmorska

ThAFLP_No Vrsta Podsekcija sirina (N) duzina (E) visina (m)
P31 Th. moesiacus Pseudomarginati 43.61 20.55 275
P32 Th. praecox Pseudomarginati 44.18 22.14 1162

Tabela 2.1 Nastavak

Tabela 2.2. Sastojci etarskog ulja ukljucena u statisti¢ku obradu.

Jedinjenje KI Literaturno Tip jedinjenja Podsekcija kod koje je ukljucena’
a-Pinene 939 Monoterpenski ugljovodonici l;
Myrcene 991 Monoterpenski ugljovodonici I;P;
p-Cymene 1025 Ostalo (aromatiéni ugljovodonik) Al
Limonene 1029 Monoterpenski ugljovodonici l;
(E)-B-Ocimene 1050 Monoterpenski ugljovodonici I;
y-Terpinene 1060 Monoterpenski ugljovodonici ¥
Linalool 1097 Oksigenovani monoterpenski ugljovodonici I;P;
a-Terpineol 1189 Oksigenovani monoterpenski ugljovodonici I
Thymol methyl ether 1235 Ostalo (fenolni etar) I;
Neral 1238 Oksigenovani monoterpenski ugljovodonici I, P;
Geraniol 1253 Oksigenovani monoterpenski ugljovodonici A;
Linalyl acetate 1257 Oksigenovani monoterpenski ugljovodonici P;
Geranial 1267 Oksigenovani monoterpenski ugljovodonici I, P;
Thymol 1290 Ostalo (fenol) Al
Carvacrol 1299 Ostalo (fenol) Al
alpha-Terpinyl acetate 1349 Oksigenovani monoterpenski ugljovodonici P;
Neryl acetate 1362 Oksigenovani monoterpenski ugljovodonici P;
(E)-Caryophyllene 1419 Seskviterpenski ugljovodonik I; P;
Germacrene-D 1485 Seskviterpenski ugljovodonik I;
Bicyclogermacrene 1500 Seskviterpenski ugljovodonik P;
(E)-gamma-Bisabolene 1531 Seskviterpenski ugljovodonik I P;

“ A — Alternantes; | — Isolepides; P- Pseudomarginati:
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2.1.3 Povrsinski flavonoidi

2.1.3.1 Ekstrakcija povrsinskih flavonoida

Za analizu je koriS¢eno 0.5g vazdus$no suSenih, celih listova su bili potopljeni u
10ml dietil etra i ostavljeni na sobnoj temperaturi preko no¢i. Dietil etar je filtriran i
ostavljen da ispari u digestoru. Suvi ostatak je zatim rastvoren u 80% MeOH, filtriran i

prebac¢en u autosampler HPLC vijalu.

2.1.3.2 Analiti¢ki HPLC sa diodnom UV detekcijom (LC-DAD)

HPLC sistem se sastojao od Waters LC 600 pumpe i 996 fotodiodnim UV
detektorom. Koristene su kolone Merck LiChrospher 100RP-18 (5 um), 4.0 mm (i.d.)x
250 mm.Gradijentni profili su bili zasnovani na dva rastvaraca, 2% vodenim HOAc i
MeOH-HOAc-H20, 18:1:1. Pocetni uslovi su bili 75% vodenog rastvaraca i 25%
metanolnog rastvaraca. Proporcija ovog drugog rastvaraa je rasla sa linearnim
gradijentom, dostizuc¢i 100% sa t=20min. Posle ovoga je sledila izokratska elucija 100%
metanolnog rastvaraca do t=25min, nakon ¢ega se program vra¢ao na pocetni odnos
1

rastvaraCa. Temperatura kolone je odrzavana na 30°C, a protok na 1.0 ml min™.

Injekcije (40 pl) su vrSene autosamplerom.

2.1.3.3 HPLC sa hemijski jonizujutom masenom spektrometrijom na
atmosferskom pritisku (LC-APCI-MS)

LC-MS analiza je izvedena na sli¢an nacin kao 1 analiticka HPLC metoda, s tim
Sto je koncentracija siréetne kisleine u mobilnim fazama bila 1%. Maseni spektri su
snimljeni kvadrupol — jonska zamka masenim spektrometrom (ThermoFinnigan LCQ
‘classic’) sa hemijskim jonizacionim izvorom pri atmosferskom pritisku (APCI) u
pozitivnom modu. Temperatura grejaca jonske probe je bila 550 °C, pritisci gasa pri
direktnom 1 kruZznom protoku kroz jonsku probu iznosili su 80 i 20 psi, respektivno,

temperatura kapilare 150 °C, a jadina jonizacione struje je bila 5 pA. Masenim
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spektrometrom je upravljano preko programa Xcalibur 1.2 (ThermoFinnigan). Spektri
su snimani u opsegu 125 — 500 m/z. Najobilniji joni u svakom spektru su izdvojeni u
jonskoj zamci (Sirina izolovanja od 5 amu) i zatim podvrgnuti kolizionoj disocijaciji
(CID) primenom kolizione energije od 45% (bez energije aktivacije). CID spektri
koeluiraju¢ih komponenti su zabelezeni automatski dinamickim iskljuc¢ivanjem bez

prethodnog poznavanja njihovih molekulskih masa.

2.2 Molekularna ispitivanja

2.2.1 Biljni materijal

Biljni materijal za molekularna ispitivanja sakupljan je tokom vegetacione
sezone 2008. godine sa svojih prirodnih staniSta. Spisak vrsta sa lokalitetom i njegovom
geografskom duZinom 1 Sirinom dat je u tabeli 2.3. Uzorci su determinisani u skladu sa
Flora Europaea i Florom SR Srbije. Herbarski uzorci se ¢uvaju u Herbarijumu Katedre

za agrobotaniku Poljoprivrednog fakulteta, Univerziteta u Beogradu.
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Tabela 2.3. Vrste i populacije roda Thymus uklu¢ene u AFLP analizu.

.. Broj
Poulacija Vrsta Podsekcia (ieggrafskg Geografska duzina uzora=<a.
Sirina (N) (E)
P01 Th. pulegioides Alternantes 43.84 21.68 3
P02 Th. pulegioides Alternantes 43.88 20.66 3
P03 Th. pulegioides Alternantes 43.45 21.47 3
P04 Th. pulegioides Alternantes 43.61 20.55 3
P05 Th. pulegioides Alternantes 43.38 22.60 2
P06 Th. pulegioides Alternantes 44.17 21.12 3
pO7 Th. pulegioides Alternantes 43.19 22.14 3
P08 Th. pulegioides Alternantes 44.26 19.89 3
P09 Th. pulegioides Alternantes 45.16 19.75 2
""" P10 Th.glabrescens  Isolepides 4482 2134 2
P11 Th. glabrescens Isolepides 45.07 21.38 3
P12 Th. glabrescens Isolepides 45.29 20.43 3
P13 Th. glabrescens Isolepides 45.10 21.39 3
P14 Th. glabrescens Isolepides 45.48 20.34 2
______ P15 Th.glabrescens  lsolepides 4516 1975 3
P16 Th. marschallianus Isolepides 45.00 20.89 3
P17 Th. marschallianus Isolepides 44.90 21.22 2
______ P18 Th marschallianus  _[lsolepides 4360 218 3
P19 Th. pannonicus Isolepides 43.59 21.89 2
P20 Th. pannonicus Isolepides 43.73 21.85 3
P21 Th. pannonicus Isolepides 44.17 21.12 1
p22 Th. pannonicus Isolepides 44.18 22.13 2
______ P23 Thpannonicus Isolepides 4512 2132 3
P24 Th. balcanus Pseudomarginati 43.36 22.58 1
P25 Th. balcanus Pseudomarginati 43.37 22.62 2
P26 Th. balcanus Pseudomarginati 43.27 22.81 3
P27 Th. balcanus Pseudomarginati 43.25 22.81 3
P28 Th. balcanus Pseudomarginati 4417 21.12 3
P29 Th. balcanus Pseudomarginati 4417 21.12 2
""" P30 Th.moesiacus  Pseudomarginati 4388 2066 3
______ P31 Th.moesiacus  Pseudomarginati 4361 2085 3
P32 Th. praecox Pseudomarginati 44.18 22.14 3

2.2.2 Ekstrakcija DNA i AFLP analiza

Totalna genomska DNA je ekstrkovana iz 20mg suvih listova suSenih u silika
gelu upotrebom DNeasy Plant Mini Kit (Qiagen®). Koncentracija DNA je merena
upotrebom Qubit Fluorometer (Invitrogen®). AFLP je izveden u skladu sa protokolom
kako su ga opisali Vos et al. (1995), ali uz nekoliko modifikacija. Restrikciona digestija

i ligacija adaptera su vrSene simultano na 200ng genomske DNA u totalnoj zapremini
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33ul u trajanju od 2 sata na 37°C, a potom 14 sati na 23°C. Restrikciona digestija i
ligacija adaptera, preamplifikacija i selektivna amplifikacija su izvodene na GeneAmp®
PCR System 9700 (Applied Biosystems®). Za amplifikaciju je izabrano osam

kombinacija prajmera, i to:

e FAM-EcoRIACA+TrullCAG,
e NED-EcoRIAGC+TrullCGG,
e VIC-EcoRIACGC+TrullCAG,
e PET-EcORIATG+TrullCGG,

e FAM-EcoRIACT+TrullCAG,
e NED-EcoRIAGC+TrullCAG,
e VIC-EcORIACG+TrullCGA i
e PET-EcoRIACC+TrullCGA.

Pripremljeni uzorci su detektovani pomocu ABI3130xlI Genetic Analyzer (Applied
Biosystems®). Prisustvo ili odsustvo fragmenata je zabeleZeno sa GeneMapper 4.0
software (Applied Biosystems®). Svi fragmenti izmedu 50 i 500 bp su zabeleZeni.
Dobijeni pikovi su automatski prebaceni u binarni matriks. Ukolio je pik prelazio
apsolutnu vrednost od 50, prema automatskom podeSavanju donje granice amplitude

GeneMapper 4.0, pik je bio registrovan kao prisutan (1), a u suprotnom kao odsutan (0).

2.2.3 Analiza podataka

Senonov inforamacioni indeks kao mera diverziteta AFLP unutar vrste je radunat
kao H; = -X (pi logz pi), gde je pi fenotipska frekvencija (Lewontin, 1972). Senonov
indeks je koriS¢en 1 za izrazavanje totalnog diverziteta (H;) kao 1 za prosecni
intraspecijski diverzitet (Hsp) 1 proporciju diverziteta unutar (Hsp/Hy) 1 medu vrstama
[(H—Hsp)/Hy.

Analiza molekularne varijanse (AMOVA,; Excoffier et al., 1992) je sprovedena na
Nei i Lievoj matrici udaljenosti medu jedinkama upotrebom Arlequin ver. 2.000
(Schneider et al., 2000).
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Dvosmerna AMOVA je koriS¢ena da bi se totalna varijansa rasclanila medu
vrstama, medu populacijama unutar vrsta i unutar populacionih komponenti. Dodatne
jednosmerne AMOVA-e su sprovedene da bi se totalna varijabilnost ras¢lanila na,
medu i unutar populacionu komponentu svake vrste Thynus (osim Th. praecox kod
kojega je ispitivana samo jedna populacija).

Komponentne varijanse su testirane statisticki neparametarskim nasumi¢nim testom
uz upotrebu 10.000 permutacija. Medusobno poredenje vrsta pomocu AMOVA-e
rezultovalo je sa ¢st vrednostima koje su ekvivalentne totalnoj varijansi koja je
podeljena izmedu dve vrste i moze biti interpretirana kao prose¢na meduspecijska
udaljenost izmedu bilo koje dve vrste (Huff, 1997).

Klaster analiza zasnovana na Nei i Lijevoj matrici rastojanja izmedu individual je
izvedena upotrebom Neighbour Joining metoda (Saitou i Nei, 1987)primenom
TREECON for Windows ver. 1.3 b (Van de Peer i De Wachter, 1994). Bootstrap
analiza je izvrsena na 1000 bootstrap uzoraka (Felsenstein, 1985).

Modelno zasnovan klasterski metod je primenjen na multilocus AFLP podatke da bi
se dobila genetska struktura i odredio broj klastera u skupu podataka upotrebom
softvera STRUCTURE (Pritchard et al., 2000). Za datu vrednost broja klastera, ovaj
metod pridruzuje pojedina¢ne genotipove iz ukupnog uzorka klasterima na takav nacin
da neuravnotezenost povezivanja (LD) bude najbolje objasnjena. Za svaku vrednost K
izvrSeno je 10 prolaza uzimajuéi broj klastera (K) od 1 do 10. Svaki prolaz se sastojao
od burn-in perioda od 20.000 koraka, posle ¢ega je izvrieno 10> MCMC (Monte Carlo
Markov Chain) replikacija uz pretpostavku admixture modela i korelacije alelskih
frekvencija. Nisu kori§¢ene nikakve prethodne informacije za definisanje klastera. Izbor
najverovatnijeg broja klastera (K) izvrSen je uporedivanjem prosecnih procena sli¢nosti
podataka In[Pr(X|K)], za svaku vrednost K (Pritchard et al. 2000), kao i izraCunavanjem
ad hoc statistike AK, zasnovane na stopi promene logaritma verovatnoc¢e podataka za

uzastopne vrednosti K, kako je opisano u Evanno et al. (2005).
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3. Rezultatli

3.1 Fitohemijska ispitivanja

3.1.1 Etarska ulja

U etarskim uljima ispitivanih populacija roda Thymus sa podrucja Srbije
utvrdeno je prisustvo ukupno 103 jedinjenja, dok se ucesce determinisanih jedinjenja
kretalo od 88.98% kod Th. praecox (P32) do 99.47% kod Th. glabrescens (P13).

Najbrojnija grupa jedinjenja, sa ukupno 39 detrerminisanih komponenti, su
seskviterpenski ugljovodonici. Nakon njih po brojnosti dolaze oksigenovani
monoterpenski ugljovodonici, sa ukupno 30 jedinjenja, i monoterpenski ugljovodonici
sa 17 jedinjenja. Osim toga, u sastav etarskih ulja ispitivanih vrsta roda Thymus, ulaze i
4 aromati¢na ugljovodonika, 3 oksigenovana seskviterpenaska ugljovodonika, 3 fenolna

jedinjenja, 3 nezasi¢ena alkohola, 2 fenolna etra i po 1 nezasiceni alkohol i keton.

3.1.1.1 Sastav etraskih ulja Thymus pulegioides

Kod sedam ispitivanih populacija vrste Th. pulegioides utvrdeno je prisustvo 73
komponente u etarskim uljima, i to 16 monoterpenskih ugljovodonika, 18
oksigenovanih ugljovodonika, 26 seskviterpenskih ugljovodonika i 12 jedinjenja koja
ne pripadaju ni jednoj od tri glavne grupe (Tabela 3.1) . Kod populacije P02
determinisana je ukupno 41 komponenta, kod populacije P05 i populacije P01 39
komponenti, kod populacije P06 38 komponenti, kod populacije P03 32 komponente,
kod populacije P04 30 i kod populacije P09 26 komponenti.

Monoterpenski ugljovodonici: U etarskim uljima ispitivanih populacija Th.
pulegioides identifikovano je prisustvo 16 monoterpenskih ugljovodonika. Uces¢e ove
grupe jedinjenja kretao se od 0,86%, kod populacije P06, do 27,01%, kod populacije
P02. U etarskim uljima populacije P06 od 10 jedinjejna iz ove grupe ni jedno nije imalo

50



znacajnu zastupljenost, $to je bio slucaj i kod populacija P01 (11 jedinjenja, 0,95%),
P04 (11 jedinjenja, 3,44%), P03 (12 jedinjenja, 1,21%), P09 (8 jedinjenja, 2,64%) i
P05 (13 jedinjenja, 6,56%). Kod populacije P02 pojedina¢no je jedino y-terpinen imao
koncentraciju od 21,39%.

Oksigenovani monoterpenski ugljovodonici: Uces¢e ove grube jedinjenja u
etarskim uljima ispitivanih populacija se kretalo od 0,27%, kod populacije P04, pa do
88,60% kod populacije P03 . Koncentracija oksigenovanih monoterpensjih
ugljovodonika je bila visoka i kod populacija P06 (87,47%) i PO1 (87,32%). Kod ove tri
populacije najzastupljenija komponenta etarskih ulja bio je geraniol sa 87,92% kod
populacije sa P03, 87,12% kod populacije POl i 86,97% kod populacije P06. U
preostalim populacijama ni jedno iz ove grupe jedinjenja nije bilo zastupljeno u
znacajnijem procentu.

Seskviterpenski ugljovodonici: Ova grupa jedinjenja nije bila znacajnije
zastupljena u etarskim uljima ni jedne ispitivane populacije. Kod populacije P06 17
jedinjenja ¢inilo je ukupno 8,93%, kod populacije PO1 19 jedinjenja ¢inilo je ukupno
8,48%, kod populacije P02 12 jedinjenja ¢inilo je ukupno 7,53%, kod populacije P03
10 jedinjenja ¢inilo je ukupno 6,50%, kod populacije PO4 7 jedinjenja ¢inilo je ukupno
6,27%, kod populacije P05 10 jedinjenja cinilo je ukupno i kod populacije P09 3
jedinjenja ¢inilo je ukupno 3,69%.

Ostala jedinjenja: Kod ispitivanih populacija Th. pulegioides utvrdeno je
prisustvo 12 jedinjenja koja ne pripadaju ni jednoj od gore pomenutih grupa. Timol, koji
je fenolno jedinjenje je glavna komponenta u etarskim uljima populacija P02 sa
52,95% i u etarskim uljima populacije P05 sa 62,92%. Timol je znacajno zastupljen i
kod populacije P09 sa 22,12%. Cimen, koji je aromati¢ni ugljovodonik, je glavna
komponenta etarskih ulja kod populacije P09 sa 48,59% i P04 sa 42,59% kod koje je
znaCajno zastupleno i fenolno jedinjenje karvakrol sa 39,95%. U etarskim uljima

populacija P03, P01 i P06 ova jedinjenja nisu znac¢ajno zastupljena.
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3.1.1.2 Sastav etarskih ulja Thymus glabrescens

Kod sedam ispitivanih populacija Th. glabrescens u etarskim uljima je
determinisano ukupno 73 jedinjenja, koja se mogu svrstati u tri osnovne grupe
jedinjenja, monoterpenski ugljovodonici, sa 17 jedinjenja, oksigenovani monoterpenski
ugljovodonici, sa 12 jedinjenja, i seskviterpenski ugljovodonic, sa 31 jedinjenjem.
Takode, utvrdeno je i prisustvo 11 jedinjenja koja ne pripadaju ni jednoj od ovih grupa
(Tabela 3.2). Etarska ulja populacije P10 imala su 53 determinisane komponente, kod
populacije P13 47, kod populacije P11 41, kod populacije P33 34, kod populacije P12
50, kod populacije P14 41 i populacije P15 31 komponenta.

Monoterpenski ugljovodonici: Kod ispitivanih  populacija ove vrste
determinisano je bilo 17 monoterpenskih ugljovodonika i njihova zastupljenost se
kretala od 3,04% kod populacije P33 do 37,08% kod populacije P15. U etarskim uljima
populacije P10 utvrdeno je prisustvo 15 monoterpenskih ugljovodonika (17,25%) i
jedino je y-terpinen prisutan u znacajnijoj koncentraciji od 11,91%. Kod populacije P13
13 jedinjenja iz ove grupe Cinilo je ukupno 14,02% etarskih ulja, a y-terpinen je jedino
jedinjenje sa znacajnijom koncentracijom od 10,67%. Kod populacije P11
determinisano je 16 komponenti iz ove grupe koje su Cinile 6,95% etarskih ulja, pri
¢emu ni jedna komponenta nije imala znacajniji procenat. Etarska ulja populacije P33
sadrzala su 11 monoterpenskih ugljovodonika, koja su ucestvovala sa 3,04%. U
etarskim uljima populacije P12 utvrdeno je prisustvo 14 jedinjenja iz ove grupe koja su
¢inila 27,22%, pri ¢emu je y-terpinen bio zastupljen sa 19,61%. Kod populacije P14 od
11 monoterpenskih ugljovodonika, koji su ¢inili ukupno 18,55%, y-terpinen je bio
najzastupljeniji sa 13,25%. U etarskim uljima populacije P15 13 monoterpenskih
ugljovodonika ¢inilo je 37,08% i y-terpinen je bio druga po zastupljenosti komponenta
sa 31,26%.

Oksigenovani monoterpenski ugljovodonici: U etarskim uljima ispitivanih
populacija Th. glabrescens utvrdeno je prisustvo ukupno 12 oksigenovanih
monoterpenskih jedinjenja ¢ija se zastupljenosst kretala od 1,38%, kod populacije P13
(6 jedinjenja) do 7,06% kod populacije P12 (8 jedinjenja). Ni jedno jedinjenje iz ove
grupe nije imalo znacajne procese, Kod populacije P10 8 jedinjenja iz ove grupe ¢inilo

je ukupno 3,33%, kod populacije P11 4 jedinjenja iz ove grupe ¢inila su 6,66%, kod
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populacije P33 4 jedinjenja ¢inila su 2,54%, kod populacije P14 7 jedinjenja Cinilo je
4,93% i kod populacije P15 4 jedinjenja ukupno 1,54%.

Seskviterpenski ugljovodonici: Determinisano je ukupno 31 jedinjenje koje
pripada ovoj grupi i njihova se zastupljenost kretala od 5,06%, kod populacije P11 (11
jedinjenja) do 10,10% kod populacije P13 (19 jedinjenja). U etarskim uljima ni jedne
populacije pojedinacna jedinjenja iz ove grupe nisu imala znacajniji procenat. U
etarskim uljima populacije P10 18 seskvi terpenskih ugljovodonika ¢inilo je 5,24%, kod
populacije P33 10 jedinjenja ¢inilo je 7,27%, kod populacije P12 19 jedinjenja Cinilo je
9,82%, kod populacije P14 13 jedinjenja cinilo je 6,85% 1 kod populacije P15 7
jedinjenja ¢inilo je 6,06%.

Ostala jedinjenja: Kod ispitivanih populacija Th. glabrescens utvrdeno je
prisustvo 13 jedinjenja koja ne pripadaju ni jednoj od gore pomenutih grupa. Timol, koji
je fenolno jedinjenje je glavna komponenta u etarskim uljima populacija P10 (56,29%),
P13 (64,51%), P11 (61,94%) i P15 (44,53%). Cimen, koji je aromati¢ni ugljovodonik,
je glavna komponenta etarskih ulja kod populacije P33 (75,76%) i kod populacije P14
(42,56%). Populacija P14 ima takode i visoko uceSe timola u etarskim uljima od
16,56%. Etarska ulja populacije P12 sadrze 19,02% timola, 18,43% cimena i 13,11%

timol metil etra.

3.1.1.3 Sastav etraskih ulja Thymus marschallianus

Kod tri ispitivane populacije vrste Th. marschallianus ustanovljeno je prisustvo
ukupno 65 komponenata etarskih ulja. Prisutne su bile tri glavne grupe jedinjenja,
monoterpenski ugljovodonici, sa 17 jedinjenja, oksigenovani monoterpenski
ugljovodonici, sa 11 jedinjenja, i seskviterpenski ugljovodonic, sa 27 jedinjenja (Tabela
3.3). U etarskim uljima populacije P16 bilo je determinisano 45 komponenti, kod
populacije iz Gtrebenca 53 komponente, a kod populacije P18 44 komponente.

Monoterpenski ugljovodonici: U etarskim uljima ispitivanih populacija Th.
marschallianus je utvrdeno prisustvo 17 monoterpenskih ugljovodonika. Njihova se
zastupljenost kretala od 7,49% kod populacije P17 do 20,04% kod populcije P16. U
etarskim uljima populacije P17 bilo je prisutno ukupno 11 monoterpenskih

ugljovodonika, i jedino je silvestren imao znacajniju koncentraciju od 3,75%. Kod

53



etarskih ulja populcije P18 od 11 monoterpenskih ugljovodonika ¢inili su zajedno
14,38% i samo je a-pinen bio prisutan u zna¢ajnom procentu (11,29%). Kod populacije
P16 bilo je prisutno 14 monoterpenskih ugljovodonika, pri ¢emu su (E)-B-Ocimen
(9,75%) 1 mircen (4,75%) imali zna¢ajne koncentracije.

Oksigenovani  monoterpenski  ugljovodonici: Kod populacija  Th.
marschallianus, obuhvacenih ispitivanjem, utvrdeno je prisustvo 11 oksigenovanih
monoterpenski ugljovodonika ¢ija se zastupljenost kretala od 3,58% kod populacije P16
do 8,42% kod populacije P17. U etarskim uljima populacije P17 od ukupno 9 jedinjenja
iz ove grupe ni jedno nije imalo neku znacajniju koncentraciju, $to je bio slucaj i od
ukupno 6 jedinjenja kod populacije P16 tj. 7 kod populacije P18.

Seskviterpenski ugljovodonici: U etarskim uljima kod ispitivanih populacija
Th. marschallianus, ova grupa jedinjenja je bila najzastupljenija. Prisustvo
seskviterpenskih ugljovodonika se kretalo od 64,04%, kod populacije P16, do 79,98%,
kod populacije P18. Kod populacije P17 bio je 67,50%. Kod populacije P16
konstatovano je prisustvo 18 komponenti iz ove grupe i germakren-D je imao
koncentraciju od 34%, a biciklogermakren 12,30%. Kod populacije P17 determinisano
je 24 seskviterpenska ulgjovodonika i germakren-D je bio zastupljen sa 20,40%, a
znacajnu koncentraciju je imao i (E)-kariofilen sa 14,57%. Kod populacije P18,
determinisano je 20 jedinjenja iz ove grupe i germakren-D je bio glavna komponenta sa
zastupljeno$cu od 66,66%.

Ostala jedinjenja: Kod tri ispitivane populacije Th. marschallianus, utvrdeno je
prisustvo ukupno 10 jedinjenja koja nisu pripadala ni jednoj od prethodnih grupa. Ova
jedinjenja su bila zastupljena u malom procentu kod sve tri populacija, od 1,82%, kod
populacije P18 do 8,52% kod populacije P17 i 5,32% kod populacije P16.

3.1.1.4 Sastav etarskih ulja Thymus pannonicus

Kod S$est ispitivanih populacija vrste Th. pannonicus ustanovljeno je prisustvo
ukupno 78 komponenata etarskih ulja. Prisutne su bile tri glavne grupe jedinjenja,
monoterpenski ugljovodonici, sa 15 jedinjenja, oksigenovani monoterpenski
ugljovodonici, sa 18 jedinjenja, i seskviterpenski ugljovodonic, sa 32 jedinjenja (Tabela
3.4). Etarska ulja populacije P21 sadrzala su ukupno 40 komponenti, populacija iz
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Vrsca, P19 i Ponorista sadarzala su ukupno 41 komponentu, a kod populacija P20 i P22
49 komponenti.

Monoterpenski ugljovodonici: Kod popoulacija Th. pannonicus utvrdeno je
prisustvo 15 razli¢itih monoterpenskih ugljovodonika 1 njhova procentualna
zastupljenost u etarskim uljim se kretala od 0,49% kod populacije iz VrSca do 59,39%
kod populacije P19. U uljima populacije P23 determinisano je 9 jedinjenja iz ove grupe
i sva su bila u koncentracijama ispod 1% . Kod populacije P19 u etarskim uljima je bilo
prisutno 14 monoterpenskih jedinjenja i ona su predstavljala glavnu grupu jedinjenja sa
59,39%. Medu njima najvecu koncentraciju imao je a-pinen sa 19.90%, a slede ga (E)-
B-ocimen (14,24%) i limonene (12,45%). 14 monoterpenskih ugljovodonik sacinjavali
su 32,45% etarskih ulja kod populacije P19, a-pinen je ¢inio 13,88%, dok su miceren i
(E)-B-ocimen ¢inili 7,56% i 5,61%. Ostale komponente nisu prelazile 5%. U etarskim
uljima P22, prisutno je bilo 13 monoterpenskih ugljovodonika i ova grupa jedinjenja je
¢inila 35,33% od ukupnog sastava, s time da je limonene predstavljao 24,82% a (E)-p-
ocimen 6,56%, dok ostale komponente nisu prelazile ni 1%. Kod populacije P21 u
etarskim uljim nalazilo se 14 monoterpenskih ugljo vodonika, koji su zajedno Cinili
7,93%, pri ¢emu ni jedna komponenta nije prelazila 5%. Kod populacije P34 prisutno je
bilo 13 jedinjenja iz ove gruope, koja su zajedno Cinila 35,14% ukupnih etarskih ulja, od
kojih je samo miceren (25,85%) imao znacajnu koncentraciju.

Oksigenovani monoterpenski ugljovodonici: Kod ispitivanih populacija Th.
pannonicus utvrdeno je prisustvo 18 oksigenovanih monoterpenskih ugljovodnika i
njihova koncentracija se kretala od 2,58% kod populacije P20 do 88,14% kod
populacije P23. Kod populacije P23 nalazilo se 11 oksigenovanih monoterpenskih
ugljovodonika i ovo je bila glavna grupa jedinjenja u etarskim uljima ove populacije, pri
¢emu izuzetno visoku koncentraciju su imali neral i geranijal, sa 34,05% odnosno
51,74%. Ostala jedinjenja iz ove grupe nisu prelazila 1%. U etarskim uljima populacije
P19 prisutno je bilo 5 jedinjenja iz ove grupe i jedino 1, 8-cineol (8,21%) i kamfor
(7,58%) su imali znacajnije koncentracije. Kod populacije P20 ovoj grupi jedinjenja je
pripadalo 5 komponenti koje su zajedno cinile 2,58% etarskih ulja, pri ¢emu ni jedna
komponenta nije dostizala niti 1%. U etarskim uljima populacije P22 konstatovano je
prisustvo 9 jedinjenja iz ove gupe i jedino je 1, 8-cineol imao znacéajniju koncentraciju

od 5,65%. Kod populacije P21 ova grupa jedinjenja je bila predstavljena sa 7
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komponenti i sa zastupljenoséu od 75,61% predstavljala je glavnu grupu jedinjenja.
Linalool je bio prisutan u koncentraciji od 66,06% i jedino je jos kamfor bio prisutan u
znacajnijoj koncentraciji od 6,01%. 5 oksigenovanih monoterpenskih ugljovodonika
¢inili su 23,83% etarskih ulja kod populacije P34, pri ¢emu je jedino a-terpineol bio u
znacajnoj koncentraciji (20,01%).

Seskviterpenski ugljovodonici: U etarskim uljimaetarskim uljima ispitivanih
populacija Th. pannonicus utvrdeno je prisustvo 32 seskviterpenska ugljovodonika i
njihovo ucesce se kretalo od 1,85% kod populacije P23 do 58,17% kod populacije P20.
Ukupno 13 jedinjenja iz ove grupe nalazilo se u etarskim uljima populacije P23 i ni
jedno nije nije bilo zastupljeno u znacajnom procentu. U etarskim uljima populacije P19
ova grupa jedinjenja je bila predstavljena sa 17 komponenti koje su zajedno Cinile
13,01% ukupnih ulja, pri ¢emu ni jedna pojedina¢na komponenta nije dostizala 5%.
Kod populacije P20 seskviterpenski ugljovodonici predstavljali su glavnu grupu
jedinjenja i po broju komponenti, 22, i po zastupljenosti, 58,17%, s time da je
germakren-D bio glavna komponenta etarskih ulja sa 36,91%. U etarskim uljima
populacije P22 nalazilo se ukupno 19 seskviterpenskih ugljovodonika koj su zajedno
¢inili 53,35% 1 predstavljali glavnu grupu jedinjenja. Najzastupljeniji je bio (E)-
kariofilen sa 40,30% i jedino je jo$ a-humulen imao znacajniju zastupljenost sa 6,15%.
Kod populacije P21, nalazilo se ukupno 14 jedinjenja iz ove grupe i Cinila su 14,09%
pri ¢emu je jedino B-biosabolen imao koncentraciju od 7,76%. Kod populacije P34
determinisano je 19 jedinjenja iz ove grupe koja ¢ine 35,63% etarskih ulja, pri ¢emu dva
jedinjenja imaju priblizno jednake koncentracije, (E)-kariofilen (11,75%) i (E)-y-
bisabolen (11,93%), dok je germakren-D zastupljen sa 6,29%.

Ostala jedinjenja: U etarskim uljima kod Sest ispitivanih populacija Th.
pannonicus utvrdeno je bilo i prisustvo 13 komponenti koje ne pripadaju ni jednoj od
prethodnih grupa jedinjenja i njihova ukupna zastupljenost se kretala od 0,36% kod
populacije P34 do 2,37% kod populacije P23. Ni jedna pojedina¢na komponenta nije

imala znacajniji procenat.
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3.1.1.5 Sastav etarskih ulja Thymus balcanus

U ispitivanje je bilo ukljuéeno Cetiri populacije Th. balcanus u ¢ijim je etarskim
uljima bilo determinisano ukupno 60 komponenti (Tabela 3.5). Poulacija P25 je imala
46 determinisanih komponenti, populacija P26 49 komponenti, populacija P24 48, a
populacija P27 33 komponente.

Monoterpenski ugljovodonici: Sadrzaj ove grupe jedinjenja se kretao od
7,93%, kod populacije Babinog zuba (12 komponenti), do 30,27%, kod populacije P27
(12 komponenti). Kod populacije P24 13 monoterpenskih ugljovodonika u etarskim
uljima Cinilo je 27, 37%, a u etrarskim uljima popuulacije P26 14 komponenti je Cinilo
11,84%. Pojedinacno je samo mircen bio znacajno zastupljen i to 18,08% u etarskim
uljima populacije P24, 14,24% u etarskim uljima populacije P27, 7,51% u etarskim
uljima populacije P26 i 4,26% u etarskim uljima populacije P25.

Oksigenovani monoterpenski ugljovodonici: Kod ispitivanih populacija Th.
balcanus sadrzaj ove grupe jedinjenja se kretao od 43,46%, kod populacije P24 gde je
determinisano 12 ovih komponenti, do 60,22%, kod populacije P27 gde je
determinisano 8 jedinjenja iz ove grupe. U etarskim uljima populacije P25 utvrdeno je
prisustvo 10 oksigenovanih monoterpenskih ugljo vodonika koji su ukupno ¢Cinili
54,50%, a kod populacije P26 12 jedinjenja iz ove grupe Cinilo je 53,30% etarskih ulja.
Kod populacije P25 zna¢ajnu kocentraciju, od jedinjenja koja pripadaju ovoj grupi, su
imali geranial (19,06%), neral (12,70%) i neril acetat (12,44%). U preostale tri
populacije jedinjenja koja su bila sa zna¢ajnom koncentracijom su linalol 1 linalil acetat.
Kod populacije P26 linalil acetat je imao koncentraciju od 33,89% i bio je
najzastupljenija komponenta etarsih ulja, dok je linalol imao koncentraciju od 17,05%.
Kod populacije P24 linalil acetat je sa 22,94% takode bio najzastupljenija komponenta
etarskih ulja, dok je linalol imao koncentraciju od 11,74%. Kod populacije P27 linalol
je, sa 34,42%, bio najzastupljenija komponenta, a linalil acetat je imao koncentraciju od
14,56%.

Seskviterpenski ugljovodonici: Sadrzaj seskviterpenskih ugljovodonika u
etarskim uljim ispitivanih populacija Th. balcanus se kretao od 3,57%, kod populacije
P27 (9 jedinjenja), do 27,04%, kod populacije P26 (17 jedinjenja). Kod populacije P24

17 jedinjenja iz ove grupe Cinilo je 21,01% etarskih ulja, dok je 18 jedinjenja iz ove
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grup Cinilo 20,67% etarskih ulja populacije P25. Od pojedina¢nih komponenti, jedino je
biciklogermakren imao koncentraciju od 11,88% u etarskim uljima populacije P26.
Ostala jedinjenja: Sadrzaj ostalih jedinjenja u etarskim uljuima ispitivanih
populacija je bio veoma nizak. Najveci je bio kod populacije P25, 11,73%, dok je kod
populacije P24 bio 2,73%, kod populacije P26 0,88% i kod populacije P27 0,83%.

3.1.1.6 Sastav etarskih ulja Thymus moesiacus

U ispitivanja je bila uklju¢ena samo jedna populacija vrste Th. moesiacus, P31,
u ¢ijem su etarskom ulju determinisane 44 komponente tj. 98,04% (Tabela 3.5).

Monoterpenski ugljovodonici: Ova grupa jedinjenja imala je 14 komponenti i
¢inala je ukupno 13,91%. Ni jedno jedinjenje iz ove grupe nije pojedinac¢no ucestvovalo
u znacajnoj koncentraciji u sastavu etarskih ulja.

Oksigenovani monoterpenski ugljovodonici: U etarskim uljima ispitivane
populacije Th. moesiacus determinisano je 11 jedinjenja iz ove grupe i ona su Cinila
81,97%. Glavna komponenta etarskih ulja ove populacije je bio a-terpinil acetat sa
66,59%.

Seskviterpenski ugljovodonici: Ukupno 12 jedinjenja iz ove grupe Cinilo je
svega 1,74% etarskih ulja ispitivane populacije.

Ostala jedinjenja: Ukupno 7 jedinjenja nije pripadalo ni jednoj od galvnih

grupa i ona su zajedno cinila 0,43% etarskih ulja ove populacije.

3.1.1.7 Sastav etarskih ulja Thymus praecox

U ova ispitivanja je bila ukljuena samo jedna populacija vrste Th. praecox,
P32. Kod ove populacije determinisano je ukupno 47 komponenti koje su €inile 88,98%
etarskih ulja (Tabela 3.5).

Monoterpenski ugljovodonici: Ova grupa jedinjenja imala je 13 komponenti i
¢inala je ukupno 12,33%. Ni jedno jedinjenje iz ove grupe nije pojedinacno ucestvovalo

u znacajnoj koncentraciji u sastavu etarskih ulja.

58



Oksigenovani monoterpenski ugljovodonici: Ukupno 7 jedinjenja iz ove
grupe Cinilo je 8,67% etarskih ulja. Ni jedno jedinjenje pojedinac¢no nije imalo znacajiju
zastupljenost.

Seskviterpenski ugljovodonici: Ova grupa jedinjenja je bila najzastupljenija u
etarskim uljima ispitivane populacije vrste Th. praecox. Determinisano je bilo ukupno
19 seskviterpenskih ugljovodonika koji su Cinili 62,96% etarskih ulja. Najznacajnije
komponente su bile (E)-kariofilen sa 20,48%, y-kadinen sa 17,84% i germakren-D sa
7,72%.

Ostala jedinjenja: Kod ispitivane populacije Th. praecox utrvdeno je prisustvo
8 jedinjenja koja ne pripadaju ni jednoj od navedenih grupa i ¢ine ukupno 5,02%
etarskih ulja i ni jedna pojedinacna komponenta nije zastupljena u znacajnoj

koncentraciji.
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Tabela 3.1 Sastav etarskog ulja Th. pulegioides.

KI Tip PO1 P02 P03 P04 P05 P06 P09

Jedinjenje Literature | jedinjenja

Tricyclene 927 MH - 0.02 0.02 - - - -
a-Thujene 930 MH 0.01 0.83 0.01 0.73 0.75 - 1.15
a-Pinene 939 MH 0.02 0.73 0.08 0.40 0.40 0.01 0.60
Camphene 954 MH 0.03 0.76 0.15 0.04 0.05 0.01 0.25
Sabinene 975 MH - 0.02 - 0.02 0.02 - -
B-Pinene 979 MH - 0.11 0.01 0.09 0.09 - 0.14
Myrcene 991 MH 0.45 1.14 0.50 0.09 0.49 0.42 0.01
a-Phellandrene 1003 MH 0.03 0.19 - 0.04 0.09 0.04 -
a-Terpinene 1017 MH 0.02 1.45 0.02 0.51 0.73 0.02 0.10
Limonene 1029 MH 0.08 0.17 0.09 - - 0.06 0.12
B-Phellandrene 1030 MH _ 0.08 . _ - - -
Sylvestrene 1031 MH - - - - 0.14 - -
(2)--Ocimene 1037 MH 0.11 0.04 0.12 0.01 0.03 0.10 -
(E)-B-Ocimene 1050 MH 0.17 0.03 0.17 - 0.01 0.16 -
y-Terpinene 1060 MH 0.02 | 21.39 0.01 1,51 3.71 0.03 0.27
Terpinolene 1089 MH 0.02 0.04 0.03 0.02 0.04 0.02 -
cis-Dehydroxy-linalool 1008

oxide OMHD - - - - - - -
(2)-Sabinene hydrate 1067 OMHD . . . R . - 0.11
trans-Furanoid-linalool 1073

oxide OMHD - - - - - - -
Linalool 1097 OMHD 0.12 0.05 - - - 0.11 0.21
a-Pinene oxide 1099 OMHD - 0.01 0.10 0.03 0.11 0.07 0.05
Camphor 1146 OMHD _ - 0.01 _ - R -
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KI Tip PO1 P02 P03 P04 P05 P06 P09

Jedinjenje Literature | jedinjenja

B-Pinene oxide 1159 OMHD 0.02 ; - - - - -
Borneol 1169 OMHD 0.06 157 0.37 0.03 0.04 0.01 0.61
3-Thujanol 1169 OMHD - - 0.01 0.09 0.04 - -
trans-Dihydro carvone 1209 OMHD _ . i _ 0.01 - -
Nerol 1230 OMHD - - - - - - -
Neral 1238 OMHD _ _ _ _ _ - -
Thymogquinone 1252 OMHD - - - 0.11 3.09 - 5.49
Geraniol 1253 OMHD 87.12 - | 87.92 - - | 86.97 -
Geranial 1267 OMHD . _ . R - - -
Bornyl acetate 1289 OMHD . 0.02 0.02 R - - 0.08
Methyl geranate 1325 OMHD - - 0.18 - - - -
Geranyl acetate 1381 OMHD _ . - ; - 0.31 -
Caryophyllene oxide 1583 R 0.02 0.02 - 0.44 0.08 - -
p-Cymene 1025 R - 4.89 -| 4259 | 1736 001 | 4859
m-Cymenene 1085 R R - - R - - 0.04
p-Cymenene 1091 R R R - R 0.03 - -
3-Octanone 984 R 0.05 0.12 0.06 0.01 0.10 0.10 6.14
Thymol 1290 R 005| 5295 - 005| 62.82 007 | 2212
Carvacrol 1299 R - 0.14 -| 3995 0.61 - 0.04
Thymohydroquinone 1555 R . . - 272 0.46 - -
Thymol methyl ether 1235 R . 275 - 0.91 0.91 - 4.05
Carvacrol methyl ether 1245 R _ 1.14 . R 0.93 0.03 2.68
3-Octanol 991 R 0.35 0.04 0.11 - 0.03 1.10 0.63
Oct-1-en-3-ol 979 R 0.39 1.19 0.26 0.20 1.14 0.05 0.95
Bergamol 1057 R R . - R - - -
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KI Tip PO1 P02 P03 P04 P05 P06 P09

Jedinjenje Literature | jedinjenja

a-Cubebene 1351 SH 0.01 _ . . i 0.03 -
a-Copaene 1377 SH 0.02 0.01 - - - 0.01 -
B-Bourbonene 1388 SH - _ 0.03 - - - 0.09
o-Bourbonene 1390 SH 0.14 0.02 - 0.02 0.01 0.15 -
B-Elemene 1391 SH 0.01 - - - - - -
(E)-Caryophyllene 1419 SH 2.71 0.86 1.87 6.00 0.66 0.19 0.19
p-Copaene 1432 SH 0.03 0.01 - 0.01 - 0.02 -
trans-a Bergamotene 1435 SH 0.02 0.02 0.03 - 0.01 0.03 -
Aromadendrene 1441 SH . _ . R - 0.02 -
trans-p-Farnesene 1443 SH . - - - 0.16 0.01 -
trans-Muurola-3,5 diene | 1454 SH 0.01 N 0.01 - - - -
o-Humulene 1455 SH 0.27 0.04 - 0.14 0.04 - -
Alloaromadendrene 1460 SH 0.01 } 0.08 - - 0.05 -
v -Muurolene 1480 SH 0.04 0.06 - - - - -
a-Amorphene 1485 SH . 0.01 - 0.01 - - -
Germacrene-D 1485 SH 1.69 0.02 0.08 0.02 - 0.55 -
y-Amorphene 1496 SH _ R - R - 0.02 -
Bicyclogermacrene 1500 SH 0.01 R 0.10 R 0.01 0.46 -
o-Muurolene 1500 SH 0.02 0.01 - - 0.01 - -
p-Bisabolene 1506 SH 3.40 6.47 4.24 0.08 3.70 7.28 3.41
8-Amorphene 1512 SH . _ . R - 0.02 -
y-Cadinene 1514 SH 0.02 - - - - - -
B-Sesquiphellandrene 1523 SH 0.05 . 0.06 _ 0.04 0.07 -
trans-Cadina-1,4 diene | 1535 SH 0.01 . - - - - -
a-Cadinene 1539 SH 0.02 i - - - - -
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Kl Tip PO1 P02 P03 P04 P05 P06 P09
Jedinjenje Literature | jedinjenja
B-Atlantol 1608 SH _ _ _ _ 0.01 0.02 _
Procenat determinacije 97.62 99.43 96.75 96.84 98.97 98.63 98.13

KI — Kovacev indeks; MH — monoterpenski ugljovodonici; OMHD - oksigenovani monoterpenski ugljovodonici; R — ostala jedinjenja; SH — seskviterpenski

ugljovodonici;

Tabela 3.2. Sastav etarskog ulja Th. glabrescens.

Tio P10 P11 P12 P13 P14 P15 P33
KI jedinje

Jedinjenje Literature nja
Tricyclene 927 MH 0.02 0.04 0.06 - - - -
a-Thujene 930 MH 0.98 0.73 1.28 0.56 1.35 0.98 0.76
a-Pinene 939 MH 0.64 0.78 1.46 0.34 1.00 0.39 0.39
Camphene 954 MH 0.49 0.82 2.13 0.08 1.01 0.07 0.09
Sabinene 975 MH 0.03 0.06 0.13 0.02 0.05 0.04 0.07
p-Pinene 979 MH 0.18 0.17 0.30 0.08 0.18 0.14 0.14
Myrcene 991 MH 1.26 0.58 0.80 1.00 0.45 121 0.05
a-Phellandrene 1003 MH 0.16 0.16 0.25 0.11 0.10 0.26 0.16
a-Terpinene 1017 MH 1.27 0.38 0.83 0.87 1.00 2.23 0.18
Limonene 1029 MH 0.13 0.21 0.28 0.11 0.13 0.23 0.17
B-Phellandrene 1030 MH 0.08 0.23 . 0.10 - 0.16 R
Sylvestrene 1031 MH - 0.66 - - - - -
(2)-p-Ocimene 1037 MH . 0.04 . 0.03 - R R
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Tip P10 P11 P12 P13 P14 P15 P33
Kl jedinje

Jedinjenje Literature nja
Ocimene 1043 MH - 0.02 - - - - -
(E)-p-Ocimene 1050 MH 0.03 - 002 - -] 004 -
v-Terpinene 1060 MH 11.91 200 | 1961 | 1067 | 1325| 31.26 0.92
Terpinolene 1089 MH 0.04 0.08 006 006| 003| 006| 013
1,8-Cineole 1031 OMH

D 1.13 - 1.05 0.15 0.26 1.27 0.40
(2)-Sabinene hydrate 1067 OMH

D - - - 0.30 - - -
Dehydro-linalool 1091 OMH

D 0.34 - - - - - -
Linalool 1097 OMH

D - - 0.27 0.03 0.26 - -
a-Pinene oxide 1099 OMH

D 0.03 - 0.07 0.04 0.08 0.08 0.18
Camphor 1146 OMH

D 0.01 - 0.01 - - - -
B-Pinene oxide 1159 OMH

D 0.02 0.12 - - - - -
Borneol 1169 OMH

D 0.66 151 3.36 0.12 2.33 - 0.12
3-Thujanol 1169 OMH

D - 0.20 - - - - -
a-Terpineol 1189 OMH

D 0.04 - 0.08 - 0.04 0.07 -
Thymogquinone 1252 OMH

D 1.09 4.84 2.20 0.75 191 0.12 1.84
Bornyl acetate 1289 OMH

D - - 0.02 - 0.05 - -
Elemol 1550 R . R - - - -
Spathulenol 1578 R 0.14 - 0.28 ; ; ; -
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- P10 P11 P12 P13 P14 P15 P33
ip
KI jedinje

Jedinjenje Literature nja

Caryophyllene oxide 1583 R 0.05 0.03 006 | 005| 0.08 -1 014
p-Cymene 1025 R 976 | 11.40| 18.43 538 | 4256 3.98 | 7576
m-Cymenene 1085 R 0.03 , - - - - -
p-Cymenene 1091 R . . R - - - 0.12
3-Octanone 984 R 0.36 0.09 0.46 0.19 0.14 2.09 0.37
Thymol 1290 R 56.29 | 61.94| 19.02| 6451 | 1656 | 44.53 1.03
Carvacrol 1299 R 0.04 0.02 -] 004| o001 - -
Thymohydroquinone 1555 R 0.05 0.09 0.06 - 0.43 - -
Thymol methyl ether 1235 R 1.21 206 | 1311 1.23 4.93 0.63 3.89
Carvacrol methyl ether | 1245 R 2.49 2.46 1.65 1.82 152 1.04 1.10
3-Octanol 991 R 0.07 0.03 - 0.03 0.03 0.87 0.17
Oct-1-en-3-ol 979 R 1.75 0.10 062| 071] 031] 030 1.22
a-Cubebene 1351 SH . . 0.02 - 0.01 - -
a-Copaene 1377 SH 0.03 - 0.03 - - - -
a-Bourbonene 1390 SH 0.05 0.21 017 | 013] 0.08 -1 015
B-Elemene 1391 SH 0.02 - R 0.01 - - -
7-epi-Sesquithujene 1391 SH . . . 0.06 - - -
a-Funebrene 1403 SH - - 0.03 - - - -
(E)-Caryophyllene 1419 SH 0.91 0.58 060 | 207 107| 049 0.69
p-Copaene 1432 SH 0.03 0.06 0.07 0.05 0.04 - 0.05
trans-o Bergamotene 1435 SH 0.03 0.03 0.03 0.03 0.02 0.03 0.05
Aromadendrene 1441 SH 0.19 0.07 0.03 - -] 009| 004
trans-B-Farnesene 1443 SH - - - - - - -
trans-Muurola-3,5 diene | 1454 SH . 0.03 0.02 0.01 - - -
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Tip P10 P11 P12 P13 P14 P15 P33
KI jedinje

Jedinjenje Literature nja

a-Humulene 1455 SH . . _ 0.09 0.04 - -
Alloaromadendrene 1460 SH 0.06 ; 0.08 0.02 - - 0.08
Dehydro-aromadendrene | 1463 SH . 0.08 ; , - 0.07 -
¥ -Muurolene 1480 SH 0.16 0.09 010| 032| 011] 020| 0.5
a-Amorphene 1485 SH . - _ 0.04 - - -
Germacrene-D 1485 SH 0.03 - 0.69 0.01 0.14 0.24 0.07
y-Amorphene 1496 SH - - 008| 008| 003 - -
Viridiflorene 1497 SH 0.29 - i, - - - -
Bicyclogermacrene 1500 SH . 0.01 0.18 - - - -
a-Muurolene 1500 SH 0.04 } - 0.02 0.03 - -
(E,E)-a-Farnesene 1506 SH . . - 6.66 - - -
p-Bisabolene 1506 SH 3.27 3.89 7.60 -| 508| 494 6.06
d-Amorphene 1512 SH . . - 0.37 - - -
y-Cadinene 1514 SH 0.04 - R - 0.03 - -
B-Sesquiphellandrene 1523 SH . . 0.05 0.07 - - 0.04
d-Cadinene 1523 SH 0.04 - - - 0.15 - -
trans-Cadina-1,4 diene 1535 SH 0.02 . 0.01 0.04 - - -
a-Cadinene 1539 SH 0.01 - 0.02 0.03 - - -
B-Atlantol 1608 SH 0.02 0.01 0.02 - ; - -
Procenat determinacije 98.06 96.90 97.78 99.47 96.89 98.12 96.65

KI — Kovacev indeks; MH — monoterpenski ugljovodonici; OMHD - oksigenovani monoterpenski ugljovodonici; R — ostala jedinjenja; SH — seskviterpenski
ugljovodonici;
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Tabela 3.3 Sastav etarskog ulja Th. marschallianus.

Kl Tip P16 P17 P18
Jedinjenje Literature | jedinjenja

Tricyclene 927 MH 0.07 - -
a-Thujene 930 MH 0.12 0.14 0.02
a-Pinene 939 MH 0.90 0.71 11.29
Camphene 954 MH 1.81 0.13 0.29
Sabinene 975 MH 0.13 0.24 0.11
B-Pinene 979 MH 0.25 0.26 0.23
Myrcene 991 MH 4.75 0.25 0.51
a-Phellandrene 1003 MH 0.15 0.13 0.13
a-Terpinene 1017 MH 0.06 0.09 -
Limonene 1029 MH 0.81 - -
B-Phellandrene 1030 MH - - -
Sylvestrene 1031 MH - 3.75 0.95
(2)-p-Ocimene 1037 MH 0.91 0.31 0.06
Ocimene 1043 MH - - -
(E)-B-Ocimene 1050 MH 9.75 1.48 0.75
y-Terpinene 1060 MH 0.24 - 0.05
Terpinolene 1089 MH 0.09 - -
1,8-Cineole 1031 OMHD 0.37 258 1.19
(2)-Sabinene hydrate | 1067 OMHD 0.34 0.39 0.11
Linalool 1097 OMHD 1.50 4.21 0.20
a-Pinene oxide 1099 OMHD 0.12 0.51 0.11
Camphor 1146 OMHD 1.15 - 0.36
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Kl Tip P16 P17 P18

Jedinjenje Literature | jedinjenja

Citronellal 1153 OMHD - 0.05 -
d-Terpineol 1166 OMHD - - 0.05
o-Terpineol 1189 OMHD 0.10 020 | 0.6
cis-Dihydro carvone | 1203 OMHD - 0.15 -
trans-Dihydro 1209

carvone OMHD - 0.06 -
Thymoquinone 1252 OMHD - 0.29 -
Elemol 1550 R - 0.29 -
Spathulenol 1578 R 354 - -
Caryophyllene oxide | 1583 R 0.17 5.45 0.10
p-Cymene 1025 R 0.22 0.17 0.06
3-Octanone 984 R 0.39 0.44 0.25
Thymol 1290 R 0.24 0.88 0.20
Carvacrol 1299 R - 0.06 -
Thymol methyl ether | 1235 R - 0.16 -
3-Octanol 991 R 0.19 0.25 0.03
Oct-1-en-3-ol 979 R 0.58 0.82 117
a-Cubebene 1351 SH 0.26 0.42 0.11
a-Ylangene 1375 SH 0.11 0.14 0.08
a-Copaene 1377 SH 0.35 1.10 0.33
B-Bourbonene 1388 SH 259 917 231
a-Bourbonene 1390 SH - 0.76 1.02
B-Elemene 1391 SH 1.13 0.42 -
(E)-Caryophyllene 1419 SH 4.03 14.57 253
B-Copaene 1432 SH 0.80 1.46 -
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Kl Tip P16 P17 P18

Jedinjenje Literature | jedinjenja

trans-o Bergamotene | 1435 SH - 0.14 0.52
Aromadendrene 1441 SH 1.13 0.88 0.04
trans-Muurola-3,5 1454

diene SH - 0.40 0.51
a-Humulene 1455 SH - 1.11 0.14
Alloaromadendrene 1460 SH 0.84 1.68 -
cis-Muurola-4(14),5- | 1467

diene SH - 0.81 0.85
v -Muurolene 1480 SH 0.81 1.17 -
Germacrene-D 1485 SH 3400 | 2040 | 66.66
y-Amorphene 1496 SH - 1.20 0.33
Viridiflorene 1497 SH 1.02 - -
Bicyclogermacrene 1500 SH 12.30 0.49 0.18
a-Muurolene 1500 SH - 1.04 0.16
(E,E)-a-Farnesene 1506 SH 1.99 1.50 235
v-Cadinene 1514 SH 0.93 2.78 0.55
B- 1523

Sesquiphellandrene SH - - -
5-Cadinene 1523 SH 1.33 4.60 0.98
trans-Calamenene 1529 SH - 0.42 -
trans-Cadina-1,4 1535

diene SH 0.18 0.86 0.08
a-Cadinene 1539 SH 0.26 ; 0.25
Procenat determinacije 92.98 91.93 98.37

KI — Kovacev indeks; MH — monoterpenski ugljovodonici; OMHD - oksigenovani monoterpenski ugljovodonici; R — ostala jedinjenja; SH — seskviterpenski

ugljovodonici;
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Tabela 3.4. Sastav etarskog ulja Th. pannonicus.

Tip KI P19 P20 P21 P22 P23 P34

Jedinjenje jedinjenja | Literature

Tricyclene MH 927 0.17 0.05 0.11 - - 0.03
a-Thujene MH 930 0.18 0.06 0.09 0.05 - 0.09
a-Pinene MH 939 19.90 | 13.88 1.68 0.81 0.05 1.75
Camphene MH 954 4.03 1.11 3.28 0.06 0.07 0.77
Sabinene MH 975 0.58 0.16 0.21 0.37 0.03 1.09
p-Pinene MH 979 1.16 0.50 0.39 0.40 0.01 0.81
Myrcene MH 991 4.81 7.56 0.38 0.62 0.15| 25.85
a-Phellandrene MH 1003 0.38 0.17 0.04 0.08 0.08 R
a-Terpinene MH 1017 0.16 0.05 0.04 0.03 - 0.03
Limonene MH 1029 12.45 1.98 026 | 24.82 0.02 0.73
(2)-B-Ocimene MH 1037 0.93 1.14 0.44 1.38 - 0.98
Ocimene MH 1043 - - 0.92 - - -
(E)-B-Ocimene MH 1050 14.24 5.61 - 6.56 - 2.89
y-Terpinene MH 1060 0.16 0.15 0.05 0.14 0.03 0.07
Terpinolene MH 1089 0.23 0.02 0.04 0.02 0.04 0.05
1,8-Cineole OmMHD | 1031 8.21 0.75 2.73 5.65 0.14 1.29
(2)-Sabinene hydrate OMHD 1067 } 0.27 - 0.26 0.22 ;
Linalool OMHD | 1097 - 077 | 66.06 0.03 0.04 0.22
a-Pinene oxide OMHD | 1099 0.42 0.16 - 0.15 0.31 2.27
Camphor OMHD | 1146 7.58 0.59 6.01 0.15 0.11 -
Citronellal OMHD 1153 . . - - 0.05 -
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Tip Kl P19 P20 P21 P22 P23 P34

Jedinjenje jedinjenja | Literature

B-Pinene oxide OMHD 1159 . - - - 0.95 -
Borneol OMHD | 1169 - .| 020 - -] 003
3—Thujan0| OMHD 1169 0.94 - - - - -
o-Terpineol OMHD | 1189 0.13 -| 025 -| 006| 2001
cis-Dihydro carvone | opHD | 1203 . . . 0.12 - -
trans-Dihydro 1209

carvone OMHD - - - 0.18 - -
Neral OMHD 1238 _ - - - 34.05 -
Thymoquinone OMHD | 1252 - 0.05 - - - -
Geraniol OMHD | 1253 - ) - 0.62 - -
Geranial OMHD 1267 _ - 0.02 - 51.74 -
Bornyl acetate OMHD | 1289 - } 0.32 - - -
Neryl acetate OMHD | 1362 - ) - 0.07 0.46 -
Spathulenol OMHD | 1578 - } } - 0.14 -
Caryophyllene oxide | opHD | 1583 - 0.19 0.03 1.00 - -
p-Cymene R 1025 -1 014 -| 007|009 -
p-Cymenene R 1091 . . - - 0.06 -
3-Octanone R 984 015 029 016] 012 -| o007
Thymol R 1290 021| 024| 008| 012| 005 -
Carvacrol R 1299 . . . - 0.03 0.08
Thymol methyl ether | p 1235 0.19 0.03 - 0.10 - -
Carvacrol methyl 1245

ether - - 0.05 0.03 - -
3-Octanol 991 017| 035 -| 008 -| 003
Oct-1-en-3-ol 979 081| 111| 025| 083| 143| 017
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Tip KI P19 P20 P21 P22 P23 P34
Jedinjenje jedinjenja | Literature
Bergamol R 1057 ; ) - - 0.02 -
6-methyl-5-hepten-2- 986
one R - - - - 0.55 -
o-Cubebene SH 1351 013 | 013 .| 004 -1 003
a-Ylangene SH 1375 - 0.06 - - - -
a-Copaene SH 1317 0.22 0.39 - 0.11 - 0.07
-Bourbonene SH 1388 . - - - 0.22 -
o-Bourbonene SH 1390 051 | 246 -| 068 -| 028
p-Elemene SH 1391 0.12 0.72 - 0.23 0.02 0.16
(E)-Caryophyllene | gy 1419 133 | 416 1.92 | 40.30 008 | 1175
B-Cedrene SH 1421 . - 0.05 - - -
p-Copaene SH 1432 0.21 0.59 - 0.11 0.03 0.07
trans-o Bergamotene | gy 1435 - - 0.05 - - 0.05
Aromadendrene SH 1441 - 0.10 - - - -
trans-p-Farnesene SH 1443 . - - - 0.21 -
trans-Muurola-3,5 1454
diene SH 0.09 0.41 0.32 0.07 0.02 0.04
a-Humulene SH 1455 . - 0.49 6.15 - 332
(E)-p-Farnesene SH 1457 273 6.96 - - - -
Alloaromadendrene SH 1460 - ) 0.05 - 0.03 0.02
cis-Muurola-4(14),5- 1467
diene SH - 0.89 0.48 0.08 - -
v -Muurolene SH 1480 0.45 0.54 0.02 0.10 0.03 -
Germacrene-D SH 1485 460 | 3691 0.23 3.94 0.54 6.29
y-Amorphene SH 1496 028| 027 -| 020 - 0.15
Bicyclogermacrene | gy 1500 018| 021 025| 005 -1 039
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Tip Kl P19 P20 P21 P22 P23 P34

Jedinjenje jedinjenja | Literature

o-Muurolene SH 1500 0.19 0.24 - 0.08 0.08 0.06
(E,E)-a-Farnesene SH 1506 0.47 0.18 - 0.50 0.23 0.48
p-Bisabolene SH 1506 057| 027| 776 | 033] 020
d-Amorphene SH 1512 B} ) - - 0.04 -
v-Cadinene SH 1514 | 075 224| o021 -| 023
B- 1523

Sesquiphellandrene SH - - 0.14 - - 0.12
5-Cadinene SH 1523 _ 1.48 _ 0.39 _ _
trans-Calamenene SH 1529 0.51 - - - - -
(E)-gamma- 1531

Bisabolene SH - - - - - 11.93
trans-Cadina-1,4 1535

diene SH - 0.10 - 0.04 - -
a-Cadinene SH 1539 0.42 0.35 0.07 0.07 - -
Procenat determinacije 91.22 95.55 98.20 98.24 92.85 94.96

K1 — Kovacev indeks; MH — monoterpenski ugljovodonici; OMHD — oksigenovani monoterpenski ugljovodonici; R — ostala jedinjenja; SH — seskviterpenski
ugljovodonici;
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Tabela 3.5 Sastav etarskog ulja populacija vrsta iz podsekcije Pseudomarginati.

KI Ti

Jedinjenje Literature jec?injenja P24 P25 P26 P27 P31 P32
Tricyclene 927 MH _ - 0.06 _ 0.06 R
a-Thujene 930 MH 0.09 0.07 0.07 - 0.15 0.36
a-Pinene 939 MH 0.77 0.95 1.41 0.14 1.27 1.62
Camphene 954 MH 0.98 0.95 1.22 0.07 2.59 1.28
Sabinene 975 MH 0.23 0.16 0.06 0.05 1.58 0.41
B-Pinene 979 MH 0.31 0.26 0.23 0.06 0.22 0.48
Myrcene 991 MH 18.08 4.26 751 | 14.24 4.06 3.02
a-Phellandrene 1003 MH 0.25 0.09 0.07 0.24 0.05 0.17
a-Terpinene 1017 MH 0.18 - 0.05 0.22 0.15 0.35
Limonene 1029 MH 0.92 0.72 0.34 3.15 2.95 0.66
(2)-p-Ocimene 1037 MH 1.79 0.05 0.31 3.79 - 0.15
(E)-B-Ocimene 1050 MH 3.14 0.32 0.40 7.43 0.01 0.89
y-Terpinene 1060 MH 0.37 0.05 0.04 0.21 0.50 2.86
Terpinolene 1089 MH 0.29 0.04 0.08 0.67 0.33 0.08
1.8-Cineole 1031 OMHD 1.47 1.62 0.07 0.43 0.05 3.43
(2)-Sabinene 1067

hydrate OMHD 0.51 0.29 0.19 0.19 1.19 1.23
Linalool 1097 OMHD 11.74 -| 1705| 3442 - 0.70
a-Pinene oxide 1099 OMHD 0.28 0.26 0.08 0.80 0.03 0.61
Camphor 1146 OMHD 1.67 0.14 1.47 - 0.01 0.06
B-Pinene oxide 1159 OMHD i 0.70 - - -
Borneol 1169 OMHD 0.19 - 0.07 0.10 0.55 154
3-Thujanol 1169 OMHD R . - - 0.15 -
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Kl Tip

Jedinjenje Literature | jedinjenja P24 P25 P26 P27 P31 P32
a-Terpineol 1189 OMHD _ - - - 5.81 -
trans-Dihydro 1209

carvone OMHD - - - - 0.02 -
Linalyl formate 1216 OMHD _ ; 0.02 - - -
Neral 1238 OMHD 007 | 1270 0.02 - - -
Carvone 1243 OMHD ; - - - 0.07 -
Thymoquinone 1252 OMHD R - - - - 1.10
Geraniol 1253 OMHD i 257 - - - -
Linalyl acetate 1257 OMHD 22.94 -| 3389 | 1456 - -
Geranial 1267 OMHD _ 19.06 _ _ - -
Isobornyl acetate 1286 OMHD 0.08 - 0.06 - - -
Bornyl acetate 1289 OMHD 0.11 - 0.06 - 750 -
alpha-Terpinyl 1349

acetate OMHD - - - - 66.59 -
Neryl acetate 1362 OMHD 138 | 1244 - 3.08 - -
Geranyl acetate 1381 OMHD 3.01 472 0.31 6.64 - -
Elemol 1550 R - 596 - - - -
Caryophyllene 1583

oxide R 0.18 0.16 0.07 - 0.07 1.19
p-Cymene 1025 R 0.15 - 0.03 - 0.27 173
p-Cymenene 1091 R _ - - - 0.03 -
3-Octanone 984 R 0.18 0.62 0.07 0.06 0.01 0.06
Thymol 1290 R 0.07 0.26 0.14 0.10 0.04 0.38
Thymol methyl 1235

ether R - 3.35 - - - 1.03
Carvacrol methyl 1245

ether R - - - - 0.26
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Kl Tip

Jedinjenje Literature | jedinjenja P24 P25 P26 P27 P31 P32
3-Octanol 991 R 0.19 - 0.09 0.32 - 0.10
Oct-1-en-3-ol 979 R 1.97 1.39 0.49 0.35 - 0.27
a-Cubebene 1351 SH 0.25 0.07 0.16 0.40 - -
a-Ylangene 1375 SH 0.12 - 0.07 - - -
a-Copaene 1377 SH 0.10 0.16 0.20 0.14 - 0.21
a-Bourbonene 1390 SH 0.16 - 0.05 0.28 0.03 0.66
p-Elemene 1391 SH 0.22 0.21 0.28 - - 0.44
(E)-Caryophyllene | 1419 SH 9.85 6.66 4.93 - 1.05 | 20.48
p-Copaene 1432 SH - 0.06 - - 0.01 0.16
trans-o 1435

Bergamotene SH - - - - 0.03 -
Aromadendrene 1441 SH 0.06 0.18 0.09 0.87 0.01 0.09
trans-Muurola-3.5 1454

diene SH 0.06 0.24 0.11 - - 1.35
a-Humulene 1455 SH - 0.44 - - 0.04 7.92
(E)-p-Farnesene 1457 SH 6.00 N 296 0.10 - -
Alloaromadendrene | 1460 SH 053 0.82 1.70 0.27 - -
a-Amorphene 1485 SH 0.16 0.10 0.37 0.81 - 0.36
Germacrene-D 1485 SH 0.94 0.87 1.88 - 0.07 7.72
y-Amorphene 1496 SH _ 0.22 - R - 0.27
cis-Cadina-1.4- 1496

diene SH - - - 0.13 - -
Bicyclogermacrene | 1500 SH 1.13 3.38 11.88 0.56 0.19 2.34
a-Muurolene 1500 SH _ - - R - 0.27
(E.E)-a-Farnesene 1506 SH - 3.35 - - - 0.74
B-Bisabolene 1506 SH i 0.07 - - 0.31 -
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Kl Tip

Jedinjenje Literature | jedinjenja P24 P25 P26 P27 P31 P32
d-Amorphene 1512 SH 0.11 - 0.35 - - -
v-Cadinene 1514 SH 0.40 2.90 0.80 - - | 17.84
B- 1523

Sesquiphellandrene SH - - - - - -
8-Cadinene 1523 SH 0.88 0.82 1.81 R R -
trans-Calamenene 1529 SH R - - - - 1.03
trans-Cadina-1.4 1535

diene SH 0.06 - 0.11 - - 0.10
a-Cadinene 1539 SH - 0.11 - - - 0.60
B-Atlantol 1608 SH R - - R 0.01 0.39
Procenat determinacije 94.57 93.06 94.90 98.04 88.98

KI — Kovacev indeks; MH — monoterpenski ugljovodonici; OMHD — oksigenovani monoterpenski ugljovodonici; R — ostala jedinjenja; SH — seskviterpenski
ugljovodonici;
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3.1.1.8 Statisticka obrada sastava etarskih ulja

Statisti¢ka obrada sastava etarskih ulja podsekcije Alternantes

Pearsonov koeficijent korelacije za pet sastojaka etarskog ulja koji prelaze 10%,

dat je u tabeli 3.6. 1z tabele se vidi da ni u jednom slucaju ne postoji statisticki znacajna

korelacija (P < 0,5) izmedu posmatranih sastojaka.

Tabela 3.6 Korelacije izmedu pet najzastupljenijih komponenti etarskog ulja podsekcije Alternantes

p-Cimen y- pinen geraniol Timol Karvakrol
p-Cimen 1,00 ns ns ns ns
Y -pinen -0,19 1,00 ns ns ns
geraniol -0,72 -0,46 1,00 ns ns
Timol 0,05 0,65 -0,67 1,00 ns
Karvakrol 0,55 -0,13 -0,36 -0,30 1,00

ns - nema znacaj, * (0.05<p<0.01), ** (p<0.01)

Analiza glavnih komponenti (PCA) pokazala je da su dve glavne komponente
imale utvrdenu sopstvenu vrednost (eigenvalues) veéu od 1,0 i da su zajedno
objaSnjavale 84,23% ukupne varijanse (Tabela 3.7). Na grafiku 3.1 prikazan je biplot na
temelju prve i druge ose. Na grafiku se vidi da je PC1 razdvajala populacije bogate
geraniolom od ostalih i da je PC2 radvajala one koje su imale visoku koncentraciju

timola i y-terpinena od onih bogatih karvakrolom i p-cimenom.
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Grafik 3.1 Biplot dobijen Analizom glavnih komponenti na osnovu pet najzastupljenija jedinjenja
etarskog ulja analizirane kod podsekcije Alternantes. Prikaz odnosa komponenti i populacija dat je u
odvojenim biplotovima, oznake populacija odgovaraju tabeli 2.1.
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Tabela 3.7 Sopstvene vrednosti korelacione matrice i statisticki podaci za komponente etarskog ulja
podsekcije Alternantes

Sopstvena % Totalna Cumulative
vrednost varijansa %
1| 2.326429 46.52858 46.5286
2 | 1.885059 37.70117 84.2297

Na osnovu pet procentualno najzastupljenijih sastojaka etarskih ulja izracunata
je Euklidska udaljenost izmedu populacija (Tabela 3.8). Prose¢na Euklidska udaljenost
je bila 2,89, dok je raspon bio od 0,001, izmedu populacija PO1 i P06, do 4,51 izmedu
populacija P02 i P0O4. Sli¢ni rezultati su dobijeni i primenom klaster analize, grupisanje

populacija u klastere je prikazano na UPGMA dendrogramu (Slika 3.1).
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Tabela 3.8 Matrica Euklidskih distanci izmedu populacija podsekcije Alternantes na osnovu 15
najzastupljenijih sastojaka etarskog ulja.

P01 P02 P03 P04 P05 P06 P09
P01 0,00 3,83 0,02 3,83 3,10 0,00 3,07
P02 3,83 0,00 3,84 4,51 2,36 3,83 3,58
P03 0,02 3,84 0,00 3,84 3,11 0,02 3,09
P04 3,83 4,51 3,84 0,00 3,68 3,83 2,79
P05 3,10 2,36 3,11 3,68 0,00 3,10 2,14
P06 0,00 3,83 0,02 3,83 3,10 0,00 3,07
P09 3,07 3,58 3,09 2,79 2,14 3,07 0,00

Slika 3.1 Dendrogram UPGMA na osnovu Euklidskih udaljenosti izmedu populacija podsekcije
Alternantes.
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Statisti¢ka obrada sastava etarskih ulja podsekcije Isolepides

Pearsonov koeficijent korelacije za petnaest sastojaka etarskog ulja koji prelaze
10%, dat je u tabeli 3.9. Visoka korelacija postoji u osam slufajeva pri pragu
znacajnosti P<0,05, odnosno u Sest slu¢ajeva pri pragu znacajnosti P<0,01. Geranial je
bio znacajno (r=1,00; P<0,01) pozitivno korelisan sa neralom, a-terpineol je bio
znacajno (r=1,00; P<0,01) pozitivno korelisan sa E-y-bisabolenom. a-terpineol je bio
znacajno (r=0,94; P<0,01) pozitivho korelisan sa mircenom, E-y-bisabolen je bio

znacajno (r=0,94; P<0,01) pozitivno korelisan sa mircenom, (E)-kariofilen je bio
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znacajno (r=0,80; P<0,01) pozitivno korelisan sa limonenom i (E)-B-ocimen je bio
znacajno (r=0,64; P<0,01) pozitivno korelisan sa a-pinenom. y-terpinen je bio znacajno
(r=0,57; P<0,05) pozitivno korelisan sa timolom, a limonen je bio znacajno (r=0,59;
P<0,05) pozitivno korelisan sa (E)-B-ocimenom. Linalool, p-cimen, timol metil etar i
germakren-D nisu bili u znacajnoj korelaciji (P>0,5) ni sa jednim glavnim sastojkom

etarskog ulja.
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Tabela 3.9 Korelacije izmedu pet najzastupljenijih komponenti etarskog ulja podsekcije Isolepides

a-Pinene Myrcene p-Cymene | Limonene | (E)-B-Ocimene | y-Terpinene Linalool
a-Pinene 1.00 ns ns ns ekl ns ns
Myrcene 0.15 1.00 ns ns ns ns ns
p-Cymene -0.25 -0.23 1.00 ns ns ns ns
Limonene 0.25 -0.03 -0.20 1.00 * ns ns
(E)-R-Ocimene 0.64 0.26 -0.32 0.59 1.00 ns ns
G-Terpinene -0.29 -0.22 0.13 -0.23 -0.38 1.00 ns
Linalool -0.09 -0.12 -0.15 -0.11 -0.16 -0.18 1.00
a-Terpineol -0.08 0.94 -0.14 -0.08 0.02 -0.16 -0.06
Thymol methyl ether -0.21 -0.21 0.48 -0.18 -0.31 0.47 -0.15
Neral -0.15 -0.12 -0.13 -0.11 -0.16 -0.16 -0.07
Geranial -0.15 -0.12 -0.13 -0.11 -0.16 -0.16 -0.07
Thymol -0.34 -0.24 0.02 -0.26 -0.42 0.57 -0.20
(E)-Caryophyllene -0.13 0.13 -0.24 0.80 0.27 -0.29 -0.08
Germacrene-D 0.47 0.06 -0.30 -0.11 0.22 -0.35 -0.13
(E)-y-Bisabolene -0.08 0.94 -0.14 -0.08 0.02 -0.16 -0.07

a-Terpineol | Thymol methyl ether | Neral Geranial | Thymol (E)-Caryophyllene | Germacrene-D | (E)-y-Bisabolene
a-Pinene ns ns ns ns ns ns ns ns
Myrcene ekl ns ns ns ns ns ns ekl
p-Cymene ns ns ns ns ns ns ns ns
Limonene ns ns ns ns ns Fx ns ns
(E)-B-Ocimene ns ns ns ns ns ns ns ns
y-Terpinene ns ns ns ns * ns ns ns
Linalool ns ns ns ns ns ns ns ns
a-Terpineol 1.00 ns ns ns ns ns ns il
Thymol methyl ether -0.14 1.00 ns ns ns ns ns ns
Neral -0.07 -0.14 1.00 Fkk ns ns ns ns
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a-Terpineol | Thymol methyl ether | Neral Geranial | Thymol (E)-Caryophyllene | Germacrene-D | (E)-y-Bisabolene
Geranial -0.07 -0.14 1.00 1.00 ns ns ns ns
Thymol -0.18 0.14 -0.18 -0.18 1.00 ns ns ns
(E)-Caryophyllene 0.16 -0.24 -0.14 -0.14 -0.30 1.00 ns ns
Germacrene-D -0.06 -0.29 -0.14 -0.14 -0.39 0.02 1.00 ns
(E)-y-Bisabolene 1.00 -0.14 -0.07 -0.07 -0.18 0.17 -0.06 1.00

Tabela 3.9 Nastavak; ns - nema znacaj, * (0.05<p<0.01), ** (p<0.01)
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PCA analiza glavnih komponenti pokazala je da Sest komponenti ima sopstvene
vrednosti (eigenvalues) vece od 1,00 i da su zajedno objasnjavale 85,97% ukupne
varijanse (Tabela 3.10). Na grafiku 3.2 prikazani su biploti na osnovu prve i druge ose,
trece 1 Cetvrte 1 pete i Seste ose. PC1 razdvaja populacije bogate timolom, y-terpinenom,
timol metil etrom i p-cimenom od ostalih populacija, dok PC2 odvaja one bogate E-y-
bisabolenom, o-terpineolom i mircenom od onih bogatih sa (E)-kariofilenom,
germakrenom-D, a-pinenom, (E)-p-ocimenom i limonennom. PC3 razdvaja populacije
sa citralom (neral i geranial), dok PC4 odvja populacije sa (E)-kariofilenom. Populacije
bogate linaloolom odvaja PC5, a PC6 razdvaja populacije sa visokim sadrzajem p-
cimena i timol metil etra od onih koje sadrze visoke koncentracije y-terpinena i timola.
PCA nije pokazala da se populacija P19 izdvaja ni po jednoj komponenti.

Tabela 3.10 Sopstvene vrednosti korelacione matrice 1 statisticki podaci za komponente etarskog ulja
podsekcije Isolepides

Sopstvena % Totalne Kumulativni
vrednost varijanse %

1| 3,771647 25,14431 25,1443
2| 2,707895 18,05263 43,1969
3| 2,270200 15,13466 58,3316
4| 1,669963 11,13309 69,4647
5| 1,271889 8,47926 77,9440
6 | 1,203106 8,02071 85,9647

Na osnovu petnaest najzastupljenijih komponenti etarskih ulja izraCunata je
Euklidska udaljenost izmedu populacija (Tabela 3.11). Prose¢na Euklidska udaljenost
medu populacijama Th. glabrescens je bila 3,11, dok je raspon bio od 0,43, izmedu
populacija P10 i P14, do 5,18 izmedu populacija P15 i P33. Prose¢na Euklidska
udaljenost medu populacijama Th. marschallianus je bila 3,90, dok je raspon bio od
2,41, izmedu populacija P16 i P17, do 3,29 izmedu populacija P16 i P18. Prose¢na
Euklidska udaljenost medu populacijama Th. pannonicus je bila 6,51, dok je raspon bio
od 3,26, izmedu populacija P19 i P20, do 9,05 izmedu populacija P23 i P34.
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Grafik 3.2. Biplot dobijen Analizom glavnih komponenti na osnovu pet najzastupljenija jedinjenja
etarskog ulja analizirane kod podsekcije Isolepides. Prikaz odnosa komponenti i populacija dat je u
odvojenim biplotovima, oznake populacija odgovaraju tabeli 2.1.
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Tabela 3.11 Matrica Euklidskih distanci izmedu populacija podsekcije Isolepides na osnovu 15 najzastupljenijih sastojaka etarskog ulja.

P10 P11 P12 P13 P33 P14 P15 P16 P17 P18 P19 P20 P21 P22 P23 P34

P10 0,00 1,13 3,94 0,43 4,14 2,51 2,17 3,95 3,16 4,72 5,67 4,29 4,83 6,17 6,25 7,45

P11 1,13 0,00 4,17 1,03 4,00 2,79 3,29 3,95 3,14 4,69 5,65 4,29 4,80 6,17 6,24 7,50

P12 3,94 4,17 0,00 4,13 4,45 2,78 4,09 5,42 4,86 5,95 6,69 5,62 6,08 7,19 7,28 8,35

P13 0,43 1,03 4,13 0,00 4,45 2,87 2,38 4,09 3,29 4,85 581 4,45 4,94 6,20 6,34 7,53

P33 4,14 4,00 4,45 4,45 0,00 2,20 5,18 4,86 4,22 5,49 6,36 5,18 5,57 6,78 6,84 8,05

P14 2,51 2,79 2,78 2,87 2,20 0,00 3,19 4,19 3,42 4,88 5,80 4,49 4,99 6,30 6,39 7,63

P15 2,17 3,29 4,09 2,38 5,18 3,19 0,00 4,80 4,21 5,47 6,31 511 5,55 6,77 6,83 7,94

P16 3,95 3,95 5,42 4,09 4,86 4,19 4,80 0,00 2,41 3,29 4,09 2,43 4,92 5,40 6,39 6,93

P17 3,16 3,14 4,86 3,29 4,22 3,42 4,21 2,41 0,00 3,23 5,06 3,00 4,12 4,74 5,94 6,96

P18 4,72 4,69 5,95 4,85 5,49 4,88 5,47 3,29 3,23 0,00 513 2,28 5,54 6,58 6,89 7,80

P19 5,67 5,65 6,69 5,81 6,36 5,80 6,31 4,09 5,06 513 0,00 3,26 6,36 5,66 7,63 7,94

P20 4,29 4,29 5,62 4,45 5,18 4,49 511 2,43 3,00 2,28 3,26 0,00 5,17 5,78 6,65 6,92

P21 4,83 4,80 6,08 4,94 5,57 4,99 5,55 4,92 4,12 5,54 6,36 5,17 0,00 6,81 6,95 8,06

P22 6,17 6,17 7,19 6,20 6,78 6,30 6,77 5,40 4,74 6,58 5,66 5,78 6,81 0,00 7,99 8,32

P23 6,25 6,24 7,28 6,34 6,84 6,39 6,83 6,39 5,94 6,89 7,63 6,65 6,95 7,99 0,00 9,05

P34 7,45 7,50 8,35 7,53 8,05 7,63 7,94 6,93 6,96 7,80 7,94 6,92 8,06 8,32 9,05 0,00
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Grupisanje populacija u klastere je prikazano na UPGMA dendrogramu (Slika

3.2). Grupisanje populacija u Klastere u saglasnosti je sa rezultatima PCA.

Linkage Distance
N
o
>
>
N

Z e

P34 P23 P22 P21 P19 P20 P18 P17 P16 P14 P33 P12 P15 P11 P13 P10

Slika 3.2 Dendrogram UPGMA na osnovu Euklidskih udaljenosti izmedu populacija podsekcije
Isolepides

Statisticka obrada sastava etarskih ulja podsekcije Pseudomarginati

Pearsonov koeficijent korelacije za deset komponenti etarskog ulja koje prelaze
10%, dat je u tabeli 3.12. Visoka korelacija postoji u Cetiri slu€aja pri pragu znacajnosti
P<0,05, odnosno u tri slu¢aja pri pragu znacajnosti P<0,01. Geranila je bio znacajno
(r=1,00; P<0,01) pozitivno korelisan sa neralom, neril acetat je bio znacajno (r=0,97;
P<0,01) pozitivno korelisan sa neralom i geranialom. (E)-kariofilen je bio znacajno
(r=0,90; P<0,05) pozitivno korelisan sa y-kadinenom. Mircen, linalool, linalil acetat, o-
terpinil acetat i biciklogermakren nisu bili u znacajnoj korelaciji (P<0,5) ni sa jednom

glavnom komponentom etarskih ulja.
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Tabela 3.12 Korelacije izmedu pet najzastupljenijih komponenti etarskog ulja podsekcije Pseudomarginati

. o~

Myrcene | Linalool | Neral ;ég;:{el Geranial ;’Ceertpaitr;yl [a\lceertilte é?r-yophyllene Bicyclogermacrene ga dinene
Myrcene 1.00 ns ns ns ns ns ns ns ns ns
Linalool 0.68 1.00 ns ns ns ns ns ns ns ns
Neral -0.33 -0.38 1.00 ns Fxk ns Fkk ns ns ns
Linalyl acetate 0.60 0.60 -0.40 1.00 ns ns ns ns ns ns
Geranial -0.34 -0.38 1.00 -0.40 1.00 ns e ns ns ns
a-Terpinyl acetate -0.35 -0.38 -0.20 -0.40 -0.20 1.00 ns ns ns ns
Neryl acetate -0.15 -0.17 0.97 -0.36 0.97 -0.28 1.00 ns ns ns
(E)-Caryophyllene -0.24 -0.48 -0.03 -0.22 -0.03 -0.40 -0.14 1.00 ns *
Bicyclogermacrene -0.19 0.10 0.02 0.65 0.02 -0.34 -0.09 0.00 1.00 ns
G-Cadinene -0.49 -0.42 -0.05 -0.44 -0.05 -0.25 -0.15 0.90 -0.06 1.00

ns - nema znacaj, * (0.05<p<0.01), ** (p<0.01)
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PCA analiza glavnih komponenti pokazala je da cetiri komponente imaju
svojstvene vrednosti (eigenvalues) vece od 1,00 i da su zajedno objasnjavale 95,72%
ukupne varijanse (Tabela 3.13). Na grafiku 3.3 prikazan je biplot na osnovu prve i druge
ose 1 trece 1 Cetvrte ose. PC1 je odvajala populacije sa linalil acetatom i linaloolom, PC2

populacije sa citralom (neral i geranial). PC3 je odvajala populacije sa a-terpinil

acetatom, PC4 populacije sa biciklogermakrenom.

Grafik 3.3. Biplot dobijen Analizom glavnih komponenti na osnovu deset najzastupljenija jedinjenja

etarskog ulja analizirane kod podsekcije Pseudomarginati. Prikaz odnosa komponenti i populacija dat je u

odvojenim biplotovima, oznake populacija odgovaraju tabeli 2.1.
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Tabela 3.13 Sopstvene vrednosti korelacione matrice i statisticki podaci za komponente etarskog ulja
podsekcije Pseudomarginati

Sopstvena % Kumulativni
vrednost | Totalne %
varijanse
1| 3.774681 | 37.74681 37.7468
2 | 2.605924 | 26.05924 63.8061
3| 1.960076 | 19.60076 83.4068
4 | 1.231002 | 12.31002 95.7168

Na osnovu deset najzastupljenijih komponenti etarskih ulja izracunata je
Euklidska udaljenost izmedu populacija (Tabela 3.14). Prosecna Euklidska udaljenost
za populacije vrste je Th. balcanus je bila 4,12, dok je raspon bio od 2,32, izmedu P24 i
P27, do 5,46, medu populacijama P25 i P26. Kod vrsta Th. moesiacus i Th. praecox
uzorkovana je samo jedna populacija, tako da se Euklidske udaljenosti ne mogu

rac¢unati.

Tabela 3.14 Matrica Euklidskih distanci izmedu populacija podsekcije Isolepides na osnovu 15
najzastupljenijih sastojaka etarskog ulja.

P24 P25 P26 P27 P31 P32
P24 0,00 5,09 3,18 2,32 3,98 4,17
P25 5,09 0,00 5,46 5,20 5,08 5,16
P26 3,18 5,46 0,00 3,48 4,56 4,74
P27 2,32 5,20 3,48 0,00 4,06 4,99
P31 3,98 5,08 4,56 4,06 0,00 4,41
P32 4,17 5,16 4,74 4,99 4,41 0,00

Grupisanje populacija u klastere je prikazano na UPGMA dendrogramu (Slika

3.3), i pokazalo je da grupisanje populacija u klastere odgovara onom u PCA.
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Slika 3.3. Dendrogram UPGMA na osnovu Euklidskih udaljenosti izmedu populacija podsekcije
Pseudomarginati

3.1.2 Povrsinski flavonoidi

Identifikovani povrsinski flavonoidi, njihova LC-MS retenciona vremena, UV
spektar 1 maseni APCI spektar su poredeni sa onima kod vrsta roda Thymus iz
Makedonije (Marin i sar., 2003) i dati u Tabeli 3.15. U tabeli 3.15 flavoni su grupisani
u Sest grupa, prema modelu substitucija u A prstenu. Ovi modeli suspstitucija ¢esto su
od znadaja za taksonomska ispitivanja (Tomas-Barberan i Gill, 1992; Grayer i sar.,
2001).

Distribucija povrSinskih flavona i flavanona u ispitivanim populacijama vrsta
roda Thymus je data u Tabeli 3.16. Ova tabela jedata u skladu sa tabelom koju je dao
Hernandez i sar. (1987), koji je prouc¢avao vrste roda Thymus sa Pirinejskog poluostrva,
I prikazuje najzastupljenije, drugo po zastupljenosti, kao i ostala prisutna jedinjenja.
Apsolutna koli¢ina najzastupljenijeg flavona je prikazana u posebnoj koloni. Tri
ispitavne populacije vrste Th. balcanus su produkovale povrsinske flavonoide samo u
tragovima, dok se kod svih ostalih uzoraka produkcija ovih jedinjenja kretala izmedu
niske 1 srednje. Unekim uzorcima je takode utvrdeno i prisustvo flavanona, koje je u
pojedinim slucajevima bilo veoma visoko. Prisustvo eriodiktiola je utvrdeno u jednoj

populaciji vrste Th. marschallianus. Osim ovog flavanona utvrdeno je i prisustvo jos tri
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metoksilovana flavanona, dihidroksi-tetrametoksiflavonon (R=15,2 min; MH"=347), 5-
hidroksi-6, 7, 4'-trimetoksi flavanon (R=17,2 min; Mh*=331) i 5- hidroksi -6, 7, 8, 4'-
tetrametoksi flavanoe (R=1742 min; MH=361). Svi ovi flavanoni su bili prisutni kod
vrsta iz podsekcije Isolepides, sa izuzetkom Th. praecox kod koga je ustanovljeno

veoma visoko prisustvo 5- hidroksi -6, 7, 8, 4'-tetrametoksi flavanoe.
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Tabela 3.15 LC-MS retenciona vremena, HPLC UV absorpcioni maksimumi i podaci APCIl-masenog spektra za povrsinske flavonoide kod
vrsta roda Thymus.

Komp. Tip supstitucije u A prstenu i naziv flavona (RLlé[nl\;lnS)) U(\;:FS“ ?::/_'z;
5,7-diOH and 5,6,7-triOH flavoni
1 5,7,3',4'-tetraOH flavone (luteolin) 13.6 255, 347 287
2 5,7,4"-triOH flavone (apigenin) 14.9 268, 340 271
5-OH-7-OMe flavoni
3 5,4’-OH-7-OMe (genkwanin) 17.4 268, 336 285
5,6-diOH-7-OMe flavoni
4 5,6,4"-triOH-7,3'-diOMe 13.7 284, 336 331

or 5,6,3"-triOH-7,4’-diOMe

5 5,6,-diOH-7,3",4"-triOMe 15.0 284, 344 345
6 5,6-diOH-7,4-diOMe (ladanein) 16.1 288, 332 315
5,6-diOH-7,8-diOMe flavoni
7 5,6,4"-triOH-7,8-diOMe (thymusin) 14.6 296, 336 331
8 5,6,4'-triOH-7,8,3'-triOMe (thymonin) 14.6 288, 348 361
9 5,6-diOH-7,8,3'4'-tetraOMe 15.9 288, 344 375
10 5,6-diOH-7,8,4"-triOMe (pebrellin) 17.0 296, 332 345
5-OH-6,7-diOMe flavoni
11 5,4'-diOH-6,7-diOMe (cirsimaritin) 15.9 275, 336 315
12 5-OH-6,7,4'-triOMe (salvigenin) 17.8 276, 332 329
5-OH-6,7,8-triOMe flavoni
13 5,4'-diOH-6,7,8-triOMe (xanthomicrol) 16.8 280, 332 345
14 5-OH-6,7,8,3",4"-pentaOMe (5-desmethylnobiletin) 17.8 282, 336 389
15 5-OH-6,7,8,4"-tetraOMe (gardenin B) 18.7 284, 332 359

93



Tabela 3.16 Distribucija povrsinskih flavona i flavanona kod analiziranih vrsta roda Thymus iz Srbije.

a Povrsinski flavoni Povrsinski
Takson ||Conc® b
flavanoni®
Apig||Genk| 5,6-diOH-7- || 5,6-diOH-7,8- 5-OH-6,7- || 5-OH-6,7,8-
Lute OMe diOMe diOMe triOMe
(1) 2] 345 fe6f7]8fojofaf 12 [13[14] 15 |
|Subsect. Alternantes
Th. pulegioides
POL | +++ ++ ++
Th. pulegioides
P02 m +++ ||+ ++ +?
Th. pulegioides m 4 |F |l 4 +7
P03
Th. pulegioides
PO4 | ++ +++ ++ [+
Th. pulegioides m ++ |t +++ |+ ++ +?
P03
Th. pulegioides
PO5 | + +++ ||+ ++
Th. pulegioides
P0G | + ++ + ++ || +++
Th. pulegioides
P09 m +++ ||+ ++ +
Subsect. Isolepides
Th. glabrescens
P10 m + +++  [[++ + |++ ||+
Th. glabrescens
P11 + +++ ||+ + |++  ||++
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Takson

Conc?

Povrsinski flavoni

Povrsinski
flavanoni®

Lute

Apig

Genk

5,6-diOH-7-
OMe

5,6-diOH-7,8-

diOMe

5-OH-6,7-
diOMe

5-OH-6,7,8-
triOMe

(4] 5 |6

|7 )8 9 J10

|11 |

12

|13 ] 14] 15

Th. glabrescens
P12

++ |+t

+

+++

Th. glabrescens
P13

+++  |++

++

+

Th. glabrescens
P14

+++  |++

+

+

Th. glabrescens
P15

+++  |++

+ |++

Th. glabrescens
P33

+++  |++

++

Th.
marschallianus
P16

++

+++

Th.
marschallianus
P17

+++

++

Th.
marschallianus
P18

+++

++

E, M

Th. pannonicus
P19

+++

++

Th. pannonicus
P20

+++

++

Th. pannonicus
P21

Th. pannonicus
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Takson |lConc? Povrsinski flavoni ﬁ;ﬁ,ﬁg;ﬁ
Apig||Genk|| 5,6-diOH-7- 5,6-diOH-7,8- 5-OH-6,7- 5-OH-6,7,8-

Lute OMe diOMe diOMe triOMe
(12345 [ef7]8fofrfu] 12 [13[14] 15 |

P22 | [ | L Ll |

| . e

Th. pannonicus

P23 m N ++ [[++ +++ +

'Fl;g;lpannonicus | + .

Subsect. Pseudomarginati

obateensP2alr | [ [ [ L e ] e

MobateanusPslr | [ [ [ L e ] e

hbeteanusell |+ L L e ] ] L

(hveteanssPrler )| L L L e L

'Fl;g.lmoesmcus | ++ + + +

Tphézpraecox | 4 + M

+++ Flavoni sa najve¢om UV absorpcijom na 335 nm u HPLC o¢itavanju ekstrakta; ++ Flavoni sa drugom po veli¢ini UV absorpcijom na 335 nm u HPLC ocitavanju
ekstrakta; +minorni flavon u ekstraktu; Videti tabelu 3.10 za imena povrsinskih flavona 1-15. ®Conc, koncentracija flavonoida; h, visoka (UV absorpcija najviseg
HPLC pika u ekstraktu je >1.0 Absorpcione Jedinice AU); m, srednja (UV absorpcija najviseg pika u ekstraktu je 0.1-1.0 AU); 1, niska (UV absorpcija najviseg pika u
ekstraktu je 0.01-0.1 AU); tr, u tragovima (UV absorpcija najviseg pika u ekstraktu je <0.01 AU). °Flavanoni: E, eriodictyol; M, metoksilovani flavanoni (nekoliko
razli¢itih jedinjenja, MH'm/z 331, 347 i 361).
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3.2 AFLP markeri

Osam kombinacija prajmera dalo je ukupno 2591 polimorfni marker u setu od

83 ispitaivana uzorka Thymus-a. Najveci i najmanji udeo polimorfnih traka

kao 1

Senonov informacioni indeks je utvrden kod Th. pulegioides, odnosno Th. praecox

(Tabela 3.17). Particija Senonovog indeksa je pokazala da je totalni diverzitet (Hy) bio

0,488, dok je prosecni diverzitet unutar vrsta (Hsp) bio 0,355. Proporcija diverziteta

unutar vrsta (72.61%) je bila znatno viSa nego proporcija diverziteta medu vrstama

(27.39%).

Table 3.17 Molekularni diverzitet dobijen od 2591 AFLP markera kod kod sedam vrsta roda Thymus

Vrsta (Podsekcija*) n %P Npr H; (stdev)

Th. pulegioides (A) 25 73.41 80 0.406 (0.332)
Th. glabrescens (1) 16 64.61 32 0.392 (0.346)
Th. marschallianus (1) 8 51.18 2 0.366 (0.380)
Th. pannonicus (1) 11 58.78 10 0.392 (0.366)
Th. balcanus (P) 14 64.76 26 0.403 (0.350)
Th. moesiacus (P) 40.06 0.314 (0.395)
Th. praecox (P) 22.69 0.208 (0.385)
Average 11.86 53.64 23.43 0.355 (0.072)
Total 83 100 164 0.488 (0.248)

n — veli¢ina uzorka; %P — proporcija polimorfnih traka; N, — broj osobenih traka; H; (stdev) - Shannonov
informacioni indeks i njegova standardna devijacija
*Podsekcija: (A) Alternantes, (1) Isolepides, (P) Pseudomarginati

Nei i Lijeve distance zasnovane na AFLP podacima su se kretale od 0,43 do

0,76, sa prosecnom vredno$¢u od 0,62.

Tabela 3.18 Jednosmerna analiza molekularne varijanse (AMOVA) za prticiju AFLP variacije izmedu
sedam vrsta roda Thymus, medu populacijama unutar vrste i unutar populacija

Izvor varijacije df Komponenta Procenat varijacije ¢-statistics P(9)
varijacije
Among species 6 0.033 10.45 oct = 0.104 < 0.0001
Among populations _
within species 25 0.032 10.18 dsc = 0.114 <0.0001
Within populations 51 0.253 79.38 dst = 0.206 < 0.0001

P(d) - ¢-statistics probability level after 10,000 permutations
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Slika. 3.4 Neighbor-joining stablo zasnovano na Nei i Lijevom distancionom matriksu izvedenom iz
AFLP podataka za sedam vrsta roda Thymus. Boostrap podrska vrednosti (BS; u procentima)
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Dvosmerna Analiza molekularne varijanse (AMOVA) je pokazala da najvise
genetickog diverziteta proizilazi iz razlike medu jedinkama unutar populacija (79.38%)
(Tabela 3.18). Preostala varijabilnost bila je skoro podjednako distribuirana izmedu
vrsta (10.18%) 1 izmedu populacija unutar vrsta (10.45%). Ipak, oba izvora
varijabilnosti su imala veoma visoku znacajnost (P < 0.0001).

Serija jednosmernih AMOVA za svaku vrstu pokazala je da se komponenta
varijabilnosti unutar vrste kretala od 85,5% kod Th. glabrescens do 92,3% kod Th.
marschallianus, ukazuju¢i da sve analizirane vrste imaju slicnu distribuciju
medupopulacijske i unutarpopulacijske varijabilnosti (Tabela 3.19). U svim sluc¢ajevima

dst-vrednosti su imale visoku znac¢ajnost, potvrdujuci postojanje populacione strukture.

Tabela 3.19 Jednosmerna analiza molekularne varijanse (AMOVA) za particiju AFLP variacije izmedu
i unutar svake populacione komponente za svaku vrstu roda Thymus

) Procenat varijacije .
Vrsta (Podsekcia*) — - ¢-statistics P(d)
Medu populacijama Unutar populacija
Th. pulegioides (A) 11.15 88.85 0.112 <0.0001
Th. glabrescens (1) 14.46 85.54 0.145 <0.0001
Th. marschallianus (1) 7.68 92.32 0.077 <0.0001
Th. pannonicus (1) 9.11 90.89 0.091
Th. balcanus (P) 9.95 90.05 0.100 <0.0001
Th. moesiacus (P) 11.83 88.17 0.118 <0.0001

*Podsekcije: (A) Alternantes, (1) Isolepides, (P) Pseudomarginati

Uzajamne AMOVA analize (Tabela 3.20) su dalje pokazale da je diferencijaija
medu vrstama bila znaajna u svim slucajevima (P < 0.05), osim izmedu Th.
marschallianus i Th. pannonicus (P = 0.07).

Neighbour-joining analiza (Slika 3.4) je pokazala tri dobro podrzane klade: Th.
pulegioides kladu (Bootstrap podrska [BS] od 94 %), Th. glabrescens klada (BS 93%), i
klada koja je sadrzavala preostale vrste (BS 95 %). Ova poslednja klada je sadrzala dve
nepodrzane grupe, jednu koja je obuhvatala dve vrste iz podsekcije Isolepides (Th.
marschallianus, Th. pannonicus) i drugu u kojoj su bile tri vrste iz podsekcije
Pseudomarginati (Th. balcanus, Th. moesiacus, Th. praecox). Pojedinacne jedinke koje
pripadaju Th. pannonicus i Th. maschallianus nisu se razdvojile u skladu sa pripadnoséu
vrstama. S drug strane, vrste iz podsekcije Pseudomarginati su bile jasno razdvojene i

dobro podrzane, Th. preacox i Th. moesiacus sa BS 100 % i Th. balcanus sa BS 62 %.
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Tabela 3.20 Interspecijska ¢st vrednost (ispod dijagonale) i srednja vrednost Nei i Lijeve distance (iznad
dijagonale) medu sedam vrsta roda Thymus. Srednja vrednost intraspeciiske Nei i Lijeve distance data je
u dijagonali (u kurzivu)

. Species
No. Vrsta (Podsekcija)
1 2 3 4 5 6 7
1 Th. pulegioides (A) 0.568 0.659 0.635 0.647 0.651 0.661 0.646
2 Th. glabrescens (1) 0.130”™  0.578 0.616 0.627 0.660 0.657 0.667
3 Th.marschallianus (1)  0.128™ 0.094™ 0534 0.551 0.604 0.592 0.603
4 Th. pannonicus (1) 0.132™" 0.097"" 0.013®  0.553 0.613 0.603 0.611
5  Th. balcanus (P) 0.122™ 0.126™ 0.080™" 0.079”™"  0.575 0.612 0.624
6 Th. moesiacus (P) 0.168" 0.1577" 0.109™" 0.108"" 0.1007°  0.521 0.629
7 Th. praecox (P) 0.1637" 0.1807  0.148" 0.137° 0.130"  0.199 0.478

"7 Signifikantnos priP < 0.001; ~ Signifikantnos priP < 0.01; Signifikantnos priP < 0.05; ns -
Nesignifikantna vrednost

Procena prose¢nog ocekivanja podataka, u zavisnosti od datog broja klastera,
In[Pr(X|K)], se povecavala sa porastom K do K=5, dok je standardna devijacija medu
razli¢itim prolazima za svako K bila relativno niska (Slika 3.5). Ukoliko je K bilo vece
od 5, srednje vrednosti za In[Pr(X|K)] su bile nize, dok su varijanse znacajnije rasle,
pokazujuéi da su hipoteze o postojanju vise od 5 klastera daleko od optimalnih. Kao i u

slu¢aju In[Pr(X|K)], najvece vrednosti AK su zapazene za K=5.
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Slika 3.5 Izbor najverovatnijeg broja klastera (K) na osnovu multilokusnih AFLP podataka uz upotrebu
model-zasnovanog Klastering metoda po Pritchard i sar. (2000): In P(X|K) vrednosti za svaki od deset
nezavisnhih ranova za svako K i AK vrednost za svako K zasnovano na stopi drugog reda promene
funkcije sli¢nosti sa obzirom na K kako je opisano kod Evanno et al. (2005)

Proporcije pripadnosti svake individue u svakom klasteru su bile izraCunate za
K=2 do K=5 zasnovane na prolazu sa najvisim In[Pr(X|K)] (Slika 3.5). Kada je K=2 sve
individue vrste Th. pulegioides su bile izdvojene u zaseban klaster (Klaster A) za razliku
od individua svih ostalih vrsta (Klaster B). Za K=3, novoformirani klaster (Klaster C)
obuhvatio je jedinke koje pripadaju vrsti Th. glabrescens. Za K=4 je identifikovan
dodatni klaster u koji su se delimi¢no izdvojile jedinke vrsta Th. pulegioides, Th.
balcanus i Th. glabrescens (Klaster D). Na kraju, za K=5, veé¢ina jedinki koje pripadaju

Th. marschallianus i Th. pannonicus bila je uklju¢ena u novoformirani Klaster E.

101



K=2: llA H B

1.00
0.75
0.50
0.25

0.00
K=3: A B BOC

1.00
0.75
2
T 050
0
é 0.25
(D] 000 ﬂ.--
1S
©
c 1.00 =
o
S 075
o
© 0.50
[a
0.25
0.00
1.00
0.75
0.50
0.25
0.00

L

Alternantes Isolepides Pseudomarginati

Slika 3.6. Geneticka struktura sedam vrsta roda Thymus. Proporcije u¢es$¢a za K = 2 do 5 klastera su date
prema proceni programa Structure. Svaka pojedina¢na biljka je predstavljena jednom vertikalnom
linijom podeljenom bojama. Svaka boja predstavlja po jedan klaster, a duzina pojedine boje predstavlja
procenjenu proporciju savake individue u odredenom klasteru. Bele linije odvajaju vrste koje su oznacene

ispod slike.
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4. Diskusija

4.1 Sastav etarskih ulja

Postojanje hemotipova kod samoniklih populacija roda Thymus je dobro
poznato, pa tako, na primer, u populacijama Th. vulgaris sa juga Francuske ustanovljeno
je postojanje Sest hemotipova od kojih svaki nosi naziv po dominnantnom
monoterpeunu u etarskom ulju (Passet, 1971; Vernet i sar., 1986).

Kod ispitivanih populacija vrste Th. pulegioides se moze konstatovati prisustvo
dva jasno definisana hemotipa. Kod populacija P01, P03 i P06 geraniol je u etarskom
ulju zastupljen u izuzetno visokom procentu, dok bi se populacije P02, P04, P05 i P09
mogle okarakterisati kao fenolni hemotipovi.

U etarskom ulju populacije PO1 geraniol je zastupljen sa 87,12%, u etarskom
ulju populacije P03 sa 87,92% i u etarskom ulju P06 sa 86,97%. Ni jedna druga
komponenta nije bila prisutna u nekom znacajnijem procentu. Geraniol kao glavna
komponenta etarskih ulja ve¢ je opisan kod nekih populacija Th. pulegioides (Mockuté i
Bernotiené, 1998, 1999, 2001; Mastelic i sar., 1992; Karuza-Stojakovic i sar., 1989).
Populacije P01, P03 i P06 PCAL osa odvaja u posebnu grupu, upravo na osnovu visoke
koncentracije geraniola (Graf. 3.1). Sli¢ne rezultate da je i primena klaster analize, gde
ove tri formiraju klaster A (Slika 3.1).U etarskim uljima P02, P04, P05 i P09 je visoka
koncentracija jedinjenja koja pripadaju istom metaboliCkom putu, tj. p-cimen i y-
terpinen su prekursori u sintezi timola i karvakrola, tako da se ova jedinjenja uvek
javljaju zajedno. Ukupan sadrzaj ovih komponenti se kretao od 71,02% kod P09 do
84,50% kod P05. U etarskom ulju populacije P02 timol je glavna komponenta sa
52,95%, dok je koncentracija p-cimena 4,89% i y-terpinena 21,39%. Kod populacije
P04 karvakrol je u etarskom ulju zastupljen sa 39,95%, dok je p-cimen glavna
komponenta sa 42,59%, a y-terpinen ucestvuje 1,51%. Ovo je jedina populacija sa
visokom koncentracijom karvakrola. Kod populacije P05 glavna komponenta etarskog
ulja je timol sa 62,82%, dok su p-cimen i y-terpinen zastupljeni sa 17,36%, odnosno sa
3,31%. U etarskom ulju populacije P09 najzastupljenija komponenta je p-cimen sa
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48,59%, dok je timol zastupljen sa 22,12%, a y-terpinen sa 0,27%. Na osnovu sadrzaja
sastojaka etaraskog ulja, PCA2 osa razdvaja ove populacije na dve grupe, one sa
timolom i y-terpinenom i one sa karvakrolom i p-cimenom (Grafik 3.1). Sli¢ni rezultati
dobijeni su i primenom Klaster analize. P02, P05 i P09 grupisu se u klaster B, dok se
P04 nalazi u klasteru C (slika 3.1). Timol i karvakrol su najvaznije komponente etarskih
ulja kod vrsta roda Thymus i javljaju se kod velikog broja taksona, najcesée u
koncentracijama izmedu 20 i 50% (Thompson, 2002). Ovo je sluc¢aj i sa mnogim
ispitivanim populacijama vrste Th. pulegioides koje su pripadale fenolnom hemotipu.
Kod ispitivanih populacija iz Litvanije konstatovano je prisustvo i timolnog i
karvakrolnog hemotipa (Loziené i sar., 2003). Kod populacija sa Britanskih ostrva,
takode su opisani i timolni i karvakrolni hemotip (Stahl-Biskup, 1986), kao i kod
populacija iz Hrvatske (Kustrak i sar., 1990).

Sve ispitvane populacije vrste Th. glabrescens mogu se po sastavu etarskih ulja
okarakterisati kao fenolni hemotip. Sve ispitivane populacije u etarskim uljima imale su
visoke koncentracije p-cimena, y-terpinena i timola. Ukupan sadrzaj ove tri komponente
se kre¢e od 57,06%, kod P12, do 80,60%, kod P13. Kod populacije P10 timol
predstavlja 56,29% etarskog ulja, dok su p-cimen i y-terpinen zastupljeni sa 9,76%,
odnosno 11,91%. Kod P11 timol je takode glavna komponenta sa 61,94%, a p-cimen i
y-terpinen su zastupljeni sa 11,40%, odnosno 2%. U etarskim uljima P12, y-terpinen je
najzastupljenija komponenta sa 19,61%, dok je timol drugi sa 19,02%, p-cimen je
zastupljen sa 18,43%. Kod ove populacije znacajno je zastupljen i timol metil etar sa
13,11%. Kod populacije P13 timol je najzastupljenija komponenta etarskog ulja sa
64,51%, a slede y-terpinen sa 10,67% i p-cimen sa 5,38%. Glavna komponenta etarskog
ulja populacije P14 je p-cimen sa 42,56%, dok su timol i y-terpinen zastupljeni sa
16,56%, odnosno 13,25%. Kod populacije P15 u etarskom ulju najzastupljenija
komponenta je timol sa 44,53%, prati ga y-terpinen sa 31,26%, dok je p-cimen
zastupljen sa 3,98%. Kod populacije P33 glavna komponenta etarskog ulja je p-cimen
sa 75,76%, dok timol i y-terpinen imaju male koncentracije od 1,03%, odnosno 0,92%.
PCAL osa na osnovu visokog sadrzaja timola, y-terpinena, p-cimena i timol metil etra
grupiSe sve populacije vrste Th. glabrescens, dok PCA6 daje razdvajanje populacije ove
vrste na one koje imaju viSe koncentracije p-cimena i timol metil etra i one koje imaju

viSe koncentracije timola i y-terpinena (Grafik 3.2). Sli¢no grupisanje populacija ove
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vrste dobijeno je i Klaster analizom, gde se populacije Th. glabrescens izdvajaju u
klaster A, u okviru kojeg se razlikuju podklasteri A;, sa populacijama P12, P14 i P33, i
podklaster A,, sa populacijama P10, P11, P13 i P15 (Slika 3.2). Timol je daleko
najznacajniji sastojak etarskih ulja kod roda Thymus (Thompson, 2002) i javlja se kod
mnogih vrsta kao glavna komponenta (Kulevanova i sar., 1996c; Dajic Stevanovic i sar.,
2008). Kod nekih populacija vrste Th. zygis timol se javljao u koncentraciji od 30,7%,
dok je p-cimen bio zastupljen sa 23,3% (Richard i sar., 1985). Kod nekih populacija
vrste Th. longicaulis timol je ¢inio 40,1% etarskog ulja, a p-cimen 26,3% (Kustrak i
sar., 1990). Kod Th. tosevii ssp. substriatus timol je predstavljao 24,5%, odnosno 45,6%
etarskog ulja (Kulevanova i sar., 1997). Kod svih ispitivanih populacija vrste Th.
marschallianus germakren-D je glavna komponenta, tako da se moze konstatovati da je,
§to se tiCe sastava etarskog ulja, ovo jedna homogena grupa. Kod populacije P16
germakren-D je zastupljen sa 34,00%, kod populacije P17 sa 20,40% i kod populacije
P18 sa 66,66%. Na grafiku 3.2 se vidi da se na osnovu PCA1 ose grupisu sve populacije
Th. marschallianus, kao i jedna populacija Th. pannonicus (P20), koja sadrzi visoku
koncentraciju germakrena-D. U UPGMA dendogramu ove populacije formiraju klaster
B (Slika 3.2). Thompson (2002) navodi da je ovo jedinenje Cesto prisutno u etarskim
uljima kod roda Thymus, ali da retko prelazi 10%, ovaj hemotip je opisan kod
populacija Th. bracteosus sa zapadnog Balkana (Bucar i sar., 2005; Slavkovska i sar.,
2006). Kod populacije P16 biciklogermakren je zastupljen sa 12,30%, a (E)-B-ocimen
sa 9,75%, kod populacije P17 jedino jo§ (E)-kariofilen ima znaajnu zastupljenost sa
14,57%, a kod populacije P18 a-pinen je zastupljen sa 11,29%.

Ispitivane populacija vrste Th. pannonicus su raznovrsne, $to se tiCe sastava
etarskog ulja. U literaturi su do sada navedena tri hemotipa ove vrste, a-terpinil acetat
(Karuza-Stojakovic i sar., 1989), timol/p-cimen (Pluhéar i sar., 2007) i geranial/neral
(Maksimovic i sar., 2008a).

Kod populacije P19 a-pinen, koji se navodi kao komponenta zastupljena sa vise
od 10% u etarskim uljima samo deset ispitivanih taksona ovog roda, je najzastupljenija
komponenta sa 19,90% (Thompson, 2002), ova komponenta je glavni sastojak etarskih
ulja jo$ samo kod nekih populacija Th. baeticus sa Iberijskog poluostrva (Morales,
1986) Takode, jos dva monoterpenska ugljovodonika su prisutna u koncentracijama
preko 10%, limonen (12,45%) i (E)-p-ocimen (14,23%), dok su kamfen i mircen
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zastupljeni sa 4,03% odnosno 4,81% i uz jo§ devet komponenti Cine da je ova grupa
jedinjenja najzastupljenija. Na PCA biplotu ova populacija se nije izdvojila ni pojednoj
osi, a takode u u UPGMA dendogramu ne pripada niti jednom klasteru (Slika 3.2). U
etarskom ulju ove populacije je relativno visoka koncentracija dva oksigenovana
monoterpenska ugljovodoni¢na derivata, 1,8-cineola i kamfora. Ove dve komponente se
Cesto javljaju zajedno u etarskim uljima razli¢itih vrsta roda Thymus (Morales, 1986).

U etraskom ulju populacije P20 monoterpenski ugljovodonici predstavljaju
znacajnu grupu jedinjenja s obzirom da je a-pinen zastupljen sa 13,88%, mircen i (E)-p-
ocimen takode imaju zastupljenost od preko 5%. U ulju ove populacije oksigenovani
monoterpenski ugljovodonici nisu prisutni u zna¢ajnom procentu dok s druge strane,
iako se seskviterpenski ugljovodonici ne smatraju znacajnom komponentom etarskih
ulja kod roda Thymus (Thompson, 2002), germakren-D je najzastupljenija komponenta
sa 36,91%. PCA pokazuje da je po sastavu etarskog ulja ova populacija bliska
populacijama vrste Th. marschallianus, tako da i na UPGMA dendogramu ulazi u
Klaster B (Slika 3.2).

Kod populacije P21 u etarskom ulju linalool je glavna komponenta sa 66,06%, a
veéu koncentraciju ima jo$ i [-bisabolen sa 7,76%. Kod ove populacije su takode
prisutni i 1,8-cineol i kamfor sa 2,73%, odnosno 6,01%. Na osnovu visokog sadrzaja
linaloola ova populacija se izdvaja na PCA6 osi (Grafik 3.2), dok je na UPGMA
dendogramu u Klasteru F (Slika 3.2). Linalool je bio znac¢ajna komponenta i kod nekih
drugih populacija vrsta roda Thymus. Kod Th. pulegioides iz Austrije linalool je bio
zastupljen izmedu 33,4 i 92,3% (Martonfi i sar., 1994), kod nekih populacija Th.
mastichina takode je bio glavna komponenta, i koncentracija mu se kretala izmedu 74%
(Adzet i sar., 1977a, b) i 82,9% (Garcia Vallejo i sar., 1984). Kod tri ispitivana
varijeteta Th. jankae (var. jankae, var. pantotrichus i var. patentipilus) linalool je bio
glavna komponenta i njegova koncentracija u etarskim uljima se kretala od 28,1 do
31,2% (Kulevanova i sar., 1998a).

Kod populacije P22 (E)-kariofilen predstavlja glavhu komponentu etarskog ulja
sa zastupljenos¢u od 40,30%. Znacajno je prisustvo jo§ dva monoterpenska
ugljovodonika, limonena sa 24,82% i (E)-p-ocimena sa 6,56%. PCA odvaja ovu
populaciju od ostalih populacija iz podsekcije Isolepides na osnovu PCA4 ose, odnosno

zbog visoke koncentracije (E)-kariofilena i limonena (Grafik 3.2). U klaster analizi ova
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populacija formir klaster E. lako seskviterpenski ugljovodonici nisu znacajna
komponenta etarskih ulja kod roda Thymus, (E)-kariofilen je svakako
najrasprostranjeniji (Thompson, 2002). Kod odredenog broja taksona (E)-kariofilen je
prelazio koncentraciju od 10%, kod nekih populacija Th. praecox ssp. arcticus iz
Britanije predstavljao je 31,5%, kod Th. pulegioides iz Litvanije od 11,4 do 15,9%
(Mockuté i Bernotiené, 1998, 1999, 2001), iz Hrvatske 11,5% (Kustrak i sar., 1990), iz
Madarske od 14,8 do 29,6% (Martonfi i sar., 1994), kod Th. alpestris iz Slovacke 10,5%
(Martonfi, 1992), ali ni u jednom sluc¢aju nije predstavljao glavnu komponentu.

Kod populacije P23 dominantna komponenta etarskog ulja je citral (geranial i
neral) koji ¢ini 85,80% ukupnog etarskog ulja. Ovaj nalaz je saglasan sa prethodnim
istraZzivanjima ove vrste sa istog podru¢ja gde je citral ¢inio 71,03% etarskog ulja
(Maksimovi¢ i sar., 2008a). PCA3 osa odvaja ovu populaciju od ostalih (Grafik 3.2), a
na UPGMA dendogramu P23 formira klaster D (Slika 3.2). U etarskom ulju ove
populacije ni jedna druga komponenta nije imala znacajan procenat zastupljenosti.

Kod populacije P34 dominantna komponenta etarskog ulja je mircen sa 25,85%,
a znacajno su zastupljeni jo$ i o-terpineol (20,01%) i (E)-kariofilen (11,75%). Na
osnovu PCA2 ose ova populacija se izdvaja od ostalih (Grafik 3.2). | na UPGMA
dendogramu ova populacija formira klaster C (Slika 3.2). Koncentracija mircena od
preko 10% je do sada opisana kod svega 11 taksona roda Thymus (Thompson, 2002), s
time da je bio glavna komponenta kod nekih populacija vrste Th. granatensis (Cabo i
sar.,, 1986a, b), Th. hyemalis (Cabo i sar., 1987) i Th. mastigophorus (Velasco
Negueruela i Pérez-Alonso, 1986).

Kod svih ispitivanih populacija vrste Th. balcanus javljaju se dva hemotipa. Kod
P25 u etarskim uljima su dominantne komponente geranial i neral, §to ovu populaciju
svrstava u citralni hemotip. U etarskom ulju ove populacije znac¢ajnu koncentraciju ima
jos 1 neril acetat sa 12,45%. PCAL osa odvaja ovu populaciju upravo zbog visoke
koncentracije nerala, geraniala i neril acetata (Grafik 3.3), dok u UPGMA dendogramu
formira klaster D (Slika 3.3). Kod populacija P24, P26 i P27 najznacajnije su
komponente linalil acetat, linalool i mircen. PCAL osa odvaja ove populacije od oszalih
na osnovu koncentracije ovih komponenti (Grafik 3.3), a na UPGMA dendogramu
formiraju klaster A (Slika 3.3). U etarskom ulju populacije P24 najzastupljenija

komponenta je linalil acetat sa 22,94%, dok je linalool zastupljen sa 11,74%, a mircen
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sa 18,08%. Kod populacije P26 najzastupljenija komponenta etarskog ulja je, takode,
linalil acetat sa 33,89%, a slede linalol sa 17,05% i mircen sa 7,51%. Kod ove
populacije znafajna komponenta etarskog ulja je i biciklogermakren sa 11,88%. U
etarskom ulju populacije P27 najzastupljenija komponenta je linalool sa 34,42%, a slede
linalil acetat sa 14,56% i mircen sa 14,24%. Ovakav hemotip koji se karakteriSe
znacajnim ucesc¢em linaloola i linalil acetata je opisan kod nekih populacija taksona sa
Iberijskog poluostrva, Th. leptophyllu ssp. leptophyllu (Blazquez i sar., 1989), Th. zygis
(Garcia Martin i GarciaVallejo, 1983) i Th. camphoratus (Salgueiro i sar., 1997a).

Kod ispitivane populacije vrste Th. moesiacus P31, najzastupljenija komponenta
etarskog ulja je o-terpinil acetat, pri ¢emu ni jedna druga komponenta ne prelazi
koncentraciju od 10%. PCA3 osa jasno odvaja ovu populaciju od ostalih iz podsekcije
Pseudomarginati na osnovu koncentracije o-terpinil acetata (Grafik 3.3), dok na
UPGMA dendogramu formira klaster B (Slika 3.3). Ovaj hemotip je odsta redak kod
vrsta roda Thymus i javlja se kod nekih populacija Th. herba-barona (Corticchiato i sar.,
1998), kao i kod Th. longicaulis (Gruji¢ Jovanovi¢ i sar., 2009).

Kod ispitivane populacije vrste Th. praecox P32 glavna komponenta etarskog
ulja je (E)-kariofilen sa 20,48%, dok je y-kadinen zastupljen sa 17,84%. koji se ne
navodi kao komponenta koja prelazi 10% ni kod jedne isopitivane populacije. Ova
populacija se odvaja na PCA2 osi na osnovu koncentracije ove dve komponente, dok na
UPGMA dendogramu formira Kklaster C.

Postojanje hemotipova kod roda Thymus je poznato i dobro dokumentovano i
samatra se da se na rasprostranjenje hemotipa imaju uticaj ekoloski faktori (Thompson 1
sar., 2003). Poznavanje hemotipa odredene populacije je od znaCaja s obzirom da
etarska ulja biljaka mogu imati razli¢ite bioloSke aktivnosti. BioloSka aktivnos etarskih
ulja ispitivana je kod mnogih vrasta roda Thymus i pokazano je da imaju izrazita
antibakterijska i antifungalna svojstva (Sakagami i sar., 2005; Kizil i Uyart, 2006; Saad
1 sar, 2010) koja su posledica prisustva fenolnih komponenti timola, karvakrola, -
terpinena i p-cimena (Nedorostova i sar., 2008). Kod populacija Th. glabrescens je
utvrdeno da antioksidativna svojstva zavise od koncentracije fenolnih komponenti

etarskog ulja (Maksimovi¢ i sar., 2008Db).
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4.2 Povrsinski flavonoidi

U Tabeli 3.16 se zapaza da se na osnovu sastava povrSinskih flavonoida
ispitivane populacije vrsta roda Thymus sa podrué¢ja Srbije mogu podeliti u dve grupe.

Prvoj grupi bi pripadale vrste koje imaju niske i srednje koli¢ine povrSinskih
flavonoida, kao i one kod kojih su se povrsinski flavonidi nalazili samo u tragovima.
Kod ove grupe su najzastupljeniji flavoni sa 5,6-diOH-7-OMe i 5,6-diOH-7,8-diOMe
supstitucionom Semom u A prstenu. U drugu grupu bi se mogle svrstati populacije koje,
uglavnom, imaju malu koli¢inu povrSinskih flavonoida i kod kojih je su najzastupljeniji
flavoni sa 5-OH-6,7-diOMe i 5-OH-6,7,8-triOMe supstitucionom Semom u A prstenu.

Vecina ispitivanih populacija Th. pulegioides (podsekcija Alternantes), po
prisustvu povrsinskih flavonoida pripada prvoj grupi vrsta. Kod populacija P02, P03,
P04, P05 i P09 najzastupljeniji flavon je 5,6,-diOH-7,3",4'-triOMe, dok je drugi po
zastupljenosti 5,6-diOH-7,8,3',4'-tetraOMe. Kod populacije P06, ova dva jedinjenja su
u obrnutom odnosu, a kod populacije P01, je luteloin bio najzastupljenija komponenta.
Luteolin se javlja kao komponenta druga po zastupljenosti i kod P03 i P04, dok je kod
P06 i timonin dobro zastupljen. Ovi rezultati su u saglasnosti sa rezultatima koje su
dobili Marin i sar. (2003), koji su ispitivali vrste roda Thymus iz Makedonije. Kod Th.
pulegioides iz Makedonije najzastupljeniji povrSinski flavon je takode bio 5,6,-diOH-
7,3",4'-triOMe, dok je drugi po zastupljenosti bio ladanein, koji je u vecini uzoraka iz
Srbije prisutan, ali ne u velikom procentu. Kod uzoraka Th. pulegioides sa Pirinejskog
poluostrva glavni povrsinski flavonoid je bio 5,4’-diOH-6,7-diOMe (cirsimaritin), a
5,6,4'-triOH-7,8-diOMe (timusin) i 5,6,4'-triOH-7,8,3'-triOMe (timonin) su takode bili
vazne komponente u ovim uzorcima (Hernandez i sar., 1987). Ni jedan od ovih
povrsinskih flavonoida se nije nasao ni u tragovima kod populacija iz Srbije, osim
timonina, sto je ve¢ pomenuto kod P06. Ovo dodatno ukazuje, kako su naveli Marin i
sar. (2003), da u okviru ove vrste koja ima Siroko rasprostranjenje postoji izraZena
infraspecijska varijabilnost.

Iz podsekcije Isolepides su ispitivane populacije vrsta Th. glabrescens, Th.
marschallianus i Th. pannonicus. U okviru ove podsekcije ispitivane vrste pripadaju

obema grupama.
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Kod ispitivanh populaciaj Th. glabrescens glavni povrsinski flavon je 5,6,-
diOH-7,3",4'-triOMe, a jo§ su znacajno zastupljeni i 5,6-diOH-7,4"-diOMe (ladenein) i
5,6-diOH-7,8,3" 4'-tetraOMe. lzuzetak je samo P12 kod koje je glavni povrSinski
flavonoid 5,6-diOH-7,8,4'-triOMe (pebrellin), koji je kod ostalih populacija prisutan ali
ne u velikoj koli¢ini. Kod uzorka Th. glabrescens iz Makedonije glavni povrSinski
flavonoid je bio 5,6-diOH-7,8,3',4'-tetraOMe, a zanacajni su bili i 5,6,-diOH-7,3',4'-
triOMe i 5,6-diOH-7,8.,4'-triOMe (pebrellin) (Marin i sar., 2003).

Kod populacija vrste Th. marschallianus P17 i P18 dominantan povrSinski
flavonoid je 5-OH-6,7,4'-triOMe (salvigenin), a drugi po zastupljenosti je 5-OH-
6,7,8,4'-tetraOMe (gardenin B). Kod populacije P16 dominantan je 5-OH-6,7,8,4'-
tetraOMe (gardenin B), drugi je 5-OH-6,7,4"-triOMe (salvigenin). Kod P18 je takode
utvrdeno prisustvo i flavanona eriodiktiola i metoksilovanih flavanona.

Za ispitivane populacije Th. pannonicus utvrdena je niska koli¢ina, osim kod
P23 gde je bila srednja, kao i velika varijabilnosti u sastavu povrsinskih flavonoida.
Kod P19 i P20 dominantan je flavon je 5-OH-6,7,4'-triOMe (salvigenin), dok je drugi
po znacaju 5-OH-6,7,8,4'-tetraOMe (gardenin B). Populacija P34 ima 5-OH-6,7,8,4'-
tetraOMe (gardenin B) kao dominantan flavon, dok je 5,6-diOH-7,8,4'-triOMe
(pebrellin) drugi po znacaju. Kod populacije P23 5,6,4"-triOH-7,8-diOMe (thymusin) je
dominantan, a drugi po koli¢ini su 5,6,4'-triOH-7,3"-diOMe i 5,6,-diOH-7,3",4'-triOMe.
Kod P22 su prisutni 5,4’-diOH-6,7,8-triOMe (xanthomicrol) i 5-OH-6,7,8,4'-tetraOMe
(gardenin B), a kod P21 5,6-diOH-7,8,4'-triOMe (pebrellin) i 5-OH-6,7,8,3",4'-
pentaOMe (5-desmethylnobiletin), u malim koli¢inama. Kod populacija Th. pannonicus
prisutni su i metoksilovani flavanoni, osim kod P23 i P34.

Podela podsekcije Isolepides na dve grupe prema flavonoidnim profilima
ukazuje da se Th. glabrescens izdvaja od druge dve vrste iz ove podsekcije, ali i da je
ova vrsta sli¢nija po profilu povrsinskih flavonida vrsti Th. pulegioides., od kojih se
razlikuje po neSto ve¢im koli¢inama ladaneina. Vrste Th. marschallianus i Th.
pannonicus jasno pripadaju drugoj grupi po flavonoidnom profilu. 1z ove grupe se
izdvaja P23 koja je jedina od ispitivanih populacija kod koje je glavni flavon timusin,
Sto je znacajan flavon kod vrsta roda Thymus sa Iberijskog poluostrva (Horwath i sar.,
2008; Hernandez i sar., 1987; Corticchiato i sar., 1995).
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Kod ispitivanih vrsta iz podsekcije Pseudomarginati koli¢ina povrSinskih
flavonoida je mala ili samo u tragovima. Kod sve Cetiri populacije Th. balcanus, P24,
P25, P26 i P27, najzastupljeniji je 5,6-diOH-7,8,4-triOMe (pebrellin), a znacajan je jos
i 5,6-diOH-7,8,3",4'-tetraOMe. Marin i sar. (2003) su u svom radu ukljucili bili tri
varijeteta vrste Th. balcanus iz Makedonije. Kod Th. balcanus var. balcanus glavni
povrsinski flavonoid je bio 5,6-diOH-7,8,4"-triOMe (pebrellin), a kod Th. balcanus var.
vandasii i Th. balcanus var. micevskii glavni povrsinski flavonoid je bio 5-OH-6,7,8,4'-
tetraOMe (gardenin B), koji kod uzoraka iz Srbije nije pronaden ni u tragovima. Kod
uzoraka iz Makedonije je znacajno bio zastupljen i 5-OH-6,7,8,3",4’-pentaOMe (5-
desmethylnobiletin) koji kod uzoraka iz Srbije nije konstatovan ni u tragovima. Kod
populacije vrste Th. moesiacus, P31, utvrdeno je prisustvo male kol¢ine povrSinskih
flavonoida i po prisustvu 5,6-diOH-7,8,4'-triOMe (pebrellin) i 5,6-diOH-7,8,3',4'-
tetraOMe pripadaju istom flavonoidnom profilu kao i Th. balcanus, mada je luteolin
iamo najvecu prisutnost. Kod Th. moesiacus var. moesiacus iz Makedonije najznacajniji
je bio 5,6,-diOH-7,3",4"-triOMe (Marin i sar., 2003) §to ga, po sastavu povrsinski
determinisana mala koli¢ina flavonoida i kao dominantan se javlja 5-OH-6,7,4"-triOMe
(salvigenin), a utvrdeno je jo$ i prisustvo 5-OH-6,7,8,4'-tetraOMe (gardenin B), kao i
prisustvo metoksilovanih flavanona, $to nije slu¢aj ni kod jedne druge vrste iz ove
podsekcije. Ovakav flavonoidni profil priblizava ovu populaciju ispitivanim
populacijama vrsta Th. marschallianus i nekim populacijama Th. pannonicus. Ovakva
razlika izmedu flavonoidnih profila Th. balcanus i Th. moesiacus, s jedne strane i Th.
praecox, s druge, ukazuje da njihovo grupisanje u Th. praecox agregat treba preispitati.
I kod populacija iz Makedonije doslo je do razdvajanja vrsta iz ovog agregata i do
grupisanja u razli¢ite flavonoidne profile (Marin i sar., 2003). Gardenin B je bio vazan
flavon i kod nekih ispitivanih populacija Th. striatus iz Crne Gore (Marin i sar., 2005),
vrsti koja pripada sekciji Hyphodromi, dok je kod Th. praecox sa Pirinejskog poluostrva
glavni povrsinski flavonoid 8-methoxycirsilineol, uz znacajne kolicine cirsiliola 1 5-
desmethylnobiletin i 5-desmethylsinensetina (Hernandez i sar.,, 1987). Analiza
populacija vrsta Thymus hyemalis i Thymus baeticus kao i velikog broja njihovih
putativnih hibrida iz jugoistone Spanije pokazala je zavisnost povrsinskih flavonnida i

lokaliteta (Horwath i sar., 2008). Veza izmedu flavonoidnog profila, lokaliteta i
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klimatskih uslova takode je utvrdena i kod Parahebe catarractae (Grayer-Barkmeijer,
1978), roda Phlomis (Tomas i sar., 1986) i kod Mimulus aurantiacus (Hare, 2002).

4.3 AFLP analiza

U ranijim ispitivanjima vrsta roda Thymus, analiza ITS markera (Internal
Transcribed Spacer) se pokazala neprikladnom za reSavanje filogenetskih odnosa
izmedu vrsta ovoga roda sakupljenih na podruéju Srbije (Daji¢ Stevanovié i Sostarié,
2006), mada je ITS uspeSno koriS¢en pri analizi nekih bliskih rodova iz familije
Lamiaceae (Jamzad et al., 2003). Na visim taksonomskim nivoima upotreba AFLP
markrea za reSavanje filogenetskih odnosa se ponekad smatra kontoverznom zbog
moguéeg Visokog nivoa homoplazija (Meudt and Clarke, 2007), ali s druge strane, na
nizim taksonomskim nivoima AFLP analiza se pokazala izuzetno korisnom za
donosenje procena o filogenijama koje nisu dovoljno resene upotrebom DNK sekvenci
kada varijacija izmedu sekvenci nije izrazena (Beardsley et al., 2003; Després et al.,
2003; Safer et al., 2011). Ovom prilikom, pri ispitivanju taksona roda Thymus iz Srbije,
upotreba AFLP markera se Cini prikladnom za utvrdivanje komplikovanih odnosa koji
ukljucuju 1 Ceste slucajeve hibridizacije izmedu razli¢itih vrsta. Poredenjem granica
taksona roda Thymus kako su date u Flori SR Srbije (Dikli¢, 1974) i Flora Europaca
(Jalas, 1972) vidljivo je veliko neslaganje, kako u morfoloskim karakteristikama
pojedinih vrsta, tako i1 u rasprostranjenju odrdenih vrsta u Evropi.

Th. pulegioides pripada podsekciji Alternantes i u Flora Europaea i u Flori SR
Srbije ovaj takson ima iste okvire. Takode, prema oba izvora $iroko je rasprostranjen u
Evropi. Sve ispitivane jedinke vrste Th. pulegioides formiraju posebanu kladu koja ima
visoku bootstrap podrusku i ujedno cela ova grupa je najvise divergirala od ostalih vrsta
koje su ukljucene u ovu analizu, sa najviSom srednjom ¢st vrednoSéu. Za K=2 sve
jedinke se grupiSu u Klaster A, ¢ime su izdvojene od ostalih jedinki. Geneticka
izdvojenost vrste Th. pulegioides je podrzana i morfoloskim karakterima, posto je za
ovu vrstu karakeristiéno gonotrihno stablo po ¢emu se lako razlikuje od ostalih vrsta
ukljucenih u ovo ispitivanje.

Prema dobijenim rezultatima podsekcija Isolepides je polifiletska, mada su

morfoloSke razlike medu obuhvadenim vrstama veoma male. Prema Flora Europaea
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vrsta Th. glabrescens ima rasprostranjenje u centralnoj i jugo-isto¢noj Evropi i Turskoj.
Klada koja obuhvata jedinke ove vrste ima visoku bootstrap podrsku. Za K=3 sve
jedinke vrste Th. glabrescens su grupisane u Klaster B.

Th. marschallianus se u Flora Europaea tretira kao sinonim za Th. pannonicus,
koji je opisan kao vrsta sa rasprostranjenjem u centralnoj i jugo-istocnoj Evropi. Klada
koju formiraju jedinke koje pripadaju Th. marschallianus i Th. pannonicus nema
bootstrap podrSku vec¢u od 50% 1 jedinke ove dve vrste su medusobno izmeSane.
AMOVA pokazuje da je ¢st vrednost izmedu ove dve vrste veoma niska, $to ukazuje da
ove dve vrste medusobno nisu diferencirane. Za K=5 jedinke obe vrste su pretezno
svrstane u Klaster E.

Morfoloske razlike izmedu Th. glabrescens i Th. maschallianus veoma male i
njihovo grupisanje u razli¢ite klade je neocekivano. Medutim, i ranije je utvrdeno da su
unutar ove grupe taksonomski odnosi veoma nejasni (Marin i sar., 2003). Th.
marschallianus i Th. pannonicus se morfoloski jasno razlikuju po indumentumu na
listovima, dok su kod Th. pannonicus listovi prekriveni visecelijskim nezlezdanim
dlakama; listovi kod Th. marschallianus su goli. Sli¢na situacija je uocena i kod irskih
populacija Quercus petrea i Q. robur, koje su se znatno bolje razlikovale na osnovu
morfoloskih karaktera nego analizom molekularnih markera (AFLP) (Kelleher i sar.,
2005). Bez obzira na ovu jasnu morfolosku razliku ove dve vrste roda Thymus, su
geneticki nedovoljno razlicite, Sto podrzava pristup iz Flora Europaea da se tretiraju kao
jedna vrsta.

Unutar podsekcije Pseudomarginati i Jalas, (1972) (Flora Europaea) i Dikli¢
(1974) i (Flora SR Srbije) navode da je prisutana velika morfoloska varijabilnost, kako
izmedu vrsta, tako 1 unutar samih vrsta. Jedinke sve tri vrste iz ove podsekcije, koje su
uklju¢ene u ovo ispitivanje, formiraju monofiletsku kladu, koja ipak nije podrZana
visokom bootstrap vredno$c¢u, dok su, s druge strane, na nivou vrste, Th. balcanus, Th.
praecox i Th. moesiacus dobro podrzani. Za K=5 jedinke ove tri vrste su pretezno
grupisane u Klaster B.

Prema Jalas-u (1972) Th. balcanus je opisan kao Thymus praecox Opiz subsp.
polytrichus (A. Kern. ex Borbas) Jalas, vrsta sa alelotrihnim stablom i rasprostranjenjem
u juznojEvropi i juznom delu centralne Evrope. Prema istom izvoru Th. praecox, kako

je opisan u Flori SR Srbije, je Thymus praecox Opiz subsp. skorpilii (Velen.) Jalas,
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vrsta sa holotrihnim stablom i rasprostranjenjem u severnim i centralnim delovima
Balkanskog poluostrva. Jedinke vrsta Th. balcanus i Th. praecox su se odvojeno
grupisale. Takode, ¢st vrednost izmedu ove dve vrste je visoka, Sto ukazuje na
postojanje geneticke diferencijacije izmedu ove dve vrste. Th. moesiacus je u Flora
Europaea opisan kao Th. longicaulis C. Presl, vrsta sa alelotrihnnim stablom i
rasprostranjenjem u centralnoj i jugo-isto¢noj Evropi.

Pri proucavanjima blisko srodnih, medusobno ukrStaju¢ih vrsta, utvrdeno je da
je najveci deo geneticka varijabilnost, dobijena analizom AFLP markera, unutar samih
vrsta, a ne izmedu vrsta. U slucaju Cetiri vrste iz roda Quercus preko 90% varijabilnosti
je utvrdeno unutar samih vrsta (Dodd i Kashani, 2003 ). Izmedu populacija svih
analiziranih vrsta je primeéena visoka vrijabilnost (Tabela 3.19), dok je komponenta
varijabilnosti izmedu vrsta bila relativno niska, $to ukazuje da diferencijacija izmedu
vrsrta nije izrazena (Tabela 3.18). Razlog za ovo moze biti ili brza evolucija AFLP
markera ili retikulatna evolucija. Ova druga hipoteza je verovatnija, naro€ito ukoliko se
ima u vidu da reproduktivna izolacija izmedu vrsta sekcije Serpyllum gotovo da ne
postoji (Morales, 2002). Vrste ukljuene u ovo ispitivanje odaju utisak izrazenog
retikulatnog sistema, koji se javlja ¢esto kod blisko srodnih vrsta (Sang i sar., 1995), a
naroCito u slucajevima kada se dve ili viSe vrsta javljaju simpatricki. U mnogim
slucajevima kada je doslo do retikulatne evolucije utvrdeni su razliciti nivoi ploidije
unutar vrste ili roda (Guo et al., 2005, 2008; Ishikawa et al., 2009). Aneuploidija je odigrala
vaznu ulogu tokom evolucije roda Thymus, i ovaj fenomen je odgovoran za razliCite
brojeve hromozoma ¢ak i unutar iste vrste (Morales, 1997). Utvrdeni su razliciti brojevi
hromozoma kod svih vrsta koje su uklju¢ene u ovo ispitivanje, kod Th. pulegioides
2n=28, 30, kod Th. glabrescens 2n=28, 32, 52, 56 i 58, kod Th. pannonicus 2n=28i 35 i
kod Th. praecox 2n=24, 28, 50, 54, 56 i 58 (Morales, 1997). Rezultati pokazuju da se
podsekcije Alternantes i Pseudomarginati mogu smatrati dobrim podsekcijama. S druge
strane, u podsekciji Isolepides, Th. glabrescens se jasno izdvaja od druge dve vrste iz
ove podsekcije, iako su morfoloski karakteri veoma sli¢ni onima kod Th.
marschallianus. 1zmedu vrsta Th. marschallianus i Th. pannonicus, koje su takode iz
podsekcije Isolepides, geneticka diferencijacija nije izrazena, mada se morfoloski
znacajno razlikuju. Sli€éno je primeceno u zonama hibridizacije dve vrste roda

Cardamine (Brassicaceae), gde je skoraSnja studija pokazala da morfoloski karakteri,
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posmatrani nezavisno, mogu da navedu na pogreSan zaklju¢ak o psmatranim
genotipovima (Lihova et al.,, 2007). Sli¢ni rezultati su dobijeni i ispitivanjem
mikrosatelitnih regiona kod hibrida Quercus coccifera L. i Quercus ilex L. (Ortego and
Bonal, 2009), kao pri ispitivanju skorih hibridizacija u okviru Cileanskih vrsta roda
Puya (Bromeliaceae) pomocu AFLP markera (Shulte et al., 2010). Ovi rezultati govore
u prilog hipotezi o stalnom protoku gena izmedu bliskih vrsta u sekciji Serpyllum roda
Thymus. U slucajevima kada se dve, ili viSe vrsta javljaju simpatricki, ekoloski faktori,
kao na primer senovito i vlaznije staniste u odnosu na suvlje, otvoreno staniSte, mogu da
uticu na selekciju razli¢itth morfoloskih i fizioloSkih tipova (na primer: dlakavost
jedinki i/ili postojanje razli¢itih hemotipova), i na taj nacin ih stabilizuju, uprkos
pretpostavljenom stalnom protoku gena (Schmidt-Lebuhn, 2007). 1z svega iznetog,
moze se smatrati neprikladnim da se sve ispitivane populacije svrstaju u svega dve ili tri
vrste, jer bi se na taj nacin zanemarila ekoloska i regionalna diferencijacija. Takode,
losije bi se razumela morfoloska, geneticka i ekoloska varijabilnost. Stoga je najuputnije
da se na vrste roda Thymus primeni filogenetski koncept vrste, prema kojem vrste
predstavljaju deo filogenije izmedu dve tacke grananja. Drugim recima, vrste bi bile
najmanji agregat populacija, kod seksualne reprodukcije, ili linija, kod aseksualne
reprodukcije, koje su, na osnovu stanja odredenih karaktera razlikuju od drugih grupa
date filogenije (semaforonti). Filogenetska definicija vrste je zasnovana na karakterima i
orijentisana na obrasce (Nixon and Wheeler, 1990). Ovakva definicija dopusta
geneticku razmenu sa drugim vrstama sve dok ova razmena ne sprecava nezavisni
evolutivni razvoj ovih populacija (Luckow, 1995), §to je izrazito istinit opis naroCito za

vrste podsekcije Isolepides.

4.4 Opsta diskusija

Ispitivane populacije vrsta roda Thymus pripadaju trima podsekcijama skcije
Serpyllum, i njihovo grupisanje na osnovu fitohemijskih karaktera i molekularnih
marker ne odgovara u potpunosti njihovom taksonomskom polozaju.

Unutar Th. pulegioides (podsekcije Alternantes) jasno se uoacavaju dva
hemotipa, geraniolni (P02, P05 i P09) i fenolni tip (P01, P03, P06 i P04). Po sastavu
povrsinskih flavonoida, takode, se mogu uociti dve grupe vrsta. P02, P03, P04, P05 i
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P09 najzastupljeniji flavon je 5,6,-diOH-7,3",4'-triOMe, dok je drugi po zastupljenosti
5,6-diOH-7,8,3",4'-tetraOMe. Kod populacije P06, ova dva jedinjenja su u obrnutom
odnosu, a kod populacije P01, je luteloin bio najzastupljenija komponenta. Analiza
AFLP markera je, s druge strane, pokazala da sve populacije vrste Th. pulegioides
formiraju jednu monofiletsku kladu sa visokom Bootstrap podrskom BS 94%.

U podsekciji Isolepides, populacije vrste Th. glabrescens su jednoobrazne i po
sastavu eetraskih ulja i po sastavu povrSinskih flavonoida. Naime, sve populacije se
mogu okarakterisati kao fenolni hemotip, a najzastupljeniji povrsinski flavonoidi su
5,6,-diOH-7,3",4'-triOMe, 5,6-diOH-7,4'-diOMe (ladenein) 1 5,6-diOH-7,8,3",4'-
tetraOMe. Kod populacije P12 glavni povrsinski flavonoid je 5,6-diOH-7,8,4'-triOMe
(pebrellin), koji je kod ostalih populacija prisutan ali ne u velikoj koli¢ini. Po sastavu
etarskih ulja i povrSinskih flavonoida populacije Th. glabrescens su mnogo sli¢nije
populacijama P01, P03, P06 i P04 vrste Th. pulegioides nego populacijama drugih vrsta
iz podsekcije Isolepides, ali u Neighbour joining dendogramu dobijenom na osnovu
AFLP podataka populacije Th. glabrescens se grupisu se u monofiletsku kladu sa
Bootstrap podrskom od 93%. Populacije druge dve vrste podsekcije Isolepides, Th.
marschallianus i Th. pannonicus, izuzetno su heterogene i po sastavu etarskih ulja i po
sastavu povrsinskih flavonoida. Sve populacije Th. marschallianus, P16, P17 i P18,
imaju germakren-D kao glavnu komponentu etarskog ulja $to je slucaj i sa populacijom
P20 vrste Th. pannonicus, Populacije Th. marschallianus, P16, P17 i P18, i populacija
Th. pannonicus P20 pripadaju istoj grupi i po sastavu povrsinskih flavonoida, s obzirom
da je najzastupljeniji 5-OH-6,7,4'-triOMe (salvigenin) i 5-OH-6,7,8,4'-tetraOMe
(gardenin B). Isti odnos povrsinskih flavonoida ima i populacija Th. pannonicus P19,
kod koje ni jedan sastojak etarskog ulja nije dominantan, ve¢ a-pinen, limonen i (E)-B-
ocimen javljaju u sli¢cnom procentu. Za etarsko ulje populacije Th. pannonicus P21
karakteristiéno je prisustvo linaloola u visokom procentu, dok su od povrSinskih
flavonoida prisutni samo 5,6-diOH-7,8,4'-triOMe (pebrelin) i 5-OH-6,7,8,3',4'-
pentaOMe. Populacija Th. pannonicus P22se odlikuje visokim procentom E-kariofilena,
a potom, i limonena u etarskom ulju, dok je su od povrsinskih flavonoida prisutni 5,4'-
diOH-6,7,8-triOMe (ksantomikrol) i 5-OH-6,7,8,4'-tetraOMe (gardenin B). Populacija
Th. pannonicus P23 karakteristicna je po izuzetno visokoj koncentraciji nerala i

geraniala u etarskom ulju. Ovo je jedina populacija ove vrste koja ima srednju
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koncentraciju povrsinskih flavonoida i kod koje je 5,6,4'-triOH-7,8-diOMe (timusin)
najznacajniji, a slede po znacaju 5,6,4'-triOH-7,3’-diOMe i 5,6,-diOH-7,3",4'-triOMe. U
etarskom ulju populacije Th. pannonicus P34 dominantna jedinjenja su mikren i a-
terpinel, dok je 5-OH-6,7,8.4'-tetraOMe (gardenin B) najznacajniji flavon, a 5,6-diOH-
7,8,4'-triOMe (pebrellin) drugi po znacaju. Na Neighbour-joining stablu (Slika 3.4),
klada koju formiraju jedinke koje pripadaju jedinke Th. marschallianus i Th.
pannonicus nema bootstrap podr§ku vecu od 50% i jedinke ove dve vrste su medusobno
izmesane. AMOVA pokazuje da je ¢st vrednost izmedu ove dve vrste veoma niska, §to
ukazuje da ove dve vrste medusobno nisu diferencirane.

Od ispitivanih populacija podsekcije Pseudomarginati, tri populacije vrste Th.
balcanus, P24, P27 i P26, imaju visok sadrzaj mikrena, linaloola i linalil acetata u
etarskom ulju, dok su kod P25 u etarskom ulju najzastupljeniji neral, geranial i uz ova
dva jedinjenja i neril acetat. S druge strane, kod sve Cetiri populacije Th. balcanus
najznacajniji povrsinski flavonoid je5,6-diOH-7,8,4'-triOMe (pebrellin), a zatim 5,6-
diOH-7,8,3',4'-tetraOMe. Kod populacije Th. moesiacus P31, glavni sastojak etarskog
ulja je a-terpinil aceta, dok je od povrsinskih flavonoida najznacajniji je luteolin, s time
Sto po prisustvu 5,6-diOH-7,8,4'-triOMe (pebrellin) i 5,6-diOH-7,8,3’,4'-tetraOMe ova
populacija je po flavonoidnom profilu sli¢na populacijama Th. balcanus. U etarskom
ulju populacije Th. praecox P32 najvecu koncentraciju imaju (E)-kariofilen i y-kadinen.
Koli¢ina povrsinskih flavonoida je niska i prisutni su 5-OH-6,7,4"-triOMe (salvigenin) i
5-OH-6,7,8,4'-tetraOMe (gardenin B). Jedinke sve tri vrste iz ove podsekcije, koje su
ukljucene u ispitivanje AFLP markera, formiraju monofiletsku kladu, koja ipak nije
podrzana visokom bootstrap vredno$¢u, dok s druge strane, na nivou vrste, Th.
balcanus, Th. praecox i Th. moesiacus dobro podrzani.

Sastav etarskih ulja ispitivanih populacija je izuzetno raznovrstan tako da ne
daje sliku o filogenetskim odnosim medu ispitivanim populacijama. Satatisti¢ka analiza
sastava etarskih ulja za interperetaciju razli¢itih odnosa medu lekovitim i aromati¢nim
biljkama se pokazala u nekim slucajevima izuzetno prikladnom, kao na primer za
karakterizaciju dve podvrste vrste Cistus creticus L. (Paolini i sar., 2009) ili populacija
Helichrysum italicum (Roth) G. ssp. italicum (Morone-Fortunato i sar., 2010). S druge
strane, kod ispitivanja gajenih sorti Ocimum basilicum L. poredenjem sastava etarskih

ulja 1 AFLP markera, utvrdeno je da geneticka sli¢nost ili razliitost ne odrazava
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obavezno sli¢nost ili razlicitost karaktera kao Sto je sastav etarskog ulja (Labra i sar.,
2004). Trinidade i sar. (2008) su ispitujuéi geneticki diverzitet, pomocu RAPD markera,
kao i hemijski polimorfizam kod populacija Thymus caespititius sa ostrva Pico, Sdo
Jorge i Terceira, koja pripadaju Azorskom arhipelagu, dobili razili¢ito grupisanje
populacija na osnovu ovih karaktera. Kod pet vrsta roda Thymus iz juzne Italije, takode
je analiziran sastav etarskih ulja, medutim hemotipovi nisu korespondirali sa

taksonomskom pripadnos$¢u (De Lisi i sar., 2011), $to je slucaj i sa vrstama iz Srbije.
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5. Zakljuéci

1. Na osnovu ispitivanja sastava etarskih ulja, povrSinskih flavonoida i analize
AFLP markera izabranih populacija vrsta iz sekcije Serpyllum roda Thymus
moze se zakljuciti da medu vrstama ove sekcije postoji visoki stepen geneticke
kompatibilnosti, da ne postoji ¢vrsta reproduktivna barijera izmedu vrsta, te
postoji mogucnost hibridizacije ukoliko jedna ili viSe vrsta zZive simpatricki.
Ipak, na osnovu rezultata moze se konstatovati da populaciona struktura postoji i
da su, sa izuzetkom Th. pannonicus i Th. marschallianus, sve ispitivane vrste —
dobre vrste.

2. Vrsta Th. pulegioides, koja je jedina ispitivana vrsta iz podsekcije Alternantes,
pokazala se kao dobra vrsta po svim ispitivanim Kkriterijumima. U okviru
populacija ove vrste utvrdeno je postojanje samo dva hemotipa, fenolnog i
geraniolnog. Mada je postojanje hemotipova poznato kod vrsta iz roda Thymus,
pa se Cesto 1 u istoj populaciji nalaze dva, a nekada i vise hemotipova, ova
hemijska uniformnost se moze smatrati odrazom genetiCke koherentnosti.
Takode, sve ispitivane populacije ove vrste pripadaju istom flavonoidnom
profilu. Kod svih populacija su utvrdene niske i srednje koli¢ine flavonoida, kao
i 5,6-diOH-7-OMe i 5,6-diOH-7,8-diOMe supstitucione Seme u A prstenu.
Molekularni markeri, tj. AFLP analiza, podrzavaju zaklju¢ak da je Th.
pulegioides dobra vrsta. Naime, sve ispitivane jedinke vrste Th. pulegioides
formiraju posebanu kladu koja ima visoku bootstrap podrusku i ujedno cela ova
grupa je najvise divergirala od ostalih vrsta koje su ukljucene u ova istrazivanja.

3. U okviru podsekcije Isolepides, vrsta Th. glabrescens se jasno izdvaja od druge
dve vrste ove podsekcije. Sve populacije Th. glabrescens po sastavu etarskih
ulja pripadaju fenolnom hemotipu, s obzirom da su kod svih populacija utvrdene
visoke koncentracije p-cimena, y-terpinena i timola. Po sadrzaju povrsinskih
flavonoida sve ispitivane populacije pripadaju istoj grupi, sa niskim i srednjim
koli¢nama flavonoida i 5,6-diOH-7-OMe i 5,6-diOH-7,8-diOMe supstitucionim

Semama u A prstenu. AFLP markeri, takode, navode na zakljucak da je Th.
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glabrescens dobra vrsta, posto sve ispitivane jedinke ove vrste formiraju
posebnu kladu sa visokom bootstrap podrskom.

. Vrsta Th. marschallianus, iz podsekcije Isolepides, je po sastavu etarskih ulja
ispitivanih populacija, veoma jednoobrazna, poSto sve ispitivane populacije
Imaju kao najzastupljeniju komponentu germakren-D. Po sadrzaju povrSinskih
flavonoida sve ispitivane populacije pripadaju istoj grupi, sa niskim kolicinama
flavonoida i 5-OH-6,7-diOMe i 5-OH-6,7,8-triOMe supstitucionim Semama u A
prstenu. AFLP markeri, medutim, ne izdvajaju ispitivane jedinke ove vrste u
jednu kladu, ve¢ formiraju zajednicku kladu sa jedinkama vrste Th. pannonicus.
U ovoj kladi jedinke ove dve vrste su izmeSane i klada ima bootstrap podrsku
ispod 50%.

Podsekciji Isolepides pripada i vrsta Th. pannonicus. Ova vrsta je po sastavu
etarskih ulja najheterogenija od svih ispitivanih taksona ovog roda. Svaka od
ispitivanih populacija ima svoj hemotip. Po sadrzaju povrsinskih flavonoida
populacije ove vrste se razlikuju kako po koli¢inama, tako i po tipovima
supstitucije u A prstenu. Kod dve populacije prisutna je 5-OH-6,7-diOMe i 5-
OH-6,7,8-triOMe supstituciona Sema u A prstenu, kod jedne 5,6-diOH-7-OMe i
5,6-diOH-7,8-diOMe, kod jedne 5,6-diOH-7,8-diOMe i 5-OH-6,7,8-triOMe, a
kod preostale dve populacije koli¢ine povrsinskih flavonoida su male. Analizom
AFLP markera, jedinke ispitivanih populacija su pomeSane u zajednic¢koj kladi
sa jedinkama Th. marschallianus.

Rrezultati ispitivanja, i fitohemijskih i molekularnih markera, navode na
zakljucak da je podsekcija Isolepides polifiletska. Prema nasim rezultatima, Th.
glabrescens je dobra vrsta, dok ne postoji dovoljna geneti¢ka diferencijacija
izmedu populacija Th. pannonicus i Th. marschallianus. U slu¢aju ove dve vrste,
a imaju¢i u vidu jasne morfoloske razlike, prikladno bi bilo primeniti
filogenetski koncept vrste.

Iz podsekcije Pseudomarginati ispitivane su populacije vrsta Th. balcanus, Th.
moesiacus i Th. praecox. Kod tri ispitivane populacije Th. balcanus, glavne
komponente etarskih ulja su linalil acetat, linalool i mircen, dok su kod jedne
geranial i neral. Kod ispitivane populacije Th. moesiacus najzastupljenija

komponenta etarskog ulja bio je o-terpinil acetat, a kod Th. praecox glavna
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10.

11.

komponenta etarskog ulja je (E)-kariofilen. Kod ispitivanih vrsta iz ove
podsekcije koli¢ina povrsinskih flavonoida je mala ili samo u tragovima. Kod
sve Cetiri populacije Th. balcanus i populacije Th. moesiacus najzastupljeniji je
bio pebrellin, a znaajan je jo§ bio i 5,6-diOH-7,8,3',4'-tetraOMe. lIspitivana
populacija Th. praecox pripada drugom flavonoidnom profilu, posto su prisutni
salvigenin i gardenin B, kao i metoksilovani flavanoni. Molekularni markeri
grupiSu sve jedinke iz ove podsekcije u monofiletsku kladu, koja ima nisku
bootstrap podrSsku. Na nivou vrste, Th. balcanus, Th. praecox i Th. moesiacus
dobro podrzani. Svi ovi rezultati navode na zakljuak da je podsekcija
Pseudomarginati monofiletska, a ispitivane vrste mogu se smatrati dobrim
vrstama.

Rezultati i fitohemijskih i molekularnih ispitivanja pokazuju da su, sa izuzetkom
Th. marschallianus i Th. pannonicus, dobro geneticki diferencirane vrste. U
budu¢im ispitivanjima vrste Th. pulegioides treba ukljuciti populacije sa veceg
prostora, s obzirom da ova vrsta ima veoma $irok areal, kao 1 populacije drugih
vrsta iz podsekcije Alternantes, kao na primer Th. alpestris i Th. comosus.

Kod podsekcije Isolepides, Th. glabrescens je dobro diferencirana vrsta I, da bi
se to potvrdilo u daljim istrazivanjima, treba ukljuciti ve¢i broj populacija sa
Sireg prostora. Imajuéi u vidu da se Th. marschallianus i Th. pannonicus
geneti¢ki nedovoljno razlikuju, za dobijanje jasnije slike odnosa ove dve vrste, u
istrazivanja treba ukljuciti veéi broj populacija, narocito onih koje su geografski
udaljenije. Takode, trebalo bi primeniti jo§ neke molekulane tehnike prikladne
za ispitivanja populacione varijabilnosti, kao Sto su mikrosateliti.

Da bi se dobila jasnija slika o najverovatnije monofiletskom poreklu podsekcije
Pseudomarginati kao i potvrda o odgovaraju¢em shvatanju okvira vrsta, u
daljim ispitivanjima treba ukljuciti veéi broj vrsta i populacija, uz primenu
drugih molekularnih markera..

Na osnovu rezultata istraZzivanja, moZe se zakljuciti da su hemotaksonomski 1
molekularni pristup 1 na ovom modelu pokazali znafajnu kompatibilnost. To
ukazuje na potrebu proucavanja ciljnih taksona sa hemotaksonomskog,
molekularnog, kao i drugih aspekata u reSavanju filogenetskih odnosa i njihovog

taksonomskog statusa. Kombinovanje pristupa je posebno vazno u slucajevima
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kada se radi o grupama c¢iji su predstavnici morfoloski veoma varijabilni i
nedovoljno diferencirani, kao $to su taksoni iz sekcije Serpyllum, kao i iz drugih
sekcija izuzetno kompleksnog roda Thymus. Jedino takav sveobuhvatan pristup
moze da pruzi pouzdaniju sliku o evoluciji 1 filogenetskim odnosima unutar

istrazivane srodnic¢ke grupe biljaka.
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