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VARIJABILNOST TERPENSKOG SASTAVA I MORFOLOSKIH
KARAKTERISTIKA CETINA Taxus baccata L. U SRBIJI

SAZETAK

U radu su ispitani sastav etarskog ulja i morfoloske karakteristike cetina Taxus
baccata L. Uzorkovanje biljnog materijala (Cetina sa grancicama) je izvrSeno u jesen
2012. 1 2013. godine iz tri prirodne populacije tise u Srbiji sa sledec¢ih lokaliteta: Pozar
(Nacionalni park , Tara®), rezervat prirode ,Jelak® (Nacionalni park ,,Kopaonik®) i
spomenik prirode ,,Lazarev kanjon* (planina Malinik).

Sastav 1 sadrzaj etarskog ulja ispitan je na ukupno 47 uzoraka iz sve tri
populacije. Ekstrakcije su vrSene hidrodestilacijom po Clevenger-u, a sastav izolovanog
ulja rastvorenog u pentanu je utvrden GC-FID 1 GC-MS analizama. Ukupno je
detektovana 91 komponenta, od kojih je 87 identifikovano. U sastavu etarskog ulja
preovladuju alifati¢ni alkoholi (43.31%), terpeni (19.34%), alifati¢éni ugljovodonici
(13.18%) 1 alifati¢ni aldehidi (11.09%). Ketoni, masne kiseline, derivati karotenoida,
estri 1 aromati¢na jedinjenja zastupljeni su u manjem procentu. Neidentifikovana
jedinjenja ¢ine 1.96% ulja. Najzastupljenija terpenska frakcija za sve tri populacije su
oksigenovani monoterpeni (13.99%). U etarskom ulju najzastupljenija jedinjenja su 1-
okten-3-ol (23.48%), (Z)-3-heksenol (11.46%) i mirtenol (11.38%).

U radu je ispitana medupopulaciona varijabilnost sadrzaja etarskog ulja pomocu
jednofaktorske analize varijanse, analize glavnih komponenti, klaster analize 1
kanonijske diskriminacione analize. ANOVA je pokazala da se 8 jedinjenja (koja imaju
normalnu raspodelu) statisticki znaCajno razlikuje prema zastupljenosti medu
populacijama (p<0.05): n-oktanal, S-linalol, S-ciklocitral, (E)-£-jonon, eikozanal, trans-
feruginol, trikozanal 1 heksakozan. Analiza glavnih komponenti sa 22 najzastupljenije
hemijske komponente etarskog ulja je pokazala razdvajanje jedinki iz populacija
Kopaonik i Malinik, kao i jedinki iz populacija Tara i Malinik. Sa grafi¢kih prikaza
analize mogu se uociti jedinjenja kojima obiluju pojedine populacije. Jedinke sa Tare
obiluju sadrzajem heksahidrofarnezil acetona, pentakozana, geraniola i mirtenola,
jedinke sa Kopaonika sadrzajem 1-okten-3-ola, 1-okten-3-ona, 3-oktanona, n-nonanala,

palmitinske kiseline i junicedranola, a jedinke sa Malinika sadrzajem n.k. 1, (2)-3-



heksenola, fitola i heptadekana. Statisticki znacajne razlike (Mann-Whitney U test)
utvrdene su u sadrzaju: pentakozana, 1-okten-3-ola, 1-okten-3-ona, 3-oktanona, n-
nonanala, palmitinske kiseline, junicedranola, (Z)-3-heksenola i heptadekana. Klaster
analiza je potvrdila rezultate PCA, tj. da su prema hemijskom sastavu sli¢nije populacije
Tara 1 Kopaonik, dok se populacija Malinik razlikuje. Ovo istraZivanje predstavlja prvo
istrazivanje varijabilnosti populacija tise u odnosu na sadrzaj etarskog ulja.

Regresionom analizom ispitana je linearna zavisnost izmedu klimatskih faktora
(temperature, padavina 1 nadmorske visine) 1 pojedinih komponenti etarskog ulja.
Jedinjenja koja su najjace korelisana sa bioklimatskim varijablama vezanim za
temperaturu vazduha su f-linalol, 1-okten-3-on i n-nonanal. Jedinjenja koja su najjace
korelisana sa bioklimatskim varijablama vezanim za koli¢inu padavina su (Z2)-3-
heksenol i f-ciklocitral. Pretpostavka je da su navedena jedinjenja pod jakim uticajem
abiotiCkih faktora (klimatskih karakteristika i nadmorske visine).

Za ispitivanje morfoloskih karakteristika dvogodis$njih Cetina tise uzorci su
prikupljeni sa 51 jedinke iz tri populacije koje su predmet ovog istrazivanja. U radu je
ispitana  medupopulaciona  varijabilnost morfoloSkih  karakteristika pomocu
jednofaktorske i dvofaktorske analize varijanse, Kruskal-Wallis testa, analize glavnih
komponenti i1 klaster analize. Klaster analiza je pokazala da su prema morfoloskim
karakteristikama (duzini, Sirini 1 povrSini Cetine, odnosu duzine 1 Sirine Cetine, broju
redova stoma na jednoj polovini nali¢ja Cetine 1 gustini stoma) sli¢nije populacije Tara i
Malinik, dok se populacija Kopaonik razlikuje. Jedinke iz populacije Kopaonik se
karakteriSu manjom duzinom, Sirinom, povrSinom i specificnom povrSinom cetina,
manjim odnosom duzine 1 Sirine Cetina 1 manjim brojem redova stoma u odnosu na
jedinke iz populacija Tara i Malinik. Znacajane razlike u morfoloskim karakteristikama
utvrdene su izmedu polova. Zenske jedinke tise u Srbiji imaju zna¢ajno veéu duzinu,
Sirinu 1 povrSinu Cetina, veéi odnos duZzine i Sirine Cetina, broj redova stoma i vecu
gustinu stoma u odnosu na muske jedinke. Regresionom analizom se teZilo utvrdivanju
linearne zavisnosti izmedu klimatskih faktora (temperature, padavina i nadmorske
visine) i morfoloSkih karakteristika. Utvrdeno je da su morfoloske karakteristike kod
zenskih jedinki tise pod jacim uticajem klimatskih faktora, a samim tim da su osetljivije

na promene klime i nose vise informacija o klimi nego muske jedinke.



VARIABILITY OF TERPENE COMPOSITION AND
MORPHOLOGICAL CHARACTERISTICS OF Taxus baccata L.
NEEDLES FROM SERBIA

SUMMARY

In this study, the composition of the essential oil and morphological
characteristics of Taxus baccata L. needles were examined. Plant material (twigs with
needles) was collected in the autumn of 2012 and 2013, from three natural yew
populations in Serbia from the following locations: Pozar (National Park “Tara”), nature
reserve “Jelak” (National Park “Kopaonik™”) and natural monument “Lazarev kanjon”
(Mt. Malinik).

The composition of the essential oil was investigated on a total of 47 samples
from all studied populations. The isolation of oil was performed by hydrodistillation
using Clevenger-type apparatus, and the composition was determined by GC-FID and
GC-MS analyses. Of the 91 detected compounds, 87 were identified. The most
abundant compound classes were aliphatic alcohols (43.31%), terpenes (19.34%),
aliphatic hydrocarbons (13.18%) and aliphatic aldehydes (11.09%). Ketones, fatty acids,
carotenoid derived compounds, esters and aromatic compounds were presented in
smaller amounts. Unknown compounds had an average relative content of 1.96%. In the
terpene fraction, oxygenated monoterpenes dominated (13.99%). The predominant
constituents of the essential oil were 1-octen-3-ol (23.48%), (Z)-3-hexenol (11.46%)
and myrtenol (11.38%).

To assess variability of the essential oil content between studied populations
analysis of variance, principal component analysis, cluster analysis and canonical
discriminant analysis were performed. One-way ANOVA revealed that 8§ (normally
distributed compounds) exhibited statistically significant differences between
populations (p<0.05): n-octanal, f-linalool, f-cyclocitral, (E)-f-ionone, eicosanal,
trans-ferruginol, tricosanal and hexacosane. The principal component analysis of 22
selected compounds revealed differentiations of individuals from populations Kopaonik
and Malinik, as well as individuals from populations Tara and Malinik. The graphical

visualization of analysis showed that individuals from Tara were rich in



hexahydrofarnesyl acetone, pentacosane, geraniol and myrtenol, individuals from
Kopaonik contained high levels of 1-octen-3-ol, 1-octen-3-one, 3-octanone, n-nonanal,
hexadecanoic acid and junicedranol and individuals from Malinik contained high levels
of unknown compound 1, (Z)-3-hexenol, phytol and heptadecane. The statistically
significant differences (Mann-Whitney U test, p<0.05) were determined in the contents
of: pentacosane, 1-octen-3-ol, 1-octen-3-one, 3-octanone, n-nonanal, hexadecanoic acid,
junicedranol, (Z)-3-hexenol and heptadecane. The cluster analysis confirmed that
populations Tara and Kopaonik were more similar, and population Malinik was distinct
according the essential oil content. This is the first investigation of the variability of
Taxus baccata L. populations based on essential oil composition.

The regression analysis was performed to examine linear relationship between
climatic factors (temperature, precipitation and altitude) and essential oil constituents.
The results revealed that f-linalool, 1-octen-3-one and n-nonanal were statistically
significant correlated with bioclimatic factors related to the temperature, while (£)-3-
hexenol and p-cyclocitral were statistically significant correlated with bioclimatic
factors related to the precipitation. It is assumed that listed compounds are under strong
influence of abiotic factors (climate and altitude).

For investigation of morphological characteristics of 2-year-old needles of Taxus
baccata L. samples were collected from 51 trees from three studied populations. The
variability of morphological characteristics between studied populations was assessed
by analysis of variance, Kruskal-Wallis test, principal component analysis and cluster
analysis. The cluster analysis revealed that populations Tara and Malinik were more
similar, and population Kopaonik was distinct, according to morphological
characteristics (needle length, width and area, length to width ratio, number of stomata
rows on one-half of the abaxial needle surface and stomata density). Comparing to
individuals from populations Tara and Malinik, the individuals from Kopaonik were
characterized by the smaller length, width, area and specific leaf area of needles, the
smaller length to width ratio and fewer number of stomata rows. Significant differences
were determined in morphological characteristics between male and female individuals
of Taxus baccata L. Female individuals had significantly greater length, width and
surface of needles, greater length to width ratio, a larger number of stomata rows and

higher stomata density in comparison to male individuals.



The regression analysis was performed to examine linear relationship between
climatic factors (temperature, precipitation and altitude) and morphological
characteristics. It was determined that morphological characteristics of female
individuals are under stronger influence of climatic factors, and therefore females are

more sensitive to climate changes and carry more information about climate than males.
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1. UVOD

,Bioloski diverzitet ili skrac¢eno ,,biodiverzitet™ predstavlja sumu svih bioloskih
varijacija od nivoa gena do ekosistema. Za brojne istrazivace, ne postoji sumnja da ljudi
uniStavaju ovu raznolikost u alarmantnim razmerama. Aktuelno pitanje je u kojoj meri
gubitak biodiverziteta utiCe na funkcionisanje ekosistema. Iako su ulozeni veliki
istrazivacki napori u istrazivanja biodiverziteta, oni su jo§ uvek nedovoljni s obzirom na
vaznost 1 hitnost zadatka (Purvis i Hector, 2000).

lako 95% eksperimentalnih studija potvrduje da diverzitet pozitivno deluje na
funkcionisanje ekosistema, svega 20-50% vrsta je dovoljno za odrzavanje
biogeohemijskih ekosistemskih procesa (Schwartz et al., 2000). Ostale vrste su vazne na
duzim vremenskim skalama i obezbeduju stabilnost ekosistemu u slucaju promena u
zivotnoj sredini. Biodiverzitet takode moze uticati na ekoloske procese kao §to su
pojava herbivora 1 bolesti 1 otpornost zajednica na invaziju (Purvis 1 Hector, 2000).
Eksperimenti koji istrazuju diverzitet su pokazali da su zajednice koje imaju vise vrsta
cesto otpornije na invaziju (Knops et al., 1999; Stachowicz et al., 1999). Diverzitet
jedne grupe organizama Cesto stimuliSe diverzitet drugih grupa koje su sa njom u vezi,
na primer mikorize 1 biljke (Van der Heijden et al., 1998) ili biljke i1 insekti (Knops et
al., 1999).

Razli¢ite populacije jedne vrste ¢e evoluirati u odredenoj meri nezavisno od
drugih, s obzirom na ograni¢en protok gena izmedu njih. Zato je svaka populacija vazna
i dodatno doprinosi diverzitetu (Hughes et al., 1997; Purvis i Hector, 2000).

U istrazivanja biodiverziteta spadaju 1 istrazivanja medupopulacione
varijabilnosti u pogledu morfoloskih, fizioloskih, hemijskih i genetickih karakteristika.
Ova istrazivanja su narocito znacajna kada su u pitanju ugrozene vrste i predstavljaju
polaznu osnovu za sprovodenja mera konzervacije. Takode, ovakva istrazivanja ¢esto
rezultiraju definisanjem novih taksona.

Vrste iz roda Taxus L. su se naSle u fokusu nau¢nog istrazivanja od kada je
dokazana efikasnost taksola (sloZzenog diterpenskog alkaloida) izolovanog iz kore Taxus
brevifolia Nutt. u hemioterapijskom le¢enju raka (Wani et al., 1971). Kao rezultat toga,

sproveden je veliki broj studija koje proucavaju potencijalnu primenu razlicitih



hemijskih konstituenata izolovanih iz tise u medicini (Malik et al., 2011; Khosroushahi
et al., 2006; Navia-Osorio et al., 2002; Hirasuna et al., 1996; Strobel et al., 1993;
Witherup et al., 1990). Paralelno sa ovim istrazivanjima razvija se i interes za bolje
razumevanje kompleksne ekologije Taxus baccata L., kao 1 za zastitu i ouvanje vrste
(Svenning i Magérd, 1999; Dhar et al., 2008; Iszkulo et al., 2009; Piovesan et al., 2009).

Populacije tise u Srbiji su slabo istrazene. Postoji svega nekoliko studija ili
zapisa o njihovom postojanju i biljnim zajednicama kojima pripadaju (Fukarek, 1957,
Misi¢, 1981; Stojanovi¢ i Jovanovi¢, 1989; Sari¢, 1997; Obratov-Petkovi¢ et al., 2002;
Radulovi¢ et al., 2010; Viloti¢ et al., 2011).

Iz svega napred navedenog, namece se potreba ispitivanja varijabiliteta prirodnih
populacija tise u Srbiji koriS¢enjem morfoloskih i hemijskih markera ¢ime bi se dao

vrste, kako na podrucju Srbije, tako i na globalnom nivou.



2. PREDMET ISTRAZIVANJA

2.1. OPIS VRSTE, RASPROSTRANJENJE I ISTORIJA

Tisa (Taxus baccata L.) je tercijarni relikt i autohtona vrsta u Srbiji. Raste kao
zimzeleno drvo ili zbun, visine do 20 m, ¢esto sa viSestrukim isprepletanim stablima i
Siroko zaobljenom ili kupastom krosnjom (Ocokolji¢ i Nini¢-Todorovi¢, 2003; Thomas
1 Polwart, 2003). Ima jako razvijen korenov sistem koji joj obezbeduje mehanicku
potporu i na najnepristupacnijim terenima (kao Sto su kamenjari i strme litice). Tokom
Citavog zivota tise jaCanje korenovog sistema ima prednost u odnosu na rast, $to
predstavlja integralni deo njene ekoloske strategije (Hageneder, 2013).

Taxus baccata L. je rasprostranjena u Evropi, zapadnoj Aziji i severozapadnoj
Africi (Slika br. 1). Na mnogim lokalitetima Sirom Evrope i Mediterana, prirodne
populacije tise su iS¢ezle, a njen areal je sveden na male izolovane populacije ili grupe
stabala (Svenning 1 Magard, 1999; Deforce i Bastiaens, 2007; Dubreuil et al., 2008;
Myking et al., 2009). Objavljene su i brojne studije o naporima za konzervaciju
prirodnih populacija tise u Danskoj (Svenning i Magard, 1999), Austriji (Vacik et al.,
2001; Dhar, 2006; Dhar, 2007; Dhar, 2008; Ruprecht et al., 2009; Klumpp i1 Dhar,
2011), Norveskoj (Myking et al., 2009), Italiji (Piovesan, 2009; Farris et al., 2012),
Grckoj (Katsavou 1 Gantasas, 2012), Portugalu (Vessella et al., 2013) i Irskoj (Devaney
et al., 2014). Glavni razlog za nestajanje populacija tise je nekontrolisana seca Suma
zbog velike upotrebne vrednosti drveta, o ¢emu svedoCe brojni arheoloski nalazi. Od
tisovine pravljeni su lukovi, posude, namestaj, pribor za Sivenje, razne vrste oruda za
rad i alati (Dumitru, 1992 prema Hageneder, 2011; Earwood, 1993 prema Hageneder,
2011). Tisovina se odlikuje velikom c&vrstinom 1 fleksibilnoséu, ali i visokom
otpornoscu na vlagu i proces truljenja, pa je koriS¢ena i za izgradnju brodova i ¢amaca,
cevi za navodnjavanje i slavina na ba¢vama (Hageneder, 2011).

Od 13. veka u Engleskoj je pocela masovna proizvodnja dugih lukova od
tisovine za potrebe vojske (Clark, 1963; Hageneder, 2011). Zbog jedinstvenih
karakteristika beljike 1 sr¢ike, ovi lukovi su predstavljali najjace oruzje u srednjem veku.

Za izradu dugih lukova od tisovine koriS¢en je deo drveta gde se beljika i sréika spajaju,



tako da su oni predstavljali prirodne kompozitne lukove. Zbog cestih ratova koje je
Engleska vodila, Sume tise na Britanskom ostrvu nisu mogle da zadovolje zahteve za
proizvodnjom. U 14. veku Engleska je pocela da uvozi tisovinu najpre iz Irske, a zatim
sa Baltika, iz Nemacke, Holandije, Spanije, Francuske i Italije. Najvise su eksploatisane
mesSovite Sume alpskih predela, Sume Karpata u isto¢noj Evropi i mediteranske Sume u
Spaniji, Italiji i Albaniji. Tisovina iz kontinetalnih podrugja je bila superiornija zbog
sporog rasta u poredenju sa tisovinom sa britanskih ostrva koja raste u vlaznijim
uslovima. Proizvodnja dugih lukova za potrebe ratovanja engleske vojske je dovela do
pustosenja Suma tise Sirom Evrope koje je trajalo do 1589. godine kada je oznacen kraj
»Monopola nad tisom®, jer viSe nije ostalo odraslih stabala koja bi se mogla poseci.
Kraljica Elizabeta I je 1589. godine nalozila zamenu dugih lukova puSkama. U to vreme
jos uvek su luk i strela predstavljali moénije oruzje od vatrenog, ali nije bilo drugog
izbora s obzirom da je svo drvece bilo poseceno (Hageneder, 2011).

Danas se tisovina smatra retkom i skupom drvenom gradom 1 Kkoristi se
uglavnom za proizvodnju furnira i skulptura (Hageneder, 2011).
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Slika br. 1. Rasprostranjenje populacija Taxus baccata L. u Evropi na osnovu pregleda

Jalas 1 Suominen (1973) (preuzeto od Linares, 2013)



OpustoSene populacije tise Sirom Evrope do danas nisu obnovljene. Jedan od
razloga za slabo obnavljanje populacija tise u umerenom regionu su herbivori (Bugala,
1978; Tittensor, 1980; Hulme, 1996; Garcia i Obeso, 2003; Mysterud i Ostbye, 2004;
Perrin et al., 2006; Farris i Filigheddu, 2008). Cetine tise su mekane i soéne (ne sadrze
mehanicko potporno tkivo — sklerenhim), pa su zbog toga omiljena hrana zivotinjama
poput jelena 1 zeCeva, uprkos toksinima (Hageneder, 2013). Pored herbivora,
ograniavaju¢i faktori prirodnog obnavljanja populacija tise su predatori semena,
nepovoljni mikrostaniSni uslovi za razvoj mladih biljaka, geneticka izolacija i
intraspecijska kompeticija (Hulme, 1996; Hilfiker et al., 2004; Piovesan et al., 2009).

Klimatski i antropogeni faktori su doveli do izolacije populacija tise tokom
dugog vremenskog perioda Sto je uticalo na divergenciju populacija kroz ograni¢en
protok gena, inbriding i genetic¢ki drift (Couvett, 2002). MozZe se pretpostaviti da se
male i izolovane populacije tise karakteriSu smanjenom genetickom varijabilnos¢u i
adaptivnom sposobnosS¢u §to povecava rizik od iScezavanja (Chybicki et al., 2011;
Schirone et al., 2010; Gonzalez- Martinez et al., 2010; Dubreuil et al., 2008; Myking et
al., 2009; Hilfiker et al., 2004).

Zbog relativno malog broja individua i populacija, Sume tise su dobile prioritetni
status u skladu sa direktivom Evropske Unije o zastiti staniSta (EU Habitats Directive,
European Commission, 2007).

U Srbiji se prirodne populacije tise nalaze na izolovanim lokalitetima, obi¢no u
klisurama i kanjonima, na strmim planinskim kosinama (Pulevi¢, 2001 prema Obratov-
Petkovi¢, 2002). Ovi refugijumi, tesko dostupni uticaju ¢oveka, omogucili su ocuvanje
brojnih tercijarnih relikata medu kojima je i tisa. Prema IUCN-ovoj crvenoj listi (2013),
tisa je svrstana u kategoriju “Poslednja briga” ("Least Concern"), koju ¢ine taksoni koji
nisu izdvojeni kao zavisni od zastite (Stevanovi¢ i Vasi¢, 1995). U Srbiji je tisa strogo
zaStiena vrsta s obzirom da je vrlo retka 1 ugrozena (Pravilnik o proglasenju i1 zastiti
strogo zaSticenih 1 zaSti¢enih divljih vrsta biljaka, Zivotinja 1 gljiva, “Sluzbeni glasnik

RS”, br. 5/2010).



2.2. EKOLOGIJA VRSTE

Tisa ima jedinstvenu ekoloSku strategiju, koja je u velikoj meri razlikuje od
strategija drugih Sumskih vrsta u umerenoj zoni severne hemisfere (Hageneder, 2013).
Za nju je karakteristicno da izrazito sporo raste, kasno dostize zrelost (oko 70-te godine
zivota), dugovecna je (zivi oko 1000 godina), dobro podnosi senku, raste na razli¢itim
tipovima zemljiSta i veoma je otporna na proces truljenja (Thomas i Polwart, 2003;
Linares, 2013).

Tisa ima veliku mo¢ vegetativnog razmnozavanja. Ima sposobnost adventivnog
rasta, usled cega veliki broj izbojaka raste u osnovi stabla, Sto je redak fenomen kod
golosemenica. Grane koje rastu nisko imaju tendenciju da se spuStaju do zemlje i
ukorenjuju, nakon ¢ega proizvode adventivne izbojke koji rastu vertikalno i postaju
nova biljka. Oborena stabla tise nastavljaju da rastu sve dok je ostvaren dovoljan
kontakt preko korenja, pri Cemu se iz bo¢nih grana ili stabla razvijaju apikalni izbojci.
Takode, za stara stabla tise je karakteristicno da postaju Suplja usled dejstva
specijalizovanih gljiva. U ovim Supljinama iz vegetativne kupe na vrhu stabla rastu
nova stabla prema zemlji i ukorenjuju se. Nova stabla vremenom preuzimaju ulogu
starog 1 na taj nacin se organizam u potpunosti obnavlja. Ovaj proces je dug, ne odvija
se kod svih stabala kroz sve faze i do kraja (Hageneder, 2013).

Tisi najvisSe pogoduju klimati sa blagom zimom, prohladnim letom i velikom
koli¢inom padavina. Ceste magle mogu u odredenoj meri nadomestiti vlagu ukoliko
nema dovoljno padavina. Narocito su znacajne padavine u julu i avgustu, kada se
formiraju pupoljci za sledecu godinu, kao 1 u martu i maju kada se otvaraju ovogodisnji
pupoljci. Minimalna koli¢ina padavina koju zahteva tisa je od 500 do 1000 mm
godisnje, a pogoduju joj i vece koli¢ine (do 2000 mm). Tisa jedino ne toleriSe
stagniraju¢u vodu u zemljistu i1 visoku kiselost. Drugi faktori koji ograni¢avaju rast tise
su: oStre zime, kasni mrazevi, hladni i suvi vetrovi na eksponiranim stanistima 1 susa
(Thomas 1 Polwart, 2003; Pietzarka, 2005; Hageneder, 2013).

Tanka kora €ini tisu podloznom Sumskim pozarima. Medutim, odsustvo smonih
kanala ¢ini da je zapaljivost tise mnogo niza u odnosu na druge Cetinare (Nuflez-
Regueira et al., 1997; Hageneder, 2013).

Temperaturni opseg u kome tisa moZe da vrsi fotosintezu je veoma Sirok. Ona

vr$i fotosintezu i tokom zime do minimalne temperature od -8°C. Zimi ona nadoknaduje



nisku fotosinteticku aktivnost koju je imala tokom letnjih meseci, ispod krosnji
listopadnog drveca (Hageneder, 2013).

Ekoloski faktori koji ogranicavaju areal tise su: niske temperature i fizioloska
susa (uzrokovana smrznutim zemljiStem) na severu; oStra kontinetalna klima sa hladnim
zimama i toplim, suvim letima u Balti¢kim zemljama i Poljskoj na istoku; dugotrajne
suSe u Turskoj na jugoistoku 1 susa i visoke temperature na jugu u severozapadnoj
Africi. Izmedu ovih ekstrema, populacije tise rastu u vlaznim niSama kao $to su doline
reka ili na viSim nadmorskim visinama (gde je veca vlaznost i niZza temperatura).

U Velikoj Britaniji tisa formira guste sastojine u kojima je ona jedina
dominantna vrsta. U ovim sastojinama sporadi¢no se mogu javiti druge vrste, kao $to su
Sorbus aria (L.) Crantz 1 Fraxinus excelsior L., a rede Fagus sylvatica L., Acer
pseudoplatanus L. 1 Quercus robur L. U spratu zbunja samo sporadi¢no se javljaju
Sambucus nigra L., llex aquifolium L. ili Crataegus monogyna Jacq. Takode, u osnovi
stabala tise primetni su ostaci nekadasnjih zbunova Juniperus communis L., koji su
vazni prekursori za formiranje ovih sastojina (Pigott i Rodwell, 1991). Taxus baccata L.
moze kolonizovati ivice Sume i otvorene travne povrSine na strmim i eksponiranim
terenima poput pionirskih vrsta, ali joj je za to potrebna asistencija Zbunova sa so¢nim
plodovima, kao §to su Juniperus communis L., Crataegus spp. 1 Prunus spinosa L.
Soc¢ni plodovi ovih vrsta privlace ptice koje raznose seme tise. U osnovi ovih trnovitih
zbunova, mlade sadnice tise ¢e naéi potrebnu zastitu od herbivora i povoljne
mikroklimatske uslove za razvoj (Pigott i Rodwell, 1991; Hulme, 1996; Garcia et al.,
2000; Mendoza et al., 2009). Na dubljim i vlaznijim staniStima, drugo drvece, a narocito
Fraxinus sp., ¢e konkurisati tisi za osvajanje staniSta i voditi ka formiranju prelazne
sastojine tise i1 jasena. U krajnjem stadijumu ¢e se formirati Suma tise sa mestimi¢nim
stablima jasena ili neke druge vrste (Pigott i Rodwell, 1991). Hageneder (2013) navodi
da je tisa istovremeno pionirska i1 klimaksna vrsta.

U umerenoj zoni, tisa naj¢esce raste u zajednici sa bukvom, bukvom i ¢etinarima
ili hrastovima. U ovakvim zajednicama, tisa opstaje zahvalju¢i velikoj toleranciji na
senku (Thomas i Polwart, 2003; Hageneder, 2013).

Spor rast, velika regenerativna mo¢, efektivno skladistenje resursa, toksi¢nost i
visoka tolerancija na stres ¢ine jedinstvenu ekolosku strategiju koja je tisi omogucila da

prezivi 15 miliona godina i adaptira se na raznovrsne faktore sredine.



2.3. POLNOST

Taxus baccata L. je dvodoma vrsta, mada se kod pripadnika jednog pola mogu
javiti grane sa karakteristikama suprotnog pola. Procenat jednodomih jedinki u
populacijama tise se krece od 1-2%. Takode, moguce su i promene pola kod pojedinih
stabala (Thomas i Polwart, 2003; Hageneder, 2013). Tisa dostize polnu zrelost od 30-35
godine zivota, a ako raste u zatvorenom sklopu od 70-120 godine zivota (Hageneder,
2013). Cvetni pupoljci se formiraju u drugoj polovini leta, a otvaraju u prolece naredne
godine (u uslovima umereno-kontinentalne klime marta-aprila). Cvetovi su sitni 1
mnogobrojni. Muski cvetovi imaju precnik 2-3 mm (Slika br. 2), a Zenski su za tre¢inu
manji. Zenske jedinke proizvode vise cvetova kada su izloZene vedem intezitetu

svetlosti (Pietzarka, 2005).

Slika br. 2. Cvetovi na muskom stablu tise u parku ,,Slavujev potok* u Beogradu (Foto:

Stefanovi¢, 2014)

Tisa se opraSuje vetrom, ali moze se opraSivati i entomofilno. Seme tise je
ovalno, dimenzija 6-7 x 5 mm, braon-zute boje i dozreva u jesen prve godine. Seme ima
tvrdu semenjacu i delimi¢no je okruzeno mesnatim arilusom, dimenzija oko 9 x 7 mm.
Boja arilusa je crvena kod osnovne vrste, a kod kultivara moze biti narandzasta ili

zlatna. Arilus je jedini deo tise koji nije toksican za sisare (kada je zreo), a razvija se iz



dela gde je seme pricvrs¢eno za biljku. Njegova uloga je da zastiti seme i privuce ptice
koje ga dalje raznose. Seme tise najc¢esce klija u drugoj ili trecoj godini. Zbog arilusa
koji podseca na bobicu tisa je dobila naucni naziv Taxus baccata L. (,,baccata“ znaci ,,sa
bobicama*).

Kao dvodoma vrsta, tisa predstavlja retkost medu cetinarima. Dvodomost se
javlja kod 6-9% vrsta visih biljaka (Sakai 1 Weller, 1999) 1 najzastupljenija je kod
drvenastih vrsta, posebno onih koje se oprasuju vetrom (Freeman et al., 1980). Prema
Popovi¢ i sar. (2012), od ukupno 108 drvenastih vrsta u Srbiji koje su bile obuhvaéene
analizom, 28% je hermafroditno, 43% jednodomo i 29% dvodomo.

Brojne studije su pokazale da postoji veca verovatnoca za iS¢ezavanje dvodomih
vrsta u odnosu na vrste sa drugacijim reproduktivnim sistemima (Heilbuth, 2000;
Vamosi 1 Vamosi, 2005). Kao jedan od glavnih razloga zasto su dvodome vrste
podloznije iS¢ezavanju navodi se to da polovi imaju nejednaka energetska ulaganja u
reprodukciju (Delph, 1990; Krischnik i Denno, 1990a; Krischnik i Denno 1990b;
Cipollini 1 Stiles, 1991; Allen i Antos, 1993; Laporte i Delph, 1996; Cipollini i
Whigham, 1994; Massei et al., 2006; Iszkulo et al., 2009). Reproduktivna ulaganja
mogu direktno uticati na rast i razvoj vegetativnih organa (Obeso, 1997; Leigh i
Nicotra, 2003; Leigh et al., 2006; Zunzunegui et al., 2006). U najvecem broju slucajeva,
zenske jedinke rastu sporije od muskih i imaju manji pre¢nik debla (Obeso, 2002; Leigh
et al., 2006; Montesinos et al., 2006; Iszkulo et al., 2009; Gao et al., 2010). U stresnim
uslovima sredine Zenske jedinke imaju veéu stopu mortaliteta (Sawyer i Anderson,
1998; Espirito-Santo et al., 2003; Massei et al., 2006; Xu et al., 2008). Odnos polova u
populacijama ¢esto nije jednak (de Jong i van der Meijden, 2004) i moZe biti pokazatelj
adaptacije na odredene uslove sredine (Vessella et al., 2015). Muske jedinke najvise
ulazu u reprodukciju u periodu cvetanja. Za razliku od muskih, Zenske jedinke imaju
velika energetska ulaganja 1 za vreme, 1 nakon cvetanja, u periodu sazrevanja semena
(Obeso, 2002).

Razlike izmedu muskih i Zenskih jedinki tise su tipi¢ne za dvodome vrste.
Muske jedinke tise su viSeg rasta i imaju veéi pre¢nik debla. Odnos polova u
populacijama se menja sa starenjem populacije u korist muskih jedinki (Iszkulo et al.,

2009). Sa povecanjem koli¢ina padavina povecava se i zastupljenost zenskih jedinki tise



u populacijama, $to ukazuje da Zenske jedinke imaju vece zahteve za vlagom (Freeman
et al., 1976; Iglesias 1 Bell, 1989; Bertiller et al., 2002; Iszkulo et al., 2009).

Ova korelacija ukazuje na vecu stopu mortaliteta Zenskih jedinki na suvljim
staniStima na ivicama areala vrste. Visi zahtevi za vodom zenskih jedinki potvrduje i
¢injenica da vlazniji regioni imaju veéi procenat dvodomih vrsta (12-20%) (Ward et al.,

2002; Krishnan 1 Ramesh, 2005).

2.4. TAKSONOMIJA

pododeljak Pynophyta

klasa Pinopsida

red Pinales Gorozh.

familija Taxaceae S.F. Gray

rod Taxus L.

Tokom istorije u klasifikaciji biljaka, pozicija tise je Cesto bila kontraverzna.
Tisa je smeStena medu cetinare, u red Pinales Gorozh., ali je karakteriSu neke
specifi¢nosti u odnosu na ovu grupu biljaka. Naime, tisa nema smone kanale i ne
obrazuje §isarice.

Sahni (1920) je prvi izdvojio rodove Taxus L., Torreya Arm. 1 Cephalotaxus
Siebold & Zucc. ex Endl. u poseban red Taxales Knobl. na osnovu karakteristika
semena. Nekoliko kasnijih klasifikacija je podrzalo ovo odvajanje reda Taxales Knobl.
od reda Coniferales (Pinales Gorozh.) (Arnold, 1948 prema Singh, 2006; Florin, 1948;
Pant, 1957 prema Singh, 2006; Bierhorst, 1971 prema Singh, 2006; Sporne, 1974 prema
Singh, 2006; Taylor, 1981 prema Singh, 2006; Stewart, 1983; Holmes, 1986 prema
Singh, 2006). Medutim, kasnije prikupljeni podaci o proembriogeniji (Doyle, 1963;
Singh, 1978 prema Cheng et al., 2000; Dogra, 1980 prema Cheng et al., 2000), kao i
hemijskim (Hegnauer, 1988), morfoloskim (Hart, 1987) i molekularnim (Raubeson i
Jansen, 1992; Chase et al., 1993; Chaw et al.,, 1993; Stefanovic et al., 1998)
karakteristikama Taxaceae S.F. Gray pruzaju dovoljno dokaza da se ova familija svrsta

medu cCetinare u red Pinales Gorozh. (Cheng et al., 2000).
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Carl Linnaeus (1753) je u svojoj knjizi “Systema Naturae” opisao jednu vrstu
tise — evropsku tisu Taxus baccata L. sa rasprostranjenjem u Evropi 1 Kanadi.

U toku 20. veka, botanicari su podelili rod 7axus L. na 8 vrsta prema
geografskom rasprostranjenju: Taxus baccata L. u Evropi, severnoj Africi i
jugozapadnoj Aziji (Franco, 1964 prema Spjut, 2007b), Taxus cuspidata Siebold &
Zucc. u umerenom pojasu istoéne Azije (Kriissmann, 1985; Ohwi, 1965 prema Spjut,
2007b), Taxus wallichiana Zucc. na Himalajima (Kriissmann, 1985 prema Spjut,
2007b), Taxus sumatrana (Miq.) de Laub. u juznoj Kini, na Filipinima, Tajvanu,
Sulavesiju i Sumatri (de Laubenfels, 1988), Taxus globosa Schltdl. u severnoj
centralnoj Americi do Meksika (Ferguson, 1978), Taxus brevifolia Nutt. na
severozapadu Severne Amerike (Ferguson, 1978; Hils, 1993 prema Spjut, 2007b),
Taxus floridana Nutt. ex Chapm. na zapadnoj Floridi (Ferguson, 1978; Price, 1990;
Hils, 1993 prema Spjut, 2007b) i Taxus canadensis Marshall na severoistoku Severne
Amerike (Ferguson, 1978; Price, 1990; Hils, 1993 prema Spjut, 2007b). Richard W.
Spjut (2000) je predstavio taksonomiju roda 7axus L. zasnovanu na morfoloSkim
parametrima. Prema njegovoj klasifikaciji (Spjut, 2007a; Spjut, 2007b), rod Taxus L.
obuhvata 24 vrste i 55 varijeteta, svrstanih u tri grupe: Wallichiana, Baccata i
Sumatrana.

Na osnovu morfoloskih i hemijskih analiza neki autori smatraju da se vrste iz
roda Taxus L. mogu podvesti pod jednu — Taxus baccata L. (Pilger, 1903 in Hageneder,
2013; Elwes 1 Henry, 1906; Fukarek, 1957; Burns i Honkala, 1990; Demspey i Hook,
2000) s obzirom da medu njima nisu ustanovljene razlike od taksonomskog znacaja.
Hageneder (2013) navodi da novija geneticka istrazivanja pruzaju dovoljno dokaza da
se vrste iz roda Taxus L. ipak mogu podvesti pod jednu. To bi znacilo da tisu
karakteriSe Sirok opseg morfoloske plasti¢nosti, StaviSe opisano je vise od 70 varijeteta i
kultivara (Cope, 1998; Thomas i Polwart, 2003). Naravno, geografska pozicija ¢e
usloviti izvesne adaptacije u populacijama koje egzistiraju u razli¢itim klimatskim

uslovima.
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2.5. ISPARLJIVE HEMIJSKE KOMPONENTE

2.5.1. Definicija i znacaj

Biljke sintetiSu Sirok opseg organskih jedinjenja koja se mogu klasifikovati kao
primarni ili sekundarni metaboliti, ali u nekim slu¢ajevima ne postoji jasna granica
izmedu ove dve grupe. Primarni metaboliti su jedinjenja koja imaju fundamentalne
uloge u procesima fotosinteze, disanja, rasta i razvoja. Oni obuhvataju fitosterole,
lipide, nukleotide, aminokiseline 1 organske kiseline. Sekundarni metaboliti takode
imaju vaznu ulogu u fizioloskim procesima biljaka i uti¢u, izmedu ostalog, 1 na njihovu
fertilnost. Sekundarni metaboliti se javljaju kod ograni¢enog broja vrsta biljaka i mogu
posluziti u sistematici i analizi utacaja genetiCkih i sredinskih faktora. Sekundarni
metaboliti imaju klju¢nu ulogu u zastiti biljaka od herbivora i mikrobnih infekcija,
zatim u privlacenju polinatora i Zivotinja koje raznose seme, kao alelopatski agensi, u
zastiti od UV zra€enja i kao signalni molekuli u formiranju azoto-fiksiraju¢ih korenskih
nodula kod leguminoza. Sekundarni metaboliti imaju primenu kao boje, vlakna,
lepkovi, voskovi, aditivi za poboljSanje ukusa, lekovi i1 parfemi, a takode su potencijalni
izvori prirodnih lekova, antibiotika, insekticida i1 pesticida (Croteau et al., 2000;
Dewick, 2002).

Na osnovu nacina biosinteze sekundarni metaboliti se mogu svrstati u tri grupe:
(1) flavonoidi i druga fenolna i polifenolna jedinjenja, (2) terpenoidi i (3) alkaloidi i
jedinjenja koja sadrZe sumpor (Crozier et al., 2006).

Mesavine isparljivih jedinjenja 1 etarska ulja, koje predstavljaju mirisne
konstituente biljaka, su najéesée u teCnom obliku na sobnoj temperaturi, slabo
rastvorljive u vodi 1 lako rastvorljive u organskim rastvara¢ima (Sari¢, 1989;
Fugueiredo, 2008). U hemijskom pogledu etarska ulja su vrlo sloZzene smeSe razlicitih
alifatskih, hidroaromatskih i aromati¢nih jedinjenja. Glavni i najces¢i sastojci su razni
terpeni i njihovi derivati (Sari¢, 1989).

Terpeni su sekundarni metaboliti ¢ija je osnovna jedinica strukture izopren,
jednostavni ugljovodoni¢ni molekul, 1 predstavljaju najbrojnije 1 strukturno
najraznovrsnije prirodne produkte biljaka. Terpenoidi nastaju modifikacijom terpena,

kao na primer dodatkom kiseonika (Zwenger, 2008). Prema broju izoprenskih jedinica
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terpeni su podeljeni na: monoterpene, seskviterpene, diterpene, sesterterpene, triterpene,
tetraterpene 1 politerpene.

U proteklim decenijama intezivno se tragalo za novim bioloski aktivnim
supstancama. Izmedu ostalog, veliki broj istrazivanja je usmeren na ispitivanja
antimikrobnog i antioksidativnog dejstva etarskih ulja i isparljivih jedinjenja.

Aromaticne biljke 1 etarska ulja se upotrebljavaju pre svega u hemijsko-
farmaceutskoj industriji 1 apotekama za izradu lekovitih preparata, zatim u proizvodnji
kozmeti¢kih 1 parfimerijskih proizvoda, u prehrambeno-konzervnoj industriji kao
zacini, u industriji bezalkoholnih i alkoholnih napitaka, poslastica i sli¢nih proizvoda, u
duvanskoj industriji itd. (Sari¢, 1989). Pored toga, etarska ulja se mogu koristiti u zastiti
useva protiv Steto¢ina i imaju Sirok spektar aktivnosti $to umanjuje rizik razvoja
rezistentnih patogenih sojeva. Takode, ne postoji opasnost od njihove akumulacije u
zivotnoj sredini (Figueiredo, 2008).

Etarska ulja ili neke njithove komponente imaju primenu u hemotaksonomiji.
Terpeni se Cesto koriste u istrazivanjima diverziteta i1 geografske varijabilnosti vrsta,
naroCito kod dcetinara. Otto i Wilde (2001) su ukazali na znacaj terpenoida u
hemotaksonomiji i filogeniji Cetinara, kao i njihovu primenljivost kao genetickih
markera na razliCitim taksonomskim nivoima. Terpeni cetinara, kao ekoloski i
hemotaksonomski markeri, najpre su kori§¢eni na nivou roda, i to Pinus L. (Mirov,
1961), Picea A. Dietr. (von Rudloff, 1967), Abies Mill. (Zavarin, 1968), a kasnije i na
nivou familija Pinaceae Lindley i Cupressaceae Bartlett (von Rudloff, 1975; Yatagai i
Sato, 1986). Medutim, terpeni se mnogo ceS¢e koriste za procenu geografske
varijabilnosti vrsta (von Rudloff, 1973; Lapp i von Rudloff, 1982).

Diverzitet terpena moze ukazati na geneticki diverzitet (Loreto, 2002). Razliciti
hemotipovi u okviru iste vrste podrazumevaju prisustvo razliCitih sekundarnih
metabolita (npr. terpena), kao i razlike u njihovim relativnim koncentracijama (na
primer kod Petrakis et al., 2000; Lahlou i Berrada, 2003; Thoss et al., 2007; Arrabal et
al., 2012; Lakusi¢ et al., 2012; SteSevi¢ et al., 2014). Mnoge vrste se odlikuju izuzetnim
diverzitetom terpena. Pitanje zasto biljke ulazu resurse u sintezu toliko razlicitih terpena
je Cesto predmet rasprave ekologa. Jones i Firn (1991) su predstavili model zasnovan na
jednostavnom predlogu: potencijalna bioloska aktivnost je retka karakteristika

molekula. Prema ovom modelu, evolucija ¢e favorizovati organizme koji mogu da
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proizvedu i1 odrze hemijski diverzitet uz mala energetska ulaganja. Organizmi (biljke)
koji proizvode veliki broj hemijskih jedinjenja imaju vece Sanse da povecaju vitalnost,
jer §to je veéi hemijski diverzitet, veca je Sansa da se proizvede potencijalno bioloski

aktivno jedinjenje (Firn i Jones, 1996; Firn i Jones, 2003).

2.5.2. Varijabilnost isparljivih komponenti

Brojni faktori uti¢u na proizvodnju isparljivih hemijskih jedinjenja kod biljaka,
Sto znacajno otezava razvijanje modela koji predvidaju koli¢ine sekundarnih metabolita
u razli¢itim ekoloskim uslovima. Stoga konstrukcija takvih modela predstavlja jedan od
najvecih izazova u pitanjima vezanim za sekundarni metabolizam biljaka (Ormefio et
al., 2008).

Produkcija sekundarnih metabolita, kao na primer terpena, je najceS¢e pod
udruzenim uticajem ekoloskih uslova i genetike (Hamilton et al., 2001). Postoje primeri
gde su koncentracije sekundarnih metabolita pod uticajem varijacija iz spoljasnje
sredine (Herms 1 Mattson, 1992; Marquis, 1992 prema Hamilton et al., 2001; Koricheva
et al., 1998). Medutim, u ovakvim primerima ne moze se zakljuciti da je efekat
spoljasnje sredine nezavistan od dejstva gena. Moguce je da spoljasnja sredina direktno
deluje na ekspresiju gena, uzrokujuc¢i indukciju ili supresiju (Hamilton et al., 2001).
Kod vrsta iz rodova Abies Miller, Achillea L., Clarkia Pursh, Cupressus L., Juniperus
L., Perilla L., Pinus L., Salvia L. i Thymus L. je dokazano da je sastav etarskog ulja
genetiCki determinisan (Figueiredo et al., 1997 prema Figueiredo et al., 2008; Stahl-
Biskup 1 Saez, 2002; Theis i Lerdau, 2003; Nemeth, 2005).

Drugi bioticki faktori koji uticu na proizvodnju terpena kod biljaka su:
kompeticija izmedu biljaka (Ormefio et al., 2007a; Ormefo et al., 2007b), polinatori
(Cassard et al.,, 2004), mehanicke povrede (Pasqua et al., 2002), herbivori, virusi,
bakterije 1 gljive (Panizzi et al., 1993; Lahlou i Berrada, 2003; Giordani et al., 2004).
Terpeni su takode osetljivi na abioticke faktore kao S§to su: ultravioletno B zracenje
(Zavala i Ravetta, 2002), intenzivni uslovi vodenog stresa (Delfine et al., 2005; Ormefio
et al., 2007c), visoke temperature i intezitet svetlosti (Flesh et al., 1992; Wassner i

Ravetta, 2005) 1 ozon (Kainulainen et al., 2000).
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Brojne studije su sprovedene u cilju da se ispitaju varijacije u sastavu etarskog
ulja izmedu populacija iz razli¢itih geografskih oblasti (na primer kod Satureja montana
L. 1 Satureja kitaibelii Wierzb. Ex Heuff — Slavkovska et al., 2011; Rosmarinus
officinalis L. — Diab et al., 2002 i1 Jordan et al., 2013; Pinus halepensis Miller — Ghanmi
et al., 2005 1 Djerrad et al., 2015; Salvia tomentosa Mill. — Hanlidou et al., 2014).

U Srbiji 1 regionu sprovedena su istrazivanja varijabilnosti sastava etarskog ulja
iz Cetina na slede¢im vrstama: Picea omorika (Pancic) Purk., Pinus peuce Griseb.,
Pinus heldreichii Christ (Nikoli¢ et al., 2007, 2008, 2009, 2011, 2014, 2015; Nikoli¢,
2008; Bojovi¢ et al., 2011), Pinus nigra J.F. Arnold (Bojovic et al., 2005; Sarac et al.,
2013; Sarac, 2014) i nekoliko vrsta i varijeteta kleke (Juniperus deltoides R.P. Adams —
Rajcevi¢ et al., 2013, 2015; Rajcevi¢, 2015; Juniperus communis L. 1 Juniperus
macrocarpa Sibith.&Sm. (Rajcevi¢, 2015). Glavni cilj ovih istrazivanja bio je da se
pro$iri znanje o diverzitetu i taksonomiji ovih vrsta. Kod svih vrsta ustanovljena je
visoka varijabilnost izmedu i unutar populacija, kao i specifi¢nost pojedinih populacija
u pogledu sastava etarskog ulja. Veza izmedu odredenih ekoloskih faktora (geoloske
podloge) i diverziteta terpena ustanovljena je kod Pinus heldreichii Christ. i Pinus
peuce Griseb., ali ne i kod Picea omorika (Pancic) Purk. (Nikoli¢ et al., 2011),

Juniperus communis, J. deltoides 1 J.macrocarpa (Rajcevi¢, 2015).

2.5.3. DosadasSnja istraZivanja isparljivih komponenti roda Taxus L.

Do danas je objavljeno svega nekoliko studija o isparljivim komponentama
izolovanim iz roda Taxus L.

Prvu studiju o glikozidno vezanim isparljivim jedinjenjima iz cetina Taxus
baccata L. koja su izolovana enzimskom hidrolizom sa f-glukozidazom objavili su
Merkx i Svendsen (1990). Oni su registrovali samo tri jedinjenja: 1-okten-3-ol (>50%),
eugenol (0.5-5%) 1 (£)-3-heksenol (<0.5%).

Jean 1 sar. (1993) analizirali su etarsko ulje i glikozidno vezana isparljiva
jedinjenja iz Taxus canadensis Marsh. Biljni materijal je sakupljen sa obale jezera Sen
Zen u Kvebeku. U etarskom ulju iz svezih Getina i grandica T. canadensis Marsh.
identifikovano je 18 jedinjenja. Kao glavni konstituenti etarskog ulja iz sveZzih Cetina

zabelezeni su 1-okten-3-ol (44.6%) i (E)-2-heksenal (24.13%). U vecem procentu
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zastupljeno je 1 jedinjenje koje su autori predstavili samo molekularnom formulom
(CsH140), a koje bi, na osnovu retencionog vremena, moglo da bude I1-okten-3-on.
Cetiri monoterpenska alkohola su prisutna u malim koli¢inama: mirtenol (0.68%),
geraniol (0.20%), p-menta-2-en7-ol (0.52%) 1 p-menta-1,8-dien-7-0l (0.84%), kao i
jedan seskviterpenski alkohol okcidentalol (1.41%). Jean i sar. (1993) zakljucuju da je
ulje T. canadensis Marsh. siroma$no monoterpenima u odnosu na druge Cetinare.

Jean 1 sar. (1993) ispitali su i1 sastav aglikona koji su ekstrahovani nakon
hidrolize suvih €etina pomocu S-glukozidaze i celulaze. U oba slucaja glavni aglikoni
su 3,5- dimetoksifenol i 1-okten-3-ol, ali njihov procenat varira u zavisnosti od enzima
koji je koriS¢en u ekstrakciji.

Erdemoglu i sar. (2003) su prvi objavili studiju u kojoj su GC-MS analizom
ispitali isparljive komponente iz Cetina Taxus baccata L. Materijal je sakupljen u
Turskoj u oblasti Rize na nadmorskoj visini od 1100m. Erdemoglu i sar. (2003) su
ispitali sastav ulja dobijenog hidrodestilacijom iz suvih (uzorak A) i iz svezih Cetina
(uzorak B) nakon enzimske hidrolize. Utvrdeno je da oba uzorka imaju slican hemijski
sastav u odnosu glavne klase isparljivih jedinjenja; 61-63% ulja ¢ine masne kiseline 1
njihovi estri, a 6-14% alifaticna jedinjenja. Terpenoidi ¢ine svega 6.4-9.3% ulja. 1z ulja
dobijnog iz suvih Cetina identifikovano je 65 jedinjenja, dok je iz ulja svezih Cetina
identifikovano 63 jedinjenja. Glavni konstituenti ulja su palmitinska kiselina u uzorku A
(22.5%) 1 uzorku B (19.6%), kao i dekanska kiselina u uzorku A (12.6%) i uzorku B
(19.5%). Druga jedinjenja koja su zastupljena u ve¢em procentu su: laurinska kiselina u
uzorku A (5.9%) i u uzorku B (8.1%), miristinska kiselina u uzorku A (8.0%) 1 u uzorku
B (2.1%), dekanol u uzorku A (3.6%) i uzorku B (5.4%) i heksahidrofarnezil aceton u
uzorku A (4.7%) 1 u uzorku B (1.6%).

Khan 1 sar. (2006) su ispitali sastav etarskog ulja dobijenog hidrodestilacijom iz
svezih Cetina 7. wallichiana Zucc. Uzorci su sakupljeni u oblasti severnih Himalaja u
Gulmargu u Dzamu i Kasmiru. GC i GC-MS analizama identifikovano je 62 jedinjenja
u etarskom ulju. Glavni konstituenti su (£)-2-okten-1-ol (14.5%), n-pentakozan (8.1%),
kariofilen oksid (7.1%), 1-oktanol (6.5%), heksanska kiselina (5.5%) 1 (£)-3-heksenol
(4.1%). Khan i sar. (2006) uporedili su svoje rezultate na Taxus wallichiana Zucc. sa
rezultatima Jean i sar. (1993) na Taxus canadensis Marsh. Nadeno je 6 jedinjenja koja

su zajednicka za T. wallichiana Zucc. 1 T. canadensis Marsh. Od ovih Sest jedinjenja,
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koli¢ina (Z)-3-heksenola (4.1 1 2.0%) je 2 puta, eugenola (0.9 1 0.2%) 4-5 puta, kao i
oktanola (6.5 1 0.6%) 1 geraniola (2.4 10.2%) 10—12 puta ve¢a kod T. wallichiana Zucc.
nego kod 7. canadensis Marsh. Sa druge strane, koli¢ina n-heksenola (1.0 1 0.6%) i
mirtenola (0.7 1 0.3%) je oko dva puta veca kod 7. canadensis Marsh. nego kod T.
wallichiana Zucc. Khan i sar. (2006) zakljuCuju da se sastav etarskog ulja himalajske i
kanadske tise u velikoj meri razlikuje Sto se moze pripisati geografskom poreklu i
uslovima sredine.

Radulovi¢ i sar. (2010) su prvi ispitali sastav etarskog ulja Taxus baccata L.
dobijenog direktno iz biljnog materijala (bez podvrgavanja nekom tretmanu pre
hidrodestilacije). Biljni materijal (Cetine 1 grancice) je sakupljen iz prirodne populacije
tise u klisuri reke Jerme u jugoistocnoj Srbiji. GC-MS analizama je identifikovano 62
jedinjenja u ulju dobijenom iz svezih Cetina i granica Taxus baccata L. Pet glavnih
konstituenata su: heksahidrofarnezil aceton (18.3%), mirtenol (18.3%), (£)-3-heksenol
(6.0%), 3-metil-2-butenska kiselina (5.9%) 1 trikozane (5.5%). Najzastupljenija klasa
jedinjenja su terpenoidi (28.2%), za razliku od istrazivanja Erdemoglu i sar. (2003) gde
ova klasa jedinjenja ¢ini svega 6.4-9.3% ulja. U vecem procentu zastupljeni su i
derivati karotenoida (18.4%), n-alkani (18.4%) 1 isparljiva organska jedinjenja (“green
leaf volatiles*) (12.0%). Masne kiseline i njithovi estri ¢ine 7.2% ulja, za razliku od
rezultata Erdemoglu i sar. (2003) gde ova klasa jedinjenja ¢ini najveéi deo ulja (61—
63%). Radulovi¢ i sar. (2010) navode da su monoterpenoidna i diterpenoidna frakcija
ulja u njihovim istrazivanjima i istrazivanjima tise iz Turske slicne. Medutim, u ulju
dobijenom iz tise u Srbiji nisu detektovani seskviterpenoidi, za razliku od ulja iz tise u
Turskoj. Kao mogucée objasnjenje za to, Radulovi¢ i1 sar. (2010) navode da su
seskviterpenoidi u tisi glikozidno vezani i ne isparavaju u uslovima hidrodestilacije. Oni
takode navode da su samo muske jedinke bile predmet njihovog istrazivanja i da su
moguce razlike u hemijskom sastavu na nivou polova. Radulovi¢ i sar. (2010)
zaklju€uju da najviSe sli¢nosti prema hemijskom sastavu imaju ulja dobijena iz tise iz
Srbije 1 Turske, s obzirom da su samo u njima detektovani derivati karotenoida, masne

kiseline 1 estri.
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2.5.4. Veza isparljivih komponenti i klimatskih faktora

Proizvodnja etarskog ulja je u velikoj meri zavisna od vremenskih prilika
(Figueiredo et al., 2008).

U istrazivanjima LakusSi¢ i sar. (2012) ispitana je linerana zavisnost hemijskih
konstituenata etarskog ulja Rosmarinus officinalis L. od bioklimatskih, geografskih i
orografskih karakteristika. Istrazivanjem je obuvaceno 10 populacija ruzmarina sa
Balkanskog poluostrva. Regresiona analiza je pokazala da bioklimatski faktor
temperatura stanista predstavlja dominantan abioticki faktor, koji vodi ka diferencijaciji
populacija Rosmarinus officinalis L. u proucavanom podruc¢ju i stvaranja nekoliko
hemotipova. Bioklimatski faktori koli¢ina padavina i vlaznost nisu pokazali jak uticaj
na varijabilnost sastava etarskog ulja ruzmarina. Rezultati LakuSi¢ i sar. (2012)
potvrduju pretpostavku da je geografska distribucija razli¢itih tipova etarskog ulja
Rosmarinus officinalis L. jako povezana sa klimatskim karakteristikama staniSta i1 da
geografski polozaj populacije predstavlja vazan faktor koji utie na hemijski sastav

etarskog ulja.

2.6. MORFOLOSKE KARAKTERISTIKE CETINA

2.6.1. MorfoloSke karakteristike ¢etina Taxus baccata L.

U proucavanjima geografske varijabilnosti vrsta, teziSte je na biohemijskim 1
genetiCkim istrazivanjima. Pa ipak, prilikom determinisanja novih formi morfoloski
markeri su najpouzdaniji.

Do sada je objavljen veliki broj studija o morfoloskim karakteristikama Cetina
tise (Strobel 1 Hess, 1996; Di Sapio et al., 1997; Cope, 1998; Dempsey i Hook, 2000;
Spjut, 2007a; Spjut, 2007b; Zarek, 2007; Iszkulo et al., 2009; Schirone et al., 2010;
Vessella et al., 2013), ali koliko je poznato, populacije tise u Srbiji nisu istraZzene.

Cetine Taxus baccata L. su usko linearne, zagiljenog vrha i asimetri¢ne osnove
na kratkoj peteljci, na licu tamnozelene i sjajne, a na nali¢ju bledo zelene. Na preseku su
Cetine dorzoventralno konveksne sa povijenim rubom i istaknutim lisnim nervom na
nali¢ju (Di Sapio et al., 1997). Na izbojcima su Cetine spiralno rasporedene; dugacke od

10 do 30 mm (retko do 45 mm), Siroke 2 do 3 mm, bez smonih kanala. Trajnost Cetina
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je 4-8 godina (Thomas i1 Polwart, 2003; Ocokolji¢ i Nini¢-Todorovi¢, 2003). U pogledu
morfoloSkih karakteristika Cetina, tisa je veoma varijabilna.

Stome se nalaze samo na nali¢ju Cetina u uzduZnim redovima grupisanim u dve
celine koje odvaja lisni nerv (Di Sapio et al., 1997). Broj redova stoma na jednoj
polovini nali¢ja Cetine je od velike vaznosti za klasifikaciju vrsta u okviru roda Taxus L.
Severnoamericke Taxus L. vrste imaju 3-5 redova stoma na jednoj polovini nali¢ja
cetine, dok vrste iz Evrope 1 Azije karakteriSe 7-10 redova. Prema Spjut (2007b), Cetine
tise iz Evrope i sa Mediterana naj¢eS¢e imaju 8-10 redova stoma na jednoj polovini
nali¢ja Cetine. Osim ove karakteristike, za taksonomiju je od znacaja i raspored
papiloznih epidermalnih cCelija koje se nalaze izmedu stoma. Kombinovanjem ove dve
morfoloske karakteristike moze se dobiti koristan dihotoman klju¢ za taksonomiju roda
Taxus L., pomocu koga se mogu odvojite neke, ali ne sve vrste (Strobel 1 Hess, 1996).

Stomini otvori su okruzeni sa 4-8 pomo¢nih papilarnih ¢elija koje ¢ine ,,Florinov
prsten” (Spjut, 2007b). Sirenje i skupljanje pomoénih Celija regulise zatvaranje i
otvaranje stoma, a samim tim i razmenu gasova.

Mnogi autori (Salisbury, 1928; Mitchell, 1998; Dempsey 1 Hook, 2000; Iszkulo
et al., 2009; Schirone et al., 2010) smatraju da je gustina stoma znacajna taksonomska i
ekoloska karakteristika. Salisbury (1928) je zabelezio da prose¢na gustina stoma kod
Taxus baccata L. iznosi 115 stoma po mm?, dok je Mitchell (1998) izmerio proseénu
gustinu od 89.4 stoma po mm? za &etine na punoj svetlosti. Dempsey i Hook (2000) su
zabelezili vrednosti izmedu 82.28 i 119.53 stoma po mm” kod razli¢itih kultivara Taxus
baccata L., kao 1 vece vrednosti kod drugih vrsta iz roda Taxus L. Iszkulo 1 sar. (2009)
su izmerili veéu gustinu stoma kod Zenskih (75.06 stoma po mm?) u odnosu na muske
jedinke (68.64 po mm?). Schirone i sar. (2010) su zabelezili gustinu stoma od 138.12 po
mm” za tisu iz Italije (Karpineto Romano) i ¢ak 231.87 stoma po mm’ za tisu sa
Azorskih ostrva. Vessella i sar. (2013) navode vrednosti od 141.87 stoma po mm” za
tisu iz Italije (Rozelo) i 194.57 stoma po mm® za tisu sa Madeire. Prema Hageneder

(2013) &etine tise imaju od 59 do 119 stoma po mm”.
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2.6.2. Dosadas$nja istraZivanja morfoloskih karkateristika cetina

roda Taxus L.

Strobel 1 Hess (1996) su pokusali da uoce razlike izmedu Taxus L. vrsta na
osnovu mikromorfologije epikutikularnih voskova na povrsini ¢etina koje su posmatrali
skeniraju¢im elektronskim mikroskopom. Njihova istrazivanja su pokazala da iako se
Sema kutikularnih voskova u izvesnoj meri razlikuje izmedu razli¢itih 7axus L. vrsta
(Taxus floridana Nutt. ex Chapman, Taxus canadensis Marshall 1 Taxus globosa
Schitdl.), ista, ako ne i veca varijabilnosti je utvrdena izmedu jedinki iste vrste (Taxus
baccata L.). Razlike u karakteristikama epikutikularnih voskova uocene su kod Taxus
brevifolia Nutt. izmedu odraslih jedinki iz srediSnjih delova Sume i mladih Zbunastih
jedinki sa juzne granice areala, koje rastu u aridnijim uslovima. Autori pripisuju
prisustvo velikih depozita epikutikularnih voskova kod biljke koja raste u aridnim
uslovima uticaju faktora sredine. Kod vrste Taxus chinensis (Pilg.) Rehd. utvrdeno je da
se Sema epikutikularnih voskova znacajno razlikuje izmedu mladih i starih biljaka
(Strobel 1 Hess, 1996). Strobel i Hess (1996) zakljuCuju da su razlike u morfologiji
epikutikularnih voskova rezultat delovanja razli¢itih faktora sredine i starosti biljke.
Nasuprot tome, razvoj i Sema papiloznih epidermalnih ¢elija ne zavise od starosti biljke
1 faktora sredine.

Dempsey 1 Hook (2000) su obavili istrazivanje sa ciljem da utvrde da li postoje
znacajne razlike u pogledu morfologije Cetina i hemijskih konstituenata izmedu Taxus
L. vrsta 1 varijeteta koje bi mogle biti od taksonomskog znacaja. Uzorci su prikupljeni u
isto vreme sa biljaka priblizne starosti koje rastu na istom lokalitetu. Njihovi rezultati
ukazuju da znacajne razlike postoje u gotovo svim ispitivanim morfoloskim
karakteristikama Cetina i koli¢ini paklitaksela, ne samo izmedu razli¢itih Taxus L. vrsta,
ve¢ 1 izmedu varijeteta u okviru iste vrste. U odnosu na gustinu stoma (broj stoma po
mm?) znadajne razlike nisu ustanovljene izmedu Taxus L. vrsta i varijeteta. U zakljucku
autori navode da njihovi rezultati ukazuju da se vrste iz roda Taxus L. mogu podvesti
pod jednu vrstu, kao i da 7 opisanih Taxus L. vrsta predstavljaju samo geografske
forme. Neophodno je sprovesti dalja istrazivanja sa drugim hemijskim konstituentima,

kao 1 DNK analize genoma da bi se doneo konacan zaklju¢ak (Dempsey i Hook, 2000).
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Zarek (2007) je proucavao varijabilnost prirodnih populacija tise u juznoj
Poljskoj u pogledu morfoloskih karakteristika Cetina, izdanaka i semena. Najvece
razlike medu populacijama ustanovljene su u pogledu karakteristika ¢etina. On je uocio
da su Sirina 1 povrSina Cetina negativno korelisane sa duzinom vegetacionog perioda.
Tako su rezultati njegovog istrazivanja za 9 prirodnih populacija pokazali da su Cetine
tise iz juzne Poljske znacajno Sire 1 imaju znacajno vecu povrSinu u poredenju sa
rezultatima Dempsey 1 Hook (2000) za tisu iz Velike Britanije, gde je duza vegetaciona
sezona. Zarek (2007) navodi da je odnos duzine i Sirine cetina individualna
karakteristika i ne moZze se vezati za odredenu populaciju.

Iszkulo 1 sar. (2009) su proucavali 5 prirodnih populacija tise u Poljskoj i
Ukrajini sa ciljem da ustanove razlike izmedu muskih 1 zZenskih jedinki. Merili su visinu
1 pre¢nik debla jedinki oba pola, zatim duZinu i povrSinu Cetina, specifinu povrSinu
Cetina, broj redova stoma, gustinu stoma i sadrzaj ugljenika i azota. Rezultati su
pokazali da su Zenske jedinke Taxus baccata L. bile znacajno nize od muskih i imale
manji prsni pre¢nik debla. Ove razlike u rastu izmedu polova su posledica vecih
energetskih ulaganja zenskih jedinki za proizvodnju semena u odnosu na energetska
ulaganje muskih jedinki za proizvodnju polena (Krischik i Denno, 1990a; Cipollini i
Whigham, 1994; Obeso, 2002; Massei et al.,, 2006). Medutim, Zenske jedinke
karakteriSe veca duZina i povrSina Cetina, kao 1 gustina stoma. Ve¢i listovi 1 ve¢a gustina
stoma moze ukazati na ve¢i intezitet fotosinteze kod zenskih jedinki (Dawson i Bliss,
1993; Dawson i1 Ehleringer, 1993).

Shirone i sar. (2010) su opisali preostalih 5 stabala Taxus baccata L. na ostrvu
Piko (Azorski arhipelag), gde su nekada prirodne populacije tise bile Siroko
rasprostranjene. Autori navode da iako je veli¢ina populacije kriticno mala, njeno
proucavanje je od velike vaznosti za procenu genetickog diverziteta i filogeografije
vrste. Marginalne populacije, kao rezultat Cinjenice da su opstale u specificnim
ekoloSkim uslovima, mogu posedovati neuobicajene adapatacije i predstavljati vredne
geneticke resurse (Vaxevanidou et al., 2006). U svojoj studiji Shirone i sar. (2010) su
obavili morfoloske i DNK analize, koje su pokazale da tisa sa Azorskih ostrva
predstavlja posebnu evolutivnu liniju u okviru roda Taxus L. Autori postavljaju
hipotezu da je ova evolutivna linija starija od linije kojoj pripadaju populacije iz

Evroazije i Afrike.
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Duzina, $irina, povrSina 1 odnos duzine 1 Sirine Cetina tise sa Azorskih ostrva su
znacajno manji od opisanih u prethodnim studijama (Di Sapio et al., 2010; Cope, 1998;
Mitchell, 1998; Dempsey i Hook, 2000; Hageneder, 2007; Iszkulo et al., 2009). Takode,
utvrdeno je da su navedene morfoloske karakteristike znacajno manje kod tise sa
Azorskih ostrva u odnosu na tisu iz populacije u Italiji (Karpineto Romano). Gustina
stoma kod proucavanih jedinki tise sa Azorskih ostrva je znacajno veca u odnosu na
gustinu stoma u italijanskim populacijama (Karpineto Romano i Rozelo), ali su stome
manjih dimenzija. Medutim, ne postoje razlike u ukupnom broju stoma po ¢etini izmedu
jedinki sa ostrva Piko i jedinki iz italijanskih populacija. Takode, gustina stoma u
italijanskim populacijama je veca u odnosu na vrednosti zabelezene u literaturi. Kao
obrazloZenje za to, Shirone i1 sar. (2010) navode da su u prethodnim studijama
uglavnom analizirane populacije iz Centralne Evrope ili izvan Evrope, dok se njihova
studija bavi mediteranskim populacijama.

Nadovezujuc¢i se na istrazivanja Shirone 1 sar. (2010), Vessella i sar. (2013) su
sproveli istrazivanje ¢iji su cilj bile preliminarne morfoloSke 1 geneticke karakterizacije
tise sa arhipelaga Madeira, gde su nekada prirodne populacije tise bile Siroko
rasprostranjene (zapisi iz 15. i 16. veka). Nakon viSevekovne eksploatacije, tisa je u
drugoj polovini 19. veka postala retka vrsta na Madeiri (Lowe, 1857-1872; Taylor, 1882
prema Shirone et al., 2010). Danas se na Madeiri nalaze svega 59 jedinke u 19 mikro-
populacija (Vessella et al., 2013).

Vessella i1 sar. (2013) su poredili morfoloske karakteristike tise sa Madeire
(duZzina, Sirina, povrSina i odnos duzine i Sirine Cetina) sa literaturnim podacima za tisu
sa Azorskih ostrva, Mediterana, kao 1 iz drugih populacija (Di Sapio et al., 1997; Cope,
1998; Mitchell, 1998; Dempsey i Hook, 2000; Hageneder, 2007; Zarek, 2007; Wyka et
al., 2008; Iszkuto et al., 2009; Schirone et al., 2010). Sve navedene morfoloske
karakteristike imaju znac¢ajno manje vrednosti za tisu sa Madeire u poredenju sa ostalim
populacijama. PCA 1 klaster analiza su pokazale da postoje tri grane (aglomerativni
koeficijent = 0.93) koje odgovaraju razli¢itim biogeografskim oblastima: Makaroneziji,
Mediteranskom basenu i kontinetalnoj Evropi i Velikoj Britaniji (Vessella et al., 2013).

Gustina stoma na jedinkama sa Madeire je znacajno manja od gustine stoma
koju su Schirone i sar. (2010) zabelezili na Azorskim ostrvima, ali znac¢ajno veca od

gustine stoma tise sa Mediterana (Vessella et al., 2013). Uzimajuci u obzir ukupan broj
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stoma po Cetini, Vessella 1 sar. (2013) su ustanovili da jedinke sa Madeire imaju
znaCajno manje stoma u odnosu na populacije iz Italije, Evrope i sa Azorskih ostrva. Na
osnovu ove karakteristike, tisa sa Madeire se odvaja u odnosu na sve dosadaSnje
proucavane populacije Taxus baccata L. i zauzima intermedijarni polozaj sa Taxus
brevifolia Nutt. (Vessella, 2013). Takode, dimenzije stoma jedinki sa Madeire su
znacajno manje od dimenzija stoma jedinki sa Azorskih ostrva i iz Italije, mada su jo$
uvek u opsegu koji su definisali Dempsey 1 Hook (2000).

Geneticke analize sa plastidnim i1 nuklearnim molekularnim markerima su
pokazale da se tisa sa Madeire, zajedno sa tisom sa Azorskih ostrva, nalazi blize
odvajanju od predacke linije u odnosu na populacije iz mediteranskog i evropskog
regiona. Razlike u morfoloskim i genetickim karakteristikama tise sa Makaronezije su
verovatno uzrokovane dugoro¢nom kolonizacijom arhipelaga i izolacijom od kopna
(Vessella, 2013). Kako se stepen izolacije izmedu dve populacije povecava i protok
gena je ograniCen, evolutivne sile deluju u pravcu specijacije (Wright, 1943; Kimura 1
Weiss, 1964). Studija koju su sproveli Vessella 1 sar. (2013) predstavlja osnovu za
identifikovanje filo- i fitogeografskog interesa makaronezijskih populacija, i potvrduje

da arhipelazi igraju znacajnu ulogu u ocuvanju reliktne flore.

2.6.3. Morfoloske karakteristike i ekoloski faktori

Morfologija 1 distribucija stoma najviSe zavise od genotipa i fenotipske
plasti¢nosti 1 odrazavaju dugoro¢ne adaptacije biljnih vrsta na okruzenje (Wang et al.,
2014). Pokretanje stoma (otvaranje i zatvaranje) su kratkoro¢ni odgovori na promene
faktora sredine (Hetherington i Woodward, 2003; Bresson et al., 2011), ali su gustina i
veli¢ina stoma bolji pokazatelji adaptivnih odgovora biljnih vrsta na promene u
spoljasnjoj sredini (Wang et al., 2014). Gustina stoma je karakteristika koja vise reaguje
na promene u spoljasnjoj sredini nego veli¢ina stoma (Premoli i Brewer, 2007; Zhang et
al., 2012).

Salisbury (1928) je uradio niz istrazivanja na razli¢itim zeljastim vrstama biljaka
kojima je hteo da ispita da li se gustina stoma moze smatrati adaptivhom
karakteristikom. Od spoljasnjih faktora pratio je uticaj osvetljenosti 1 vlaznosti na

gustinu stoma. Rezultati istraZivanja sa Ficaria verna Huds., Scilla nutans, Circea
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lutetiana L. 1 Lepidium sativum L., pokazuju da je malo verovatno da osvetljenost ima
uticaj na gustinu stoma (Salisbury, 1928).

Salisbury (1928) je ispitivao 1 uticaj vlaznosti staniSta na gustinu stoma u nizu
eksperimenata sa Scilla nutans, Circea lutetiana L. 1 Epilobium montanum L.
Ustanovljeno je da biljke koje rastu na suvom staniStu imaju znacajno vecu gustinu
stoma od biljaka koje rastu na vlaznom stanistu i da se ta razlika jo§ uvecava od osnove
lista prema vrhu. Ova tvrdnja je potvrdena i eksperimentima sa Circea lutetiana L. i
Epilobium montanum L. Sli¢ni eksperimenti izvedeni su sa marginalnim akvaticnim
biljkama Alisma plantago L., Veronica anagallis L. 1 Veronica beccabunga L. koji su
pokazali da biljke koje rastu na suvom blatu imaju znagajno veéi broj stoma po mm? od
biljaka koje rastu na vlaznom blatu.

Duki¢ 1 Punisijevi¢ (2002) su analizirali stome bukve na Kopaoniku u Srbiji.
Utvrdeno je da su stome na staniStima na viSim nadmorskim visinama koja su suvlja
(subalpskija bukva) gusc¢e 1 manjih dimenzija od onih na nizim nadmorskim visinama u
vlaznijim Sumskim sastojinama (bukva i jela) (Puki¢ i Punisijevi¢, 2002).

Na osnovu navedenog jasno je da se gustina stoma moze smatrati ekoloSkim
indikatorom u pogledu vlaznosti sredine (Salisbury, 1928).

Medutim, ta¢no je da je veliina stoma na listovima koji su izlozeni punoj
svetlosti manja nego na listovima senke, a veli¢ina stoma kod biljaka na suvim
staniStima manja nego kod biljaka na vlaznim stani§tima. Tako je kod Scilla nutans
preraCunata prosecna veli¢ina stominog aparata kod biljaka koje rastu na suvim i
vlaznim staniStima, a zatim su te vrednosti pomnozene sa ukupnim brojem stoma.
Rezultati su pokazali da je ukupna povrSina stoma samo neznatno veca kod biljaka koje
rastu na suvim staniStima. Uzimajuéi u obzir navedeno, Salisbury (1928) zakljucuje da
se broj stoma po jedinici povrSine i distribucija stoma ne mogu smatrati adaptivnim
karakteristikama u pogledu transpiracije ili asimilacije.

Utvrdeno je da postoji negativna korelacija izmedu veli€ine lista i gustine stoma.
Veci listovi ima¢e manju gustinu stoma, a manji listovi vecu gustinu stoma. Medutim,
ove razlike su posledice rasta epidermalnih ¢elija i formiranja razliitog prostora izmedu
stoma, a ne razlika u ukupnom broju stoma (Salisbury, 1928).

Mitchell (1998) je proucavao uticaj osuncanosti i senke na fiziologiju 1

morfologiju cetina kod 5 muskih i 5 Zenskih jedinki Taxus brevifolia Nutt. Takode,
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proucavao je razlike u pogledu adaptacije ¢etina na osuncanost izmedu Taxus brevifolia
Nutt. 1 Taxus baccata L. Ispitivanjem fiziologije i morfologije Cetina kod obe vrste, nisu
utvrdene razlike izmedu polova u pogledu adaptacije na osvetljenost. Mitchell (1998) je
ustanovio da postoje znacajne razlike u morfologiji Cetina koje su izloZzene suncu i
&etina u senci kod Taxus brevifolia Nutt. Cetine koje rastu u senci su duZe i imaju veéu
specifiénu povrinu (cm’/g) od &etina koje su izloZene suncu. Smanjenje u specifi¢noj
povrsini lista javlja se kao odgovor na izlaganje punoj svetlosti sunca i zabeleZeno je
kod mnogih zimzelenih i listopadnih vrsta tolerantnih na uslove senke, ukljucujuéi
Abies amabilis Douglas ex J.Forbes (Tucker i Emmingham, 1977; Sprugel et al., 1996),
Tsuga heterophylla (Raf.) Sarg. (Mitchell 1 Arnott, 1995) 1 Acer saccharum Marshall
(Logan i Krotkov, 1968). Iako je gustina stoma (broj stoma po mm®) znacajno veéa kod
¢etina koje su izlozene suncu nego kod cetina u senci, ne postoje razlike u ukupnom
broju stoma po Cetini. Mitchell (1998) zakljuCuje da je prilagodavanje uslovima
svetlosti 1 senke rezultat promena u rastu Cetina, a ne promena u inicijaciji i razvoju
stoma.

Cedro i Iszkulo (2011) su sproveli istrazivanje u pet prirodnih populacija Taxus
baccata L. sa ciljem da utvrde razlike u godiSnjem prirastu izmedu Zenskih i muskih
jedinki 1 ispitaju uticaj klimatskih faktora (temperature i koli¢ine padavina) na rast.
Dendrohronoloska merenja i analize su pokazale da od perioda dostizanja polne zrelosti
(okvirno 10-30 godina) godisnji prirast opada kod Zenskih u odnosu na muske jedinke
tise. Sa povecanjem starosti populacija tise smanjuje se procenat zenskih jedinki.
Verovatno je da usled viSe stope rasta musSkih jedinki, Zenske jedinke gube u
kompeticiji za svetlo$¢u, nutritijentima i vodom, Sto moze dovesti do postepenog
nestajanja populacija, naro€ito u grani¢nim delovima areala gde su ekoloski uslovi
nepovoljniji (Iszkulo et al., 2009).

Utvrdeno je da postoji pozitivna korelacija izmedu godiSnjeg prirasta (debljine
goda) Zenskih jedinki sa koli¢inom padavina u junu i julu. To je period intenzivnog
rasta za tisu. U tom periodu muske jedinke su zavrSile cvetanje, dok kod Zenskih jedinki
pocinje proces razvoja i sazrevanja semena i arilusa (Cedro i Iszkulo, 2011). Rezultat
istrazivanja podrzava opste pravilo da su Zenske biljke uglavnom zahtevnije u pogledu
vlaznosti od muskih (Freeman et al., 1976; Iglesias 1 Bell, 1989; Bertiller et al., 2002).

Godisnji prirast zenskih jedinki tise je negativno korelisan sa visokim temperaturama u
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avgustu 1 septembru u prethodnoj godini u vecini istrazivanih populacija (Cedro i
Iszkulo, 2011). To je period sazrevanja semena kod zenskih jedinki i formiranja
generativnih pupoljaka kod oba pola (Bugata, 1978). Visoke temperature pogoduju
sazrevanju semena, pa zenske jedinke imaju veca energetska ulaganja u reproduktivne
procese. Visoka produkcija semena ¢e u narednoj godini rezultirati sporijim rastom
(Cedro 1 Iszkulo, 2011).

U prethodnim studijama utvrdeno je da se kod Zenskih jedinki Acer negundo L.
povecava stopa rasta sa povecanjem koli¢ine padavina i dostupne vlage u zemljistu
(Ward et al., 2002). Takode, godisnji rast izdanaka je kod Zenskih jedinki Salix glauca
L. intenzivniji na vlaznijim staniStima 1 zenske jedinke imaju nizu toleranciju na susu od
muskih (Dudley, 2006; Dudley i Galen, 2007). Kod Fraxinus mandshurica Rupr. je
utvrdeno da postoji pozitivna korelacija izmedu godiSnjeg prirasta Zenskih jedinki sa
koli¢inom padavina iz novembra prethodne godine, kao i negativna koralacija izmedu
godis$njeg prirasta muskih jedinki sa temperaturama iz novembra prethodne godine (Gao

et al., 2010).
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3. CILJEVI RADAIPOLAZNE HIPOTEZE

Empirijska istrazivanja su zabelezila negativne geneticke posledice nakon
dugogodisnje fragmentacije areala evropskih vrsta drveca uprkos rasipanju semena i
polena na velike distance (Thompson, 2005 prema Linares, 2013; Couvet, 2002; Hewitt,
1996). Male 1 izolovane populacije tise u Evropi se karakteriSu smanjenom genetickom
varijabilnos$¢u usled ogranicenog protoka gena, inbridinga 1 genetickog drifta, zbog ¢ega
se njihova adaptivna sposobnost smanjuje, a rizik od iS¢ezavanja povecava (Chybicki et
al., 2011; Schirone et al., 2010; Gonzalez- Martinez et al., 2010; Dubreuil et al., 2010;
Myking et al., 2009; Hilfiker et al., 2004; Couvett, 2002).

U Srbiji se prirodne populacije tise nalaze u refugijumima, teSko pristupacnim
klisurama 1 kanjonima. Istrazivanja ovih populacija sa stanoviSta morfologije,
hemijskog sastava i genetike su oskudna. Zbog toga je opsti cilj ovog istrazivanja
formiranje nau¢ne osnove za sprovodenje mera konzervacije populacija ove autohtone,
reliktne 1 strogo zaSti¢ene vrste u Srbiji.

Posebni ciljevi istrazivanja su:

e Utvrdivanje sastava i sadrzaja etarskog ulja iz Cetina tise iz prirodnih populacija

u Srbiji

e Utvrdivanje medupopulacione varijabilnosti sastava i sadrzaja etarskog ulja iz
cetina tise u Srbiji

e Utvrdivanje razlika u sastavu i sadrzaju etarskog ulja izmedu muskih i Zenskih
jedinki tise

e Utvrdivanje zavisnosti sadrzaja pojedinih komponenti etarskog ulja tise od
temperature vazduha, koli¢ine padavina i nadmorske visine

e Utvrdivanje morfoloskih karakteristika Cetina tise iz prirodnih populacija tise u
Srbiji

e Utvrdivanje medupopulacione varijabilnosti morfoloskih karakteristika tise u
Srbiji

e Utvrdivanje razlika u morfoloskim karakteristikama izmedu muskih i Zenskih

jedinki tise
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Pozicioniranje populacija tise iz Srbije u odnosu na ostale istrazivane populacije
u regionu u pogledu morfoloskih karakteristika
Utvrdivanje zavisnosti pojedinih morfoloskih karakteristika c¢etina od

temperature vazduha, koli¢ine padavina i nadmorske visine

U istraZivanjima se poslo od slede¢ih hipoteza:

Prirodne populacije tise u Srbiji se razlikuju prema sastavu i sadrzaju etarskog
ulja iz Cetina

Muske i zenske jedinke tise se razlikuju prema sastavu i sadrzaju etarskog ulja iz
cetina

Sadrzaj pojedinih komponenti etarskog ulja tise zavisi od temperature vazduha,
koli¢ine padavina i nadmorske visine

Prirodne populacije tise u Srbiji se razlikuju prema morfoloSkim
karakteristikama Cetina

Muske i Zenske jedinke tise se razlikuju prema morfoloSkim karakteristikama
Cetina

Morfoloske karakteristike Cetina tise zavise od temperature vazduha, koli¢ine

padavina i nadmorske visine
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4. MATERIJALI METODE

4.1. ISTRAZIVANE POPULACIJE

U nameri da se obuhvati §to Siri areal vrste i omoguci relativno sagledavanje
distanci medu populacijama odabrane su tri prirodne populacije tise u Srbiji (iz
zapadnog, centralnog i isto¢nog dela teritorije) sa sledecih lokaliteta: Pozar (KO
Rastiste, Nacionalni park Tara), rezervat prirode ,,Jelak® (KO Brzece, Nacionalni park
Kopaonik) i spomenik prirode ,lLazarev kanjon“ (KO Zlot, planina Malinik).
Geografski polozaj istrazivanih populacija je prikazan na slici br. 3. U daljem tekstu, za
navedene populacije ¢e se koristiti nazivi ,,Tara®“, , Kopaonik* i ,Malinik“. Stani$ne
karakteristike istrazivanih populacija su odredene na osnovu terenskih istrazivanja,

kartografskih podataka i literature i prikazane su u tabeli br. 1.

Slika br. 3. Geografski polozaj istrazivanih populacija Taxus baccata L.
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Tabela br. 1. Stani$ne karakteristike istrazivanih populacija Taxus baccata L.

Lokalitet/ populacija Tara Kopaonik Malinik
Nadmorska visina 880 -920 m 1100 - 1300 m 920- 980 m
Geografska Sirina 43° 57 20" N 43°18'23" N 43°59'55" N
Geografska duZina 19°20' 14" E 20° 51'23"E 21°55'00"E
Ekspozicija E E, NE, NW NW
Nagib <30° 30° - 40° 45°-50°

o mermerisani mermerisani
Podloga krecnjaci o - o

kre¢njaci i dolomiti kre¢njaci i filiti
Veli¢ina uzorka
7 22 22

(broj stabala)
Datum uzorkovanja 8-12.10.2012. 25-26.10.2012. 11-12.10.2013.

Veoma slozen reljef planine Tare uslovljava veoma slozene mikroekoloske
uslove koji se manifestuju specificnim klimatskim, edafskim, orografskim i
biljnogeografskim karakteristikama. Klima Nacionalnog parka Tara se karakteriSe
svezim do prohladnim letom, dosta hladnom zimom i neznatnim godiS$njim kolebanjem
temperature vazduha. Toplotni uslovi u razli¢itim delovima masiva variraju. Leto se
produzava i na prve jesenje mesece, a jesen je u celini toplija od proleé¢a. Padavine su
najobilnije u u kasno prolece. Zima ima preko 100 sneznih dana. Sneg pocinje da pada
pocetkom novembra (ili ranije), a zadrzava se do maja. Ovakav kompleks klimatskih
karakteristika odreduje rezim kontinentalne planinske klime koja se priblizava
subalpskoj. Prosecna godiSnja vlaznost vazduha za Taru iznosi 83%, a za jesenje
mesece 84.7%. Indeks humidnosti za okolinu Rastista iznosi 25.0% Sto je odlika slabije
humidne klime. Za Taru nije bilo moguce dobiti klimatske podatke za aktuelan period,
posto je meteoroloska stanica na Mitrovcu prestala sa radom. Klimatske karakteristike
Tare su opisane za meteorolosku stanicu ,,Mitrovac* za period od 1954-1973. godine
prema Gajic i sar. (1988) 1 Gajic¢ i sar. (1992).

U zapadnoj Srbiji, na podrucju NP Tara, tisa je retka. Veli¢inu uzorka od 20
jedinki nije bilo moguce obezbediti na ovom lokalitetu jer su ve¢inom prisutne mlade
biljke, bez dovoljno biljne mase i ovakvo uzorkovanje bi ih trajno ostetilo.

Istrazivanjem je obuhvaceno 7 jedinki tise (3 Zenske 1 4 muske). Dva dominantna stabla,
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musko i Zensko, nalaze se u KO Rastiste (mesto Pozar) na privatnom posedu Porda
Milovanovica (Slika br. 4). Pored ova dva, istrazivanjem je obuhvaceno jos 5 jedinki u
bliZzoj okolini imanja (u pre¢niku 1-2 km). Na ovom lokalitetu mlade sadnice tise se
razvijaju pored trnovitih zbunova sa socnim plodovima Crataegus spp. i Rosa sp. ili uz
odrasla stabla Prunus sp., koja im omogucavaju potrebnu zastitu od herbivora i
povoljne mikroklimatske uslove za razvoj. Vremenom stabla $ljive ili Zbunovi po€inju
da se suse, a tisa postepeno osvaja prostor (Slika br. 5). Takode, mestimic¢no se mogu
zapaziti mlada stabla Fraxinus excelsior L., koja ¢e konkurisati tisi u osvajanju prostora.

Viloti¢ 1 sar. (2011) navode da je prirodno podmladivanje tise odli¢no na ovom
lokalitetu, na nadmorskoj visini od 950 m i da bi se u buduénosti, zahvaljujuéi
odgovaraju¢im mikroklimatskim uslovima i uz stru¢an nadzor osoblja NP Tara, mogla
formirati Cista sastojina tise. Zbog toga se u okviru programa zastite i razvoja NP Tara
ovoj populaciji treba posvetiti posebna paznja. U neposrednoj blizini ove populacije se
nalazi Tisovo brdo, ¢iji toponim podseca da je tisa ovde nekada bila rasprostranjena, po

c¢emu je najverovatnije i ovo brdo dobilo ime (Jovanovi¢ et al., 1977).

Slika br. 4. Dva stara stabla tise na privatnom posedu na Tari (Foto: Stefanovi¢, 2013)
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Slika br. 5. Kolonizacija tise i suSenje §ljive na Tari (Foto: Stefanovi¢, 2013)

Kopaonik ima specificnu  mezoklimu, sa velikom mikroklimatskom
diferencijacijom. Kopaonik ¢ini poseban klimatski rejon koji ima prose¢no najhladnije 1
najduZe zime u Srbiji, najnize srednje godiSnje temperature, veliki broj vedrih dana i
prosec¢no trajanje sneznog pokrivaca od 162 dana u godini. Leta na Kopaoniku su
prohladna, zime jako hladne, a jesen je toplija od prole¢a. Najtopliji mesec je jul, a na
vec¢im visinama avgust. Najhladniji mesec je januar, dok prose¢ne mesecne temperature
ispod nule na Ravnom Kopaoniku traju od novembra do marta, a na Panc¢i¢evom vrhu
od novembra do aprila. Godisnja temperaturna amplituda opada sa visinom i na vrhu
iznosi 17.6 °C. Vrednost vertikalnog termi¢kog gradijenta za Kopaonik iznosi prosecno
0.56 °C na svakih 100 m visine. Najveca koli¢ina padavina izlu¢i se u junu, julu i
avgustu. Prose¢na godiS$nja vlaZnost vazduha na Kopaoniku iznosi 79.8%, a najveca je u
periodu od novembra do februara (u proseku 82.2%). Klimatske karakteristike

Kopaonika su opisane prema podacima Republi¢kog hidrometeoroloskog zavoda Srbije
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za meteorolosku stanicu ,,Kopaonik* za referentni period od 1981-2010. godine

(http://www.hidmet.gov.rs/) i na osnovu Prostornog plana podru¢ja posebne namene

Nacionalnog parka ,,Kopaonik* (,,Sluzbeni glasnik RS, broj 95/09).

U centralnoj Srbiji, u okviru NP Kopaonik, na desnoj strani klisure Brzec¢ke reke
nalazi se rezervat prirode ,,Jelak”. U ovom rezervatu, u zoni bukovo-jelovih Suma,
nalazi se tisa kao edifikatorska vrsta zajednice Taxo-Abieto-Fagetum ass. nova koju su
opisali Obratov-Petkovi¢ i sar. (2002). U sastav zajednice ulaze 42 vrste. Pored tise, jele
1 bukve, znacajno uceSée imaju i Acer campestre L., Rubus idaeus L., Sesleria rigida
Heuffel ex Reichenb., Asperula odorata L. 1 Luzula luzuloides (Lam.) Dandy &
Wilmott. Bioloski spektar zajednice odreduje je kao hemikriptofitsku, a u analizi areal
spektra preovladuju srednjeevropski florni elementi (Obratov-Petkovi¢ et al., 2002).

Istrazivanjem su obuhvacene 22 jedinke tise (11 zenskih i 11 muskih) iz ove
populacije (Slike br. 61 7).

Prema izveStaju Republi¢kog hidrometeoroloSkog zavoda Republike Srbije,
jesen 2012. godine (kada je izvrSeno uzorkovanje za populacije Tara i Kopaonik) je bila
ekstremno topla, u vecini mesta u Srbiji najtoplija od kada postoje meteoroloska

merenja.

- o

Slika br. 6. Rezervat prirode ,,Jelak* na Kopaoniku (Foto: Stefanovi¢, 2012)
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Slika br. 7. Suma tise, jele i bukve u rezervatu prirode ,,Jelak” (Foto: Stefanovi¢, 2012)

Planina Malinik pripada umereno kontinentalnom klimatu i zalazi u podrucje
Vlasko-pontijske klime koja se karakteriSe najveéim godiSnjim amplitudama
temperatura vazduha u Srbiji (u proseku 20.1°C). Leta su umereno topla i jesen je
toplija od proleca. Najtopliji mesec u godini je jul, a najhladniji januar. Najvece koli¢ine
padavina izluce se u junu i novembru. Zima ima u proseku 123 snezna dana. Prose¢na
godisnja vlaznost vazduha na Maliniku iznosi 78.5% 1 najveca je u periodu od
novembra do februara (u proseku 84.9%). Klimatske karakteristike Malinika su opisane
prema podacima Republickog hidrometeoroloskog zavoda Srbije za meteorolosku
stanicu  ,,Crni ~ Vrh* za  referentni  period od  1981-2010. godine
(http://www.hidmet.gov.rs/). Podru¢je Malinika je u dodiru sa Timockom Krajinom

koja predstavlja posebnu florno-vegetacionu celinu sa klimatogenom meSovitom
Sumom hrastova sa sivim luznjakom. Utoliko je interesantnija i kontrastnija pojava
daleko maritimnije tise u ovim krajevima, koja se ovde javlja kao indikator za
specifi¢ne stani$ne uslove Fagus moesiaca (K.Maly) Czeczott. Povoljni mikroklimatski
uslovi, pre svega vlaznost vazduha, zatim ¢inioci reljefa (nagib, ekspozicija, nadmorska
visina) i bukova Suma sa svojim sklopom stvaraju odredene uslove koji pogoduju rastu

tise (Stojanovi¢ i1 Jovanovi¢, 1989).
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Stojanovi¢ 1 Jovanovi¢ (1989) su u okviru proucavanih sastojina bukve sa tisom
na Maliniku izdvojili dve ekoloske jedinice, i to:
e Planinska Suma bukve 1 tise sa papratima — Polypodio-Taxo-Fagetum
montanum, na srednje dubokoj rendzini na mermerisanom kre¢njaku
e Planinska Suma bukve — Fagetum montanum mercurialietosum perennis, na
dubokoj rendzini na mermerisanom kre¢njaku i filitu.
Istrazivanjem je obuhvaceno 22 jedinke iz populacije Malinik (11 Zenskih i 11
muskih) (Slike br. 8 1 9). Prema izvestaju Republickog hidrometeoroloSskog zavoda
Republike Srbije, jesen 2013. godine (kada je izvrSeno uzorkovanje za populaciju

Malinik) je bila topla i kiSna.

Slika br. 8. Planina Malinik (Foto: Bojovi¢, 2013)
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Slika br. 9. Suma bukve i tise na Maliniku (Foto: Bojovi¢, 2013)

4.2. VELICINA UZORKA

Izbor reprezentativnog uzorka spada medu najvaznije operacije od kojih se
sastoji prikupljanje podataka za statistiCku obradu. Ta se operacija svodi na izbor dela
populacije (dela njenih statistickih jedinica-elemenata) na kojem ¢e se obaviti
istrazivanje (u konkretnom slu¢aju elementi su stabala tise sa kojih ¢e se sakupiti grane
sa Cetinama). Broj jedinica koje obezbeduju reprezentativan uzorak je od velikog
znacaja (Eng, 2003), posebno kada su u pitanju retke i ugrozene vrste drveca, kao $to je
Taxus baccata L. Potrebno je odrediti dovoljno reprezentativan uzorak i ne povecavati
ga suvise, jer bi to povecalo ekonomske troskove istrazivanja. Stefanovi¢ et al. (2013)
su sproveli istraZivanje da odrede dovoljnu veli¢inu uzorka za istraZivanja varijabilnosti
sadrzaja etarskog ulja. Istrazivanje je bazirano na rezultatima ranijih istrazivanja
varijabilnosti sadrzaja 19 jedinjenja iz etarskog ulja Pinus heldreichii Christ (Bojovi¢ et
al.,, 2011). Utvrdeno je da bi uzorak za ovakav tip istrazivanja trebalo da sadrzi 20

jedinki da bi srednja vrednost izraCunata iz njega reprezentovala osnovni skup sa
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verovatno¢om vecom od 95% (Stefanovi¢ et al., 2013). Veli¢ina uzorka za svaku

populaciju prikazana je u Tabeli 1.

4.3. EKSTRAKCIJA ETARSKOG ULJA

Ekstrakcija etarskog ulja iz Cetina tise je obavljena postupkom destilacije
vodenom parom po Clevenger-u na Institutu za bioloska istraZivanja ,,SiniSa Stankovi¢*
u Beogradu. Sa svakog od 47 stabala iz tri populacije prikupljeno je oko 1200 g
grancica sa Cetinama. Uzorci su do ekstrakcija cuvani u zamrzivacu na temperaturi od -
20°C. Grancice i Cetine su pre ekstrakcije usitnjene na delove veli¢ine oko 5 mm. Za
svaki uzorak uradene su 4 sukcesivne ekstrakcije od po 300 g u trajanju od 3 sata. U
izolovano ulje dodat je rastvara¢ pentan i rastvor profiltriran preko anhidrovanog
natrijum sulfata. Ratsvoreno ulje ¢uvano je u vialama na temperaturi od 4°C do gasno

hromatografske analize.

4.4. ISPITIVANJE SASTAVA I SADRZAJA ETARSKOG ULJA

Sastav etarskog ulja tise ispitan je gasnom hromatografijom (GC-FID) i
kombinacijom gasne hromatografije i masene spektrometrije (GC-MS) na Institutu za
lekovito bilje ,,Josif Panci¢* u Beogradu. Za gasno hromatografsku analizu koriS¢en je
gasni hromatograf Agilent Technologies, model 7890A, sa plamenojonizacionim
detektorom (FID), kolonom HP-5 (30 m x 0.32 mm, debljina filma 0.25 mikrometara),
injektorom sa split/splitless rezimom injektovanja 1 autosemplerom. Gasna
hromatografska anliza je izvedena pod slede¢im uslovima: protok noseceg gasa (H,) je
1 ml/min, temperatura injektora 250°C, detektora 300°C, dok je temperatura kolone
linearno programirana od 40- 260°C (4°C/min). Navedeni analiticki uslovi su kori$éeni i
u GC-MS analizama, sa kolonom HP-5MS (30 m x 0.25 mm, debljina filma 0.25
mikrometara) na HP G 1800C Series II GCD sistemu. Umesto vodonika, koriS¢en je
helijum kao nose¢i gas.

Za identifikaciju komponenata etarskog ulja koriSéeni su programi Automated
Mass Spectral Deconvolution and Identification System (AMDIS ver. 2.1.) i Agilent
Technologies ChemStation, bibiloteke Wiley275 1 NIST/NBS, kao 1 poredenje
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retencionih indeksa sa literaturnim vrednostima (Adams, 2001). Nakon identifikacije
komponenata pristupilo se odredivanju njihove procentualne zastupljenosti. Za svaki
uzorak, odredena je procentualna zastupljenost komponenti na osnovu povrsine pikova

hromatograma u Microsoft Office Excel-u.

4.5. ISPITIVANJE MORFOLOSKIH KARAKTERISTIKA CETINA

Za ispitivanje morfoloskih karakteristika Taxus baccata L. uzorci su prikupljeni
sa 51 jedinke iz tri prirodne populacije u Srbiji, koje su obuhvatile 47 jedinki kod kojih
je ispitan sastav etarskog ulja i po dve dodatne jedinke iz populacija Kopaonik i
Malinik. Grancice sa cCetinama su uzorkovane iz donjeg i1 srediSnjeg dela krune,
ravnomerno sa svih strana.

Duzina, Sirina 1 povrSina ¢etine merene su na po 50 dvogodisnjih Cetina sa svake
jedinke (ukupno na 2550 &etina). Cetine su skenirane i izmerene u programu Image].

Specificna povrsina Cetine predstavlja odnos izmedu povrSine Cetine i suve mase
Cetine. Za svako stablo odredena je prosecna specifi¢na povrSina ¢etine. Na analitickoj
vagi izmerena je masa 50 suvih Cetina za svako stablo, ¢ije su povrSine prethodno
izraCunate. Zatim je zbir povrSina Cetina podeljen sa suvom masom cetina da bi se
dobila vrednost prosecne specifi¢ne povrsine ¢etine za odredenu jedinku.

Broj redova stoma na jednoj polovini nali¢ja Cetine 1 gustina stoma mereni su uz
pomo¢ svetlosnog mikroskopa ,,Leica Galen III* sa kamerom ,,Topica TP - 5001 (sa
objektivom uvecanja 10x) na Institutu za Sumarstvo u Beogradu. Broj redova stoma na
jednoj polovini Cetine meren je sa po dva ponavljanja na 10 dvogodisnjih Cetina sa
svakog stabla (ukupno 1020 snimaka). Gustina stoma je merena sa po tri ponavljanja na
10 dvogodisnjih Cetina sa svakog stabla (ukupno 1530 snimaka).

Povrsina Cetina snimljena je na skeniraju¢em elektronskom mikroskopu Jeol
JSM-6390LV sa uvecanjima 150x 1 1200x u laboratoriji Poljoprivrednog fakulteta u
Beogradu. Pre snimanja uzorci su napareni zlatom na uredaju BAL-TEC SCD 005
Sputter Coater (pritisak u komori 2.5x10" mbar, struja naparavanja 30 mA i vreme 100

sekundi).
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4.6. STATISTICKA ANALIZA

Za svaku prouCavanu varijablu izracunata je deskriptivna statistika i proverena
normalnost distribucije x* testom. Za poredenje srednjih vrednosti ispitivanih varijabli
koriS¢eni su t-test i ANOVA sa post-ANOVA Bonferroni testom (parametarski testovi).
Za poredenje medijana ispitivanih svojstava kori§¢eni su Mann Whitney U test i
Kruskal-Wallis test (neparametarski testovi).

Za vizuelizaciju grupisanja i odnosa jedinki na osnovu hemijskih ili morfoloskih
karakteristika koriS¢ene su analiza glavne komponente, klaster analiza i kanonijska
diskriminaciona analiza. Njima je prethodila korelaciona analiza u cilju eliminisanja
visokokorelisanih varijabli, kao i logaritamske transformacije. Klaster analizi je
prethodila standardizacija varijabli. Isprobano je vise metoda klaster analize (i vise
distanci): ,,Average Linkage* (Euclidean distance 1 Squared FEuclidean distance),
»dingle Linkage* (Euclidean distance 1 Squared Euclidean distance)”, ,,Ward’s
Linkage™ (Euclidean distance i Squared Euclidean distance)“, a u radu su prikazane
neke od njih.

Linearna zavisnost istrazivanih parametara i bioklimatskih varijabli ispitana je
prostom linearnom regresijom.

Statisticka obrada podataka radena je u programima: STATISTICA 10, STATA
12 1 Microsoft EXCEL 2010.
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5. REZULTATI I DISKUSIJA

5.1. REZULTATI ISPITIVANJA ETARSKOG ULJA I1Z CETINA TISE

5.1.1. Hemijski sastav etarskog ulja iz Cetina tise

Hemijski sastav etarskog ulja iz ¢etina Taxus baccata L. prikazan je u tabeli br.
2 1 tabeli br. 3. U etarskom ulju 47 jedinki tise iz tri prirodne populacije u Srbiji
detektovana je 91 komponenta, od kojih je 87 identifikovano. Na slikama br. 10, 11112
su prikazani normalizovani hromatogrami etarskih ulja za referentne uzorke iz tri
prirodne populacije. Ovi hromatogrami prikazuju koncentracione indekse hemijskih
komponenata etarskog ulja u zavisnosti od retencionih vremena. Kao referentno
jedinjenje za odredivanje relativnih retencionih vremena izabran je heksahidrofarnezil

acetone.
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Slika br. 10. Normalizovani hromatogram etarskog ulja referentnog uzorka za
populaciju Tara
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Slika br. 11. Normalizovani hromatogram etarskog ulja referentnog uzorka za
populaciju Kopaonik
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Slika br. 12. Normalizovani hromatogram etarskog ulja referentnog uzorka za
populaciju Malinik
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U sastavu etarskog ulja preovladuju alifati¢ni alkoholi (43.31%), zatim ukupni
terpeni (19.34%), alifati¢ni ugljovodonici (13.18%) 1 alifatiéni aldehidi (11.09%)
(Tabela br. 3 i slika br. 13). Ketoni, masne kiseline, derivati karotenoida, estri i
aromati¢na jedinjenja zastupljeni su u manjem procentu. Neidentifikovana jedinjenja
¢ine 1.96% ulja.

U populaciji Tara, najzastupljenije klase jedinjenja su alifati¢ni alkoholi
(30.77%), alifaticni ugljovodonici (17.79%) 1 oksigenovani monoterpeni (16.75%)
(Slika br. 14). U populaciji Kopaonik, preovladuju alifati¢ni alkoholi (40.97%),
oksigenovani monoterpeni (15.32%) 1 alifaticni aldehidi (13.29%) (Slika br. 15). U
populaciji Malinik, 50.05% etarskog ulja ¢ine alifati¢ni alkoholi, 14.64% alifati¢ni
ugljovodonici i 11.70% oksigenovani monoterpeni (Slika br. 16).

Najzastupljenija terpenska frakcija za sve tri populacije su oksigenovani
monoterpeni (13.99%). Ukupni monoterpeni (ugljovodoni¢ni i oksigenovani) ¢ine
14.41%, a ukupni seskviterpeni (ugljovodonicni 1 oksigenovani) ¢ine 2.31% etarskog
ulja tise. U populaciji Tara, ukupni monoterpeni ¢ine 17.53% (od toga 16.75%
oksigenovani i 0.78% ugljovodonic¢ni), dok ukupni seskviterpeni ¢ine 4.41% etarskog
ulja (od toga 3.74% oksigenovani i 0.67% ugljovodoni¢ni) (Slika br. 14). U populaciji
Kopaonik, ukupni monoterpeni ¢ine 16.01% ulja (od toga 15.32% oksigenovani 1 0.69%
ugljovodoni¢ni). Ukupni seskviterpeni su zastupljeni u procentu od 2.63% (od toga
2.19% oksigenovani i 0.44% ugljovodonic¢ni) (Slika br. 15). U populaciji Malinik,
ukupni monoterpeni ¢ine 11.94% (od toga 11.70% oksigenovani 1 0.24%
ugljovodonicni), dok ukupni seskviterpeni ¢ine 1.27% etarskog ulja (od toga 0.99%
oksigenovani 1 0.28 ugljovodoni¢ni) (Slika br. 16).

U prirodnim populacijima tise u Srbiji najzastupljenija jedinjenja su alifati¢ni
alkoholi 1-okten-3-ol (23.48%) 1 (Z)-3-heksenol (11.46%), kao 1 oksigenovani
monoterpen mirtenol (11.38%). U svim populacijama najzastupljenija isparljiva
komponenta je 1-okten-3-ol. U populaciji Tara, 1-okten-3-ol ¢ini 15.56%, (Z)-3-
heksenol ¢ini 6.84% 1 mirtenol 13.30% etarskog ulja. U populaciji Kopaonik, 1-okten-3-
ol, (2)-3-heksenol i mirtenol su zastupljeni u procentima od 27.55%, 4.77% 1 12.88%,
respektivno, dok su u populaciji Malinik navedene komponente zastupljene u

procentima od 22.18%, 19.78% 1 9.22%, respektivno (Slika br. 17).
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Srednje visok sadrzaj od 0.5 do 10.0% (Nikoli¢, 2008) ima 26 jedinjenja. U
procentu od 0.1 do 0.5% zastupljeno je 52 jedinjenja. U tragovima, manje od 0.1%
(Lieutier et al., 1991; Rajcevi¢ et al., 2013; Venditti et al., 2013), zastupljeni su n-
nonan, benzaldehid, 2-pentil furan, n-hexil acetat, f-linalol, mirtenil acetat, eugenol, p-
menta-1,4-dien-7-ol, miristinska kiselina i 1-tetrakozen.

U uzorcima sa Tare, ispod praga detekcije bili su: benzaldehid, metil salicilat, p-
menta-1,4-dien-7-0l 1 eugenol. Ispod praga detekcije u uzorcima sa Kopaonika bili su:
benzaldehid, p-menta-1,4-dien-7-0l 1 eugenol, a u uzorcima sa Malinika: f-pinen i

miristinska kiselina.

Tabela br. 3. Sadrzaj razlicitih klasa jedinjenja u etarskom ulju Taxus baccata L.

Klasa jedinjenja Taral Kopaonik II  Malinik III I-111
Sadrzaj Sadrzaj Sadrzaj Prosecan
[%] [%] [%] sadrzaj *
Ugljovodoni¢ni monoterpeni 0.78 0.69 0.24 0.51
Oksigenovani monoterpeni 16.75 15.32 11.70 13.99
Ugljovodonicni seskviterpeni 0.67 0.44 0.28 0.40
Oksigenovani seskviterpeni 3.74 2.19 0.99 1.91
Ugljovodonicni diterpeni 1.21 0.56 0.52 0.64
Oksigenovani diterpeni 2.47 1.65 1.90 1.88
Ukupni terpeni 25.63 20.85 15.63 19.34
Derivati karotenoida 0.66 1.02 1.13 1.01
Alifati¢ni aldehidi 12.58 13.29 8.36 11.09
Alifati¢ni alkoholi 30.77 40.97 50.05 4331
Alifati¢ni ugljovodonici 17.79 10.10 14.64 13.18
Masne kiseline 1.79 3.34 0.21 1.78
Estri 0.53 0.22 0.38 0.33
Ketoni 6.75 8.33 6.54 7.33
Aromati¢na jedinjenja 0.00 0.03 0.50 0.23
Ostalo 0.69 0.44 0.32 0.43
Neidentifikovana jedinjenja 2.81 1.40 2.22 1.96
UKkupno 100 100 100 100

* ProseCan sadrzaj odredenih klasa jedinjenja predstavlja srednju vrednost izraCunatu na

osnovu procentualne zastupljenosti komponenti za svih 47 uzoraka iz tri populacije
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Tabela br. 2. Hemijski sastav etarskog ulja iz Cetina Taxus baccata L.

R.br. Komponente * Tara I Kopaonik I1 Malinik I1I I-111
KIE Sadrzaj [%] KIE Sadrzaj [%] KIE Sadrzaj [%]  Prosecan sadrzaj [%] **
1 2 3 4 5 6 7 8

1  (E)-2-Heksenal 861.4  3.62(2.82) 8612  2.88(2.84) 0.75 (0.54) 2.08 (2.43)
2 (Z)-3-Heksenol 867.6  6.84(5.61) 8658  4.77(5.94) 8625  19.78 (7.05) 11.46 (9.59)
3 n-Heksanol 876.8 2.47 (1.28) 876.2 3.91 (2.66) 870.6 3.09 (1.38) 3.35 (2.05)
4 p-Nonan 897.5  0.06(0.05)  897.1  0.08 (0.06) 891.1  0.05(0.08) 0.06 (0.07)
5  Heptanal 9044  0.11(0.04)  901.5  0.18(0.08) 893.6  0.09(0.10) 0.13 (0.10)
6  @-Pinen 9283 0.09(0.07) 9277  0.26(0.46) 9203 0.13 (0.06) 0.18 (0.31)
7 Benzaldehid 0.00 (0.00) 0.00 (0.00) 952.6  0.09 (0.04) 0.04 (0.05)
8  BPinen 970.1  0.20(0.09)  970.1  0.17(0.06) 0.00 (0.00) 0.10 (0.10)
9 1-Okten-3-on 977.6 0.59 (0.35) 976.3 1.56 (0.71) 969.8 0.84 (0.56) 1.11 (0.72)
10 1-Okten-3-ol 981.5 15.56 (9.92) 980.7 27.55 (12.69) 993.1 22.18 (12.23) 23.48 (12.59)
11 3-Oktanone 985.1  0.49 (0.34)  984.6  1.49 (1.83) 991.1  0.43 (0.52) 0.89 (1.33)
12 2-Pentil furan 989.6  0.24(0.16)  989.1  0.11(0.10) 976.8  0.01 (0.02) 0.08 (0.12)
13 3-Oktanol 9984  022(021)  997.0  0.54(0.42) 999.6  0.45(0.31) 0.45 (0.36)
14 n-Oktanal 1003.7  0.31(0.10) 10023  0.36 (0.16) 10022 0.20 (0.12) 0.28 (0.15)
15 (2)-3-Hexenil acetat 1010.2  0.31(0.17) 1007.7  0.08 (0.14) 1004.9  0.19 (0.20) 0.16 (0.19)
16  n-Hexil acetat 10141 0.14(0.11)  1014.0  0.09 (0.04) 1010.5  0.05(0.02) 0.08 (0.06)
17 Limonen 1024.6 049 (0.30)  1024.1  0.26 (0.14) 1017.8  0.11 (0.23) 0.23 (0.24)
18  n-Oktanol 10729 423(121) 10725  3.40 (0.74) 1074.0  3.42 (1.06) 3.53 (0.99)
19 BLinalol 11020 0.12(0.05)  1100.8  0.09 (0.13) 1097.1  0.06 (0.08) 0.08 (0.10)
20  n-Nonanal 11028 1.74(0.91) 11023  4.10 (2.38) 1099.7  1.90 (0.86) 2.81 (2.00)
21 (Z)-3-Nonen-1-ol 11587  023(0.14) 11580 0.15(0.13) 11522 0.27(0.25) 0.21 (0.20)
22 Borneol 11649 0.17(0.12) 11647  0.24(0.19) 1159.9  0.08 (0.06) 0.17 (0.16)
23 g-Terpineol 11972 0.08(0.10)  1190.3  0.15(0.18) 1183.8  0.09 (0.11) 0.12 (0.14)
24 Mirtenal 1193.4  035(0.39)  1192.6  0.39 (0.44) 1186.7  0.06 (0.08) 0.25 (0.36)
25 Metil salicilat 0.00 (0.00) 1200.7  0.03 (0.14) 1187.5  0.31(0.30) 0.15 (0.26)
26 Mirtenol 1197.2 13.30(8.60) 1196.1 12.88 (7.32) 1197.0  9.22 (7.62) 11.38 (7.70)
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27
28
29
30
31
32
33
34
35
36
37
38
39
40
41
42
43
44
45
46
47
48
49
50
51
52
53
54
55
56
57
58
59

n-Dekanal
-Ciklocitral
Nerol

(2)-3-Heksenil-3-metil butanoat

N.k.1

Geraniol
(E)-2-Decenal
n-Dekanol
Tridekan

Perila alkohol
Undekanal

Nk. 2

Mirtenil acetat
Eugenol
p-Menta-1,4-dien-7-ol
(E)-2-Undecenal
(E)-p-Damascenon
Tetradekan
(E)-Kariofilen
(E)-a-Jonon
(E)-f-Jonon
Pentadekan
(E,E)-a-Farnezen
Tridekanal
(2)-a-Bisabolen
Kariofilen oksid
Tetradekanal
Heptadekan
Pentadekanal

Nk. 3
Junicedranol
Miristinska kiselina
Oktadekan

1204.5
1218.1
1232.1
1235.3
1254.3
12571
1260.9
1275.5
1296.2
1300.5
1307.5
1313.2
1324.0

1365.0
1382.7
1396.2
1413.9
1426.0
1484.3
1495.9
1506.5
1510.0
1539.9
1579.0
1611.2
1695.4
1712.4
1738.7
1744.0
1776.0
1795.6

0.21 (0.16)
0.28 (0.09)
0.71 (0.49)
0.08 (0.09)
0.89 (0.35)
1.37 (1.30)
2.88 (1.10)
0.95 (0.42)
0.16 (0.07)
0.13 (0.16)
0.12 (0.05)
0.26 (0.08)
0.22 (0.28)
0.00 (0.00)
0.00 (0.00)
0.68 (0.24)
0.12 (0.07)
0.11 (0.07)
0.18 (0.23)
0.14 (0.09)
0.40 (0.19)
0.23 (0.09)
0.15 (0.23)
0.23 (0.22)
0.34 (0.81)
0.67 (0.41)
0.43 (0.22)
0.35 (0.16)
0.12 (0.08)
0.88 (1.33)
3.07 (2.62)
0.09 (0.04)
0.19 (0.15)

1204.2
1217.4
1232.5
1234.8
1253.8
1256.5
1260.4
1274.4
1295.7
1300.5
1305.3
1312.5
1322.6

1363.3
1381.7
1395.9
1413.9
1425.0
1483.5
1495.2
1504.8
1508.2
1539.2
1578.6
1609.8
1694.9
1711.3
1738.7
1743.5
1776.4
1795.2

0.46 (0.32)
0.34 (0.09)
0.17 (0.15)
0.05 (0.03)
0.69 (0.36)
0.61 (0.47)
2.33 (0.73)
0.55 (0.21)
0.15 (0.06)
0.38 (0.30)
0.26 (0.15)
0.41 (0.22)
0.06 (0.04)
0.00 (0.00)
0.00 (0.00)
0.53 (0.30)
0.13 (0.09)
0.15 (0.10)
0.21 (0.16)
0.37 (0.21)
0.52 (0.18)
0.25 (0.18)
0.16 (0.15)
0.22 (0.27)
0.06 (0.09)
0.56 (0.46)
0.63 (0.41)
0.60 (0.36)
0.11 (0.08)
0.19 (0.15)
1.63 (1.54)
0.04 (0.02)
0.27 (0.22)

1200.1
1212.5
1225.2
1229.1
1247.8
1254.0
1258.1
1269.5
1289.9
1295.2
1299.1
1306.4
1316.2
1326.4
1353.3
1356.5
1375.1
1389.0
1405.7
1418.5
1477.3
1488.3
1498.0
1500.5
1531.6
1569.8
1601.6
1686.7
1703.4
1728.6
1734.0

1786.2

0.43 (0.28)
0.20 (0.08)
0.50 (0.46)
0.15 (0.16)
1.14 (0.85)
0.94 (0.83)
2.44 (0.73)
0.68 (0.33)
0.10 (0.03)
0.39 (0.43)
0.14 (0.06)
0.25 (0.06)
0.05 (0.03)
0.10 (0.06)
0.12 (0.10)
0.47 (0.13)
0.07 (0.05)
0.09 (0.03)
0.06 (0.04)
0.43 (0.16)
0.63 (0.22)
0.17 (0.09)
0.14 (0.07)
0.05 (0.05)
0.07 (0.06)
0.29 (0.18)
0.49 (0.30)
0.75 (0.40)
0.12 (0.06)
0.20 (0.28)
0.70 (0.75)
0.00 (0.00)
0.21 (0.14)

0.41 (0.29)
0.27 (0.11)
0.39 (0.41)
0.10 (0.12)
0.91 (0.64)
0.86 (0.82)
2.46 (0.79)
0.66 (0.32)
0.13 (0.06)
0.34 (0.36)
0.19 (0.12)
0.32 (0.17)
0.08 (0.12)
0.04 (0.06)
0.05 (0.08)
0.53 (0.24)
0.10 (0.08)
0.12 (0.08)
0.14 (0.15)
0.36 (0.20)
0.55 (0.21)
0.21 (0.14)
0.15 (0.14)
0.15 (0.21)
0.11 (0.31)
0.46 (0.38)
0.54 (0.35)
0.63 (0.37)
0.12 (0.07)
0.30 (0.58)
1.45 (1.66)
0.03 (0.04)
0.23 (0.18)
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60  Heksadekanal 18142  0.44(024)  1813.6 0.37(0.23) 1804.8  0.35(0.17) 0.37 (0.21)
61  Heksahidrofarnezil aceton 18434 5.67(2.62) 18424 528 (3.93) 18389 527 (2.91) 5.33 (3.28)
62  Nonadekan 18944  0.31(0.10) 18944  0.56(0.35) 1886.0  0.39 (0.37) 0.45 (0.34)
63 Izofitol 19448  0.41(021) 19447  0.30(0.21) 1935.6  0.25(0.14) 0.30 (0.19)
64  Palmitinska kiselina 1974.6  1.70(0.96) 19758  3.30 (3.64) 1967.6  0.21 (0.16) 1.75 2.77)
65 Eikozan 1994.4  0.13 (0.07) 1994.8  0.14 (0.10) 1985.5  0.09 (0.05) 0.12 (0.08)
66  13-epi-Manol oksid 2006.0 0.28(0.14) 20063  0.28 (0.23) 1993.4  0.21(0.10) 0.25 (0.17)
67  Oktadekanal 2017.5 0.42(0.38)  2016.7  0.14(0.13) 2006.8  0.15(0.12) 0.19 (0.20)
68  Abietatrien 2049.8  1.21(1.22) 20502  0.56 (0.46) 2039.2  0.52 (0.32) 0.64 (0.62)
69  n-Oktadekanol 20817 028(0.18) 20824  0.10(0.09) 2073.9  0.19 (0.08) 0.16 (0.12)
70  Heneikozan 2094.8  0.60(0.49) 20949  0.46 (0.29) 2086.1  0.60 (0.32) 0.54 (0.34)
71  Fitol 2111.1  0.79 (0.67) 21113 0.65 (1.34) 2101.8  1.02 (2.20) 0.83 (1.68)
72 Sandarakopimarinal 2178.1  0.83(0.94) 21783  0.32(0.26) 2164.8  0.33(0.28) 0.40 (0.46)
73 1-Dokozen 2189.3  0.86(0.50)  2189.7  0.37(0.23) 2179.7  0.59 (0.34) 0.53 (0.36)
74 Dokozan 21944  0.83(0.83) 21950  0.27 (0.20) 2185.6  0.36(0.32) 0.39 (0.43)
75 Eikozanal 2221.1  0.23 (0.08) 2221.5  0.14 (0.08) 22103 0.16 (0.08) 0.16 (0.08)
76  Nk.4 22592 0.78 (0.46)  2260.1  0.11(0.07) 22493 0.63 (0.45) 0.43 (0.44)
77 1-Trikozen 22852 0.60(0.34) 22854  0.15(0.15) 22765  0.57(0.33) 0.39 (0.34)
78 Trikozan 22949  2.14(0.97) 22952 1.23(0.79) 2286.7  2.23(1.28) 1.79 (1.14)
79 trans-Feruginol 23269 0.17(0.08) 23282  0.09 (0.07) 2315.7  0.09 (0.04) 0.10 (0.07)
80  4,8,12,16-Tetrametilheptadekan-4-olid  2350.5  0.46(0.23)  2350.3  0.33 (0.25) 2338.6  0.31(0.19) 0.34 (0.22)
81  1-Tetrakozen 23892 0.13(0.06)  2389.7  0.04(0.02) 23784  0.12(0.07) 0.09 (0.06)
82 Tetrakozan 2394.6  1.45(0.71) 2395.0  0.62 (0.40) 2386.6  1.30(0.73) 1.03 (0.70)
83  Dokozanal 24252 047(0.37) 24253 0.26 (0.15) 2413.6  0.30(0.16) 0.30 (0.21)
84  1-Pentakozen 2489.1  0.69(0.34)  2490.0  0.18 (0.44) 24803 0.53(0.54) 0.40 (0.50)
85  Pentakozan 24947 276 (1.54) 24952  1.22 (0.67) 2486.8  1.99 (1.20) 1.77 (1.18)
86  Trikozanal 25279  023(0.17)  2527.9  0.09 (0.06) 25148 0.10 (0.06) 0.11 (0.09)
87  1-Heksakozen 2589.5  0.22(0.12)  2590.1  0.15(0.09) 2577.9  0.25(0.15) 0.20 (0.13)
88 Heksakozan 25939 1.94 (1.14) 25947  1.08 (0.78) 2584.5 1.37(0.69) 1.33 (0.84)
89  Tetrakozanal 2629.1  0.36(0.29) 26293  0.24(0.14) 2616.6  0.21(0.12) 0.25 (0.17)
90  Heptakozan 26947  3.49(1.90) 26944 1.97(1.31) 26853 2.65(1.43) 2.49 (1.52)
91  Oktakozan 2793.6  0.56(0.34) 27947  0.17(0.12) 2779.6  0.25(0.15) 0.26 (0.22)
Ukupno [%] 100 100 100 100
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KIE = Kovacev (retencioni) indeks eksperimentalno odreden

Sadrzaj [%] = procentualni sadrzaj odgovarajuc¢ih komponenata: aritmeticka sredina (= .5)

N.k. = neidentifikovana komponenta
* Komponente oznaéene bold-om su izabrane za analizu glavnih komponenti i kanonijsku diskriminacionu analizu

** ProseCan sadrzaj predstavlja srednju vrednost izra¢unatu na osnovu procentualne zastupljnosti komponenti za svih 47 uzoraka iz tri

populacije
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Aromati¢na jedinjenja_, Ostalo N. k.
0% /0% 2

Ugljovodoni¢ni monoterpeni

1%
Ugljovodonicni seskviterpeni

0%
Oksigenovani seskviterpeni

2%
Ugljovodoni¢ni diterpeni

1%
Oksigenovani diterpeni
2%
Derivati karotenoida
1%

Estri
Masne kiseline_ 0%

Slika br. 13. Prosecan sadrzaj razlicitih klasa jedinjenja u etarskom ulju Cetina Taxus

baccata L. za sve tri populacije

Ugljovodoni¢ni monoterpeni
1%

Masne kiseline
2%

Ugljovodonicni seskviterpeni
1%

Oksigenovani seskviterpeni
4%
Ugljovodoniéni diterpeni
1%

Oksigenovani diterpeni

2%
Derivati karotenoida

0%

Slika br. 14. ProseCan sadrzaj razlicitih klasa jedinjenja u etarskom ulju Cetina Taxus

baccata L. za populaciju Tara
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Ostalo N. k.
0%'\ 1%

Aromaticna jedinjenja Ugljovodoniéni monoterpeni

1%

Ugljovodoni¢ni seskviterpeni
0%

Oksigenovani seskviterpeni
2%

Ugljovodonicni diterpeni
1%
Oksigenovani diterpeni
2%
Derivati karotenoida
1%

Slika br. 15. Prosecan sadrzaj razlicitih klasa jedinjenja u etarskom ulju Cetina Taxus

baccata L. za populaciju Kopaonik

Ugljovodoni¢ni
monoterpeni
0% Ugljovodonicni seskviterpeni
0%
Oksigenovani seskviterpeni
0% 1%
Ugljovodonicni diterpeni
1%
Oksigenovani diterpeni
2%

Derivati karotenoida
1%

Slika br. 16. ProseCan sadrzaj razlicitih klasa jedinjenja u etarskom ulju Cetina Taxus

baccata L. za populaciju Malinik
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Tara Kopaonik Malinik

Slika br. 17. Varijabilnost najzastupljenijih jedinjenja u tri prirodne populacije tise u

Srbiji prikazana preko srednjih vrednosti i standardne devijacije

5.1.2. Varijabilnost sadrzaja etarskog ulja iz Cetina tise

5.1.2.1. Unutarpopulaciona varijabilnost sadrZaja etarskog ulja iz
cetina tise

Varijabilnost sadrZaja etarskog ulja Cetina tise iz tri prirodne populacije u Srbiji
prema klasama jedinjenja prikazana je na slikama br. 13, 14, 15 i 16. Varijabilnost

najzastupljenjih jedinjenja prikazana je na slici br. 17.

5.1.2.2. Medupopulaciona varijabilnost sadrzaja etarskog ulja iz
detina tise

Razlike izmedu srednjih vrednosti populacija za pojedina svojstva, ispitivane su
jednofaktorskom analizom varijanse. Normalnost 91 hemijske komponente iz etarskog
ulja proverena je y* testom (p>0.05) u programu STATISTICA 10. Ukupno 17
jedinjenja ima normalnu raspodelu: o-pinen, 3-oktanol, n-oktanal, n-oktanol, f-linalol,
mirtenol, A-ciklocitral, (E)-2-decenal, (E)-a-jonon, (E)-f-jonon, heksadekanal,
heksahidrofarnezil aceton, eikozanal, trans-feruginol, dokozanal, trikozanal 1

heksakozan. Njihova medupopulaciona varijabilnost je ispitana jednofaktorskom
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analizom varijanse u programu STATA 12. Homogenost varijansi izmedu populacija
proverena je Bartlett-ovim testom (p>0.05) i u analizu su usla samo jedinjenja koja su
zadovoljila ovaj uslov. ANOVA je pokazala da se 8 jedinjenja statisticki znacajno
razlikuje prema zastupljenosti medu populacijama (p<0.05): n-oktanal, f-linalol, S~
ciklocitral, (E)-f-jonon, eikozanal, trans-feruginol, trikozanal i heksakozan. Kao ,,post-
hoc" test koriS¢en je Bonferroni test sa korekcijom. Prema sadrzaju n-oktanala, znacajno
se razlikuju populacije Kopaonik i Malinik (p=0.001), na taj nacin §to je ovo jedinjenje
viSe zastupljeno u uzorcima sa Kopaonika (Slika br. 18). Utvrdeno je da uzorci sa Tare
sadrze statisticki znacajno vise flinalola od uzoraka sa Kopaonika (p=0.000) i
Malinika (p=0.000) (Slika br. 18). Populacije Kopaonik 1 Malinik se znacajno razlikuju
1 prema sadrzaju f-ciklocitrala, na taj nacin S$to ovog jedinjenja ima znacajno vise u
uzorcima sa Kopaonika (p=0.000) (Slika br. 18). Znacajne razlike su utvrdene 1 u
sadrzaju (E)-f-jonona izmedu populacija Tara 1 Malinik (p=0.039). Uzorci sa Malinika
sadrze viSe ovog jedinjenja (Slika br. 18). Statisticki znacajne razlike su utvrdene i u
sadrzaju eikozanala, koga ima viSe u uzorcima sa Tare u odnosu na populacije
Kopaonik (p=0.002) i Malinik (p=0.01) (Slika br. 19). Prema sadrzaju trans-feruginola
statisticki znacajne razlike postoje izmedu populacija Tara 1 Kopaonik (p=0.021).
Jedinke sa Tare sadrZe viSe trans-feruginola (Slika br. 19). Prema sadrzaju trikozanala
statisticki znacajne razlike postoje izmedu populacije Tara u odnosu na populacije
Kopaonik (p=0.008) i Malinik (p=0.019) (Slika br. 19). Trikozanala ima viSe u
jedinkama sa Tare u odnosu na druge dve populacije. Populacije Tara i Kopaonik se
statistiCki znacajno razlikuju prema sadrzaju heksakozana (p=0.015). Jedinke sa Tare
sadrZe viSe ovog jedinjenja u odnosu na jedinke sa Kopaonika (Slika br. 19).

Razlike u sadrzaju jedinjenja koja imaju normalnu raspodelu izmedu zenskih 1
muskih jedinki ispitane su t-testom za nezavisne uzorke. StatistiCki znaCajne razlike
izmedu zenskih 1 muskih jedinki su utvrdene samo za sadrzaj a-pinena u populaciji
Malinik (»p=0.023), kao 1 na nivou sve tri populacije zajedno (p=0.006) (Slika br. 20).

Zenske jedinke sadrZe znacajno viSe a-pinena od muskih.
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Slika br. 18. Razlike u sadrzaju n-oktanala, f-linalola, f-ciklocitrala i (E)-f-jonona u
etarskom ulju tise izmedu tri prirodne populcije u Srbiji (ANOVA: * p<0.05, ** p<0.01,
k% p<0.001; TK — razlike izmedu populacija Tara i Kopaonik, TM — razlike izmedu

populacija Tara i Malinik, KM — razlike izmedu populacija Kopaonik i Malinik)
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Slika br. 19. Razlike u sadrzaju eikozanala, trans-feruginola, trikozanala i heksakozana
u etarskom ulju tise izmedu tri prirodne populcije u Srbiji (ANOVA: * p<0.05, **
p<0.01; TK — razlike izmedu populacija Tara i Kopaonik, TM — razlike izmedu
populacija Tara 1 Malinik, KM — razlike izmedu populacija Kopaonik i Malinik)
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Slika br. 20. Razlike u sadrZzaju o-pinena izmedu Zenskih i muskih jedinki u

populacijama (t-test: * p<0.05, ** p<0.01)

U cilju sagledavanja tendencije odnosa, grupisanja i izdvajanja individua,
populacija 1 svojstava u masi podataka koris¢ena je analiza glavnih komponenti
(deskriptivna multivarijaciona statisticka metoda). Njen glavni cilj je da u grafickoj
formi prikaze maksimum informacija sadrzanih u tabelarnoj formi (Bojovi¢ i Mitrovi¢,
2010).

Analiza glavnih komponenti je uradena na setu od 22 izabrane varijable koje
predstavljaju hemijske komponente zastupljene u procentu vecem od 0.5%. Na
podacima su uradene logaritamske transformacije. Takode, visokokorelisane varijable
(r>0.7) su izostavljene iz analize. U tabeli br. 4, dat je pregled glavnih komponenti
(osa). Najvise informacija o totalnoj varijabilnosti daje prva osa (29.21%), zatim druga
(17.02%) 1 treca (9.44%). Prve tri ose objasnjavaju 55.66% totalne varijabilnosti.
Graficki je predstavljen plan prve i druge glavne ose (Slika br. 21) i plan druge i trece
glavne ose (Slika br. 22).

U tabeli br. 5 su dati koeficijenti linearnih kombinacija koji izgraduju glavne
ose. Svojstva (hemijske komponente) koja imaju najveée apsolutne vrednosti

koeficijenata su svojstva koja najvise doprinose formiranju te ose. Tako 1-okten-3-ol,
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(E)-2-undecenal, heksahidrofarnezil aceton i1 abietatrien najviSe doprinose formiranju
prve glavne ose. Zatim, 1-okten-3-on, 3-oktanon, n-nonanal i palmitinska kiselina
najviSe doprinose formiranju druge glavne ose, a (E)-2-heksenal, (Z)-3-heksenol,

mirtenol i geraniol formiranju trece glavne ose.

Tabela br. 4. Glavne komponente i procenti totalne varijabilnosti koje one objasnjavaju

Glavna Eigen- % %
komponenta vrednost Varijabilnost Kumulativni
1 6.426 29.21 29.21
2 3.744 17.02 46.23
3 2.076 9.44 55.67
4 1.777 8.08 63.74
5 1.527 6.94 70.68
6 1.159 5.27 75.95
7 0.996 4.53 80.48
8 0.752 3.42 83.89
9 0.553 2.51 86.41
10 0.499 2.27 88.68
11 0.412 1.87 90.55
12 0.392 1.78 92.33
13 0.331 1.51 93.84
14 0.294 1.34 95.18
15 0.266 1.21 96.39
16 0.204 0.93 97.31
17 0.167 0.76 98.07
18 0.135 0.61 98.69
19 0.102 0.46 99.15
20 0.072 0.33 99.47
21 0.062 0.28 99.76
22 0.053 0.24 100

Na grafickom prikazu (Slika br. 21) vidljivo je razdvajanje populacija Kopaonik
1 Malinik u odnosu na drugu glavnu osu. Jedinke iz populacije Kopaonik se pretezno
grupiSu u pozitivnom segmentu, a jedinke iz populacije Malinik u negativnom segmentu
prve glavne ose. Na grafickom prikazu (Slika br. 22) moze se uociti razdvajanje
populacija Tara i Malinik u odnosu na tre¢u glavnu osu. Takode na ovom prikazu se
uocava grupisanje jedinki sa Tare u pozitivnom segmentu druge glavne ose.

Na grafickim prikazima, varijable (hemijske komponente) su predstavljene
vektorima. Uglavnom, mada to nije pravilo, svojstva sa duzim vektorima su vernije
prezentovana. Takode nije pravilo ali 1 elementi dalje od koordinatnog pocetka vernije

su prezentovani od onih u njegovoj blizini (Bojovi¢ i Mitrovi¢, 2010). Polozaj elementa
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(stabla) u odnosu na vektor takode daje znacajne informacije. Tako se sa grafickih
prikaza (Slika br. 21 1 22) moze ocitati da jedinke sa Tare obiluju sadrzajem
heksahidrofarnezil acetona, pentakozana, geraniola i1 mirtenola. Stabla sa Kopaonika
obiluju sadrzajem 1-okten-3-ola, 1-okten-3-ona, 3-oktanona, n-nonanala, palmitinske
kiseline i junicedranola. Jedinke sa Malinika obiluju sadrzajem n.k. 1, (Z)-3-heksenola,
fitola 1 heptadekana. Za utvrdivanje znacajnosti razlika u relativnim sadrzajima ovih
komponenata koriS¢en je Mann-Whitney U test.

Prema sadrzaju (Z)-3-heksenola, statistiCki znacajne razlike su ustanovljene
izmedu populacija Tara i Kopaonik (p=0.019), Tara i Malinik (p=0.001) i Kopaonik i
Malinik (»p=0.000). Jedinke sa Tare sadrze manji procenat (£)-3-heksenola u etarskom
ulju u odnosu na jedinke sa Malinika. Jedinke sa Kopaonika sadrze manji procenat (Z2)-
3-heksenola u etarskom ulju od jedinki sa Tare i Malinika (Slika br. 23). Prema sadrzaju
1-okten-3-ola znacajno se razlikuju populacije Kopaonik i Tara (p=0.038), na taj nacin
Sto jedinke sa Kopaonika sadrze vise ovog jedinjenja (Slika br. 23). Statisticki znacajne
razlike su utvrdene u sadrzaju pentakozana izmedu jedinki sa Tare 1 Kopaonika
(p=0.007) 1 jedinki sa Kopaonika i Malinika (p=0.021). Pentakozan je detektovan u
vecoj koli¢ini u uzorcima sa Tare i Malinika u odnosu na uzorke sa Kopaonika (Slika
br. 24). Statisticki znaCajne razlike postoje u sadrzaju 1-okten-3-ona izmedu populacija
Tara 1 Kopaonik (p=0.003) i Kopaonik i Malinik (p=0.001). Jedinke sa Kopaonika
sadrze viSe 1-okten-3-ona od jedinki sa Tare, kao i od jedinki sa Malinika (Slika br. 24).
Jedinke sa Kopaonika sadrze statisticki znacajno vise 3-oktanona u odnosu na jedinke
sa Malinika (p=0.006) (Slika br. 24). U sadrzaju n-nonanala postoje znaCajne razlike
izmedu populacija Tara i Kopaonik (p=0.001) i Kopaonik i Malinik (p=0.001). Ovog
jedinjenja ima viSe u jedinkama sa Kopaonika u odnosu na druge dve populacije (Slika
br. 24). Prema sadrzaju palmitinske kiseline znacajne razlike su ustanovljene izmedu
populacija Kopaonik 1 Malinik (p=0.000) i1 populacija Tara i Malinik (p=0.000). Uzorci
sa Tare 1 Kopaonika sadrze znacajno vise palmitinske kiseline od uzoraka sa Malinika
(Slika br. 25). Statisticki znacajne razlike su utvrdene i u sadrzaju junicedranola izmedu
populacija Tara i Malinik (»p=0.002) i populacija Kopaonik i Malinik (p=0.019). Jedinke
sa Tare 1 Kopaonika sadrze viSe junicedranola u etarskom ulju od jedinki sa Malinika

(Slika br. 25). Statisticki znacajne razlike postoje u sadrZaju heptadekana izmedu
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populacija Malinik 1 Tara (p=0.000). Heptadekana ima znaCajno viSe u uzorcima sa
Malinika nego u uzorcima sa Tare (Slika br. 25).

Analiza glavnih komponenti je uradena u programu STATA 12.

Tabela br. 5. Koeficijenti linearnih kombinacija koji izgraduju prve tri glavne ose.
Svojstva (hemijske komponente) koja imaju najvece apsolutne vrednosti koeficijenata

su svojstva koja najviSe doprinose formiranju te ose

Hemijske komponente Glavnaosal Glavnaosa2 Glavnaosa3
(E)-2-Heksenal -0.0587 0.1367 -0.5246
(Z)-3-Heksenol -0.0077 -0.2803 0.3649
n-Heksanol -0.2007 0.1712 0.0588
1-Okten-3-on -0.1761 0.3412 0.0001
1-Okten-3-ol -0.2957 0.0597 0.0219
3-Oktanon -0.0374 0.3219 0.0152
n-Oktanol 0.2406 0.0788 0.0012
n-Nonanal 0.1358 0.3685 0.0752
Mirtenol -0.1994 -0.0540 -0.3039
Nk. 1 -0.0886 -0.2812 -0.1609
Geraniol -0.0866 -0.2847 -0.4382
(E)-2-Decenal 0.2595 0.0092 -0.0432
n-Dekanol 0.2489 -0.1927 -0.2229
(E)-2-Undecenal 0.3296 0.0914 -0.0875
(E)-B-Jonone 0.1754 0.0669 0.1713
Heptadekan 0.2521 -0.0355 0.2674
Junicedranol 0.1621 0.2825 -0.1869
Heksahidrofarnesil aceton 0.3217 -0.0519 0.0346
Palmitinska Kiselina 0.1532 0.3766 -0.1491
Abietatrien 0.2948 0.0642 -0.1811
Fitol 0.2276 -0.1767 -0.1401
Pentakozan 0.2840 -0.1838 -0.0250
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Slika br. 21. Plan prve i druge glavne ose prikazuje razdvajanje jedinki iz populacija

Kopaonik 1 Malinik na osnovu 22 izabrane hemijske komponente
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Slika br. 22. Plan druge i tre¢e glavne ose prikazuje razdvajanje jedinki iz populacija

Tara i Malinik na osnovu 22 izabrane hemijske komponent
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Slika br. 23. Razlike u sadrzaju (Z)-3-heksenola i 1-okten-3-ola u etarskom ulju tise
izmedu tri prirodne populcije u Srbiji (Mann-Whitney U test: * p<0.05, ** p<0.01, ***
p<0.001; TK - razlike izmedu populacija Tara i Kopaonik, TM — razlike izmedu
populacija Tara i Malinik, KM — razlike izmedu populacija Kopaonik i Malinik)
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Slika br. 24. Razlike u sadrzaju pentakozana, 1-okten-3-ona, 3-oktanona i n-nonanala u
etarskom ulju tise izmedu tri prirodne populcije u Srbiji (Mann-Whitney U test: *
p<0.05, ** p<0.01, *** p<0.001; TK — razlike izmedu populacija Tara i Kopaonik, TM
—razlike izmedu populacija Tara i Malinik, KM — razlike izmedu populacija Kopaonik i

Malinik)
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Slika br. 25. Razlike u sadrzaju palmitinske kiseline, junicedranola i heptadekana u
etarskom ulju tise izmedu tri prirodne populcije u Srbiji (Mann-Whitney U test: **
p<0.01, *** p<(0.001; TK — razlike izmedu populacija Tara i Kopaonik, TM — razlike

izmedu populacija Tara i Malinik, KM — razlike izmedu populacija Kopaonik i Malinik)

Isprobano je viSe metoda klaster analize (sa razliCitim distancama): ,,Average
Linkage* (Euclidean distance 1 Squared Euclidean distance), ,,Single Linkage*
(Euclidean distance 1 Squared Euclidean distance), ,,Ward’s Linkage* (Euclidean
distance i Squared Euclidean distance). Sve navedene metode klaster analize su
pokazale da su prema hemijskom sastavu sli¢nije populacije Tara i Kopaonik, dok se

populacija Malinik razlikuje (Slika br. 26).
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Slika br. 26. Dendrogram na osnovu klaster analize ,Single Linkage* (Squared
Euclidean distance) za 22 izabrane hemijske komponente etarskog ulja tise iz tri

prirodne populacije u Srbiji

U cilju sagledavanja diskriminacije unapred definisane 3 grupe (Tara, Kopaonik
1 Malinik) kori$¢ena je kanonijska diskriminaciona analiza (multivarijaciona statisticka
analiza).  Standardizovanim diskriminacionim koeficijentima omogucéeno je
detektovanje varijabli kojima se vr$i diskriminacija izmedu grupa.

Za kanonijsku diskriminacionu analizu odabrane su hemijske komponente koje
su zastupljene u procentu iznad 0.5% u etarskom ulju iz &etina tise (Sarac, 2014). Na
podacima su uradene logaritamske transformacije. Zatim su ispitane korelacije i iz dalje
analize su izostavljene visokokorelisane komponente (r >0.7), tako da krajnji set ¢ine 22
varijable. Na slici br. 27 je prikazano razdvajanje populacija na osnovu prve i druge
diskriminacione funkcije. Prva diskriminaciona funkcija objasnjava 70.0% varijanse za
ispitivane parametre 1 odvaja populaciju Kopaonik od populacija Tara i Malinik. Za
razdvajanje po prvoj diskriminacionoj funkciji najve¢i znacaj imaju (£)-3-heksenol, 1-
okten-3-ol, palmitinska kiselina i pentakozan (Tabela br. 6 i slika br. 28). Jedinke sa
Kopaonika imaju veéi sadrzaj 1-okten-3-ola i palmitinske kiseline, a manji sadrzaj (Z)-
3-heksenola 1 pentakozana u odnosu na jedinke sa Tare 1 Malinika. Druga
diskriminaciona funkcija objasnjava preostali procenat varijanse i odvaja populaciju

Malinik u odnosu na populacije Tara i Kopaonik. Najve¢i znacaj za razdvajanje po
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drugoj diskriminacionoj fukciji ima sadrzaj heptadekana, (F)-f-jonona i (Z)-3-
heksenola (Tabela br. 6 i slika br. 28). Jedinke sa Malinika sadrze veci procenat
heptadekana, (E)-f-jonona i (Z)-3-heksenola od jedinki sa Tare i Kopaonika.

Razlike u sadrzaju navedenih komponenti koje izdvajaju populacije Kopaonik i
Malinik su ispitane pomocu ANOVA i Mann-Whitney U test-a u okviru analize glavnih
komponenti.

Razlike u sadrzaju izabrane 22 komponente izmedu muskih i zenskih jedinki
ispitane su pomo¢u Mann-Whitney U test-a za sve tri populacije zajedno (47 jedinki).
Razlike izmedu polova prema hemijskom sastavu nisu utvrdene.

Kanonijska diskriminaciona analiza i Mann-Whitney U test radeni su u

programu STATISTICA 10.

Tabela br. 6. Standardizovani koeficijenti za kanonijske varijable i njihov doprinos

varijabilnosti etarskog ulja tise iz tri prirodne populacije u Srbiji

Varijable ROOT 1 ROOT 2
(E)-2-Heksenal 0.8154 0.8178
(Z)-3-Heksenol -1.4236 0.8252
n-Heksanol 0.1441 -0.8891
1-Okten-3-one -0.2527 -0.3930
1-Okten-3-ol -1.3341 0.1095
3-Oktanon 0.5230 0.1659
n-Oktanol 0.1438 0.3446
n-Nonanal 0.2757 -0.4954
Mirtenol 0.4598 -0.2515
Nk. 1 -0.8946 0.6068
Geraniol 0.7149 0.0035
(E)-2-Decenal -0.3327 0.3549
n-Dekanol 0.0381 -0.0205
(E)-2-Undecenal 0.7701 0.3915
(E)-p-Jonon -0.9850 -0.8398
Heptadekan -0.9532 -1.0798
Junicedranol 1.0124 0.6586
Heksahidrofarnezil aceton 0.7994 0.2115
Palmitinska Kiselina -1.1149 -0.2054
Abietatrien 0.4636 -0.1910
Fitol -0.0719 -0.2874
Pentakozan -1.2638 1.1889
Eigen-vrednosti 20.0464 8.5684
% objasnjene varijabilnosti 0.7006 1.0000
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Slika br. 27. Plan prve i druge kanonijske diskriminacione funkcije prikazuje

razdvajanje 47 jedinki Taxus baccata L. u tri grupe koje odgovaraju prirodnim

populacijama
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Slika br. 28. Izabrana hemijska jedinjenja za kanonijsku diskriminacionu analizu i

njihov doprinos varijabilnosti etarskog ulja tise iz tri prirodne populacije u Srbiji
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5.1.3. Povezanost sadrZaja hemijskih komponenti i klimatskih
faktora

Mikroklimatski uslovi u kojima rastu populacije znacajno uti¢u na varijabilnost
sadrzaja etarskog ulja. Zavisnost sadrzaja pojedinih komponenti etarskog ulja tise od
temperature vazduha, koli¢ine padavina i nadmorske visine ispitivana je regresionom
analizom. Klimatske karakteristike lokaliteta na kojima se nalaze istrazivane populacije
tise su dobijene na osnovu geografskih koordinata iz WorldClim baze globalnih
klimatskih slojeva u prostornoj rezoluciji od oko 1 km? koju su razvili Hijmans i sar.
(2005). WorldClim klimatske povrSine su razvijene na osnovu podataka za koli¢inu
padavina 1 srednju, minimalnu i maksimalnu temperaturu po mesecima, za period od
1950. do 2000. godine. Za prirodne populacije tise u Srbiji, 19 bioklimatskih varijabli
(Tabela br. 7) je dobijeno iz WorldClim baze podataka uz pomo¢ DIVA-GIS 7.5
softvera (Hijmans et al., 2012).

Rezultati proste linearne regresije su prikazani u Tabelama 8 1 9. Za regresionu
analizu izabrane su komponente ulja ¢iji se sadrzaji znacajno razlikuju izmedu
populacija (Slike 18, 19, 23, 24 1 25). Zavisne varijable (relativni sadrzaji komponenti)
su logaritamski transformisane. Analizirano je ukupno 15 komponenata u odnosu na
bioklimatske varijable (BIO1-BIO19), minimalnu i maksimalnu temperaturu za oktobar
(kada je izvrSeno uzorkovanje), prosecnu koli¢inu padavina za oktobar, minimalnu,
maksimalnu i1 srednju temperaturu za jesenje mesece, prose¢nu koli¢inu padavina za
jesenje mesece i nadmorsku visinu. Rezultati linearne regresije za junicedranol i
palmitinsku kiselinu nisu prikazani u tabeli jer je utvrdeno da za ova jedinjenja reziduali
ne ispunjavaju uslov homogenosti varijansi (White's test, p<0.05). Takode, u tabelama
nisu prikazani ni koeficijenti regresije za zavisne varijable za koje uslov homogenosti

varijansi reziduala nije ispunjen.
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Tabela br. 7. Bioklimatske varijable dobijene iz programa DIVA-GIS 7.5

Bioklimatske varijable Tara Kopaonik | Malinik
BIO1 = Srednja godisnja temperatura [°C] 32 57 6.6
BIO2 = Srednji mesecni temperaturni opseg
(max temp — min temp) [°C] 9.2 82 74
BIO3 = Izotermnost
(BIO1/BIO7) * 100 [°C] 391 301 275
BI04 = Sezonske varijacije u temperaturi
(standardna devijacija * 100) 714.3 704.4 745 7
BIOS = Maksimalna temperatura najtoplijeg perioda
[°C] 23.2 20.0 20.9
BIO6 = Minimalna temperatura najhladnijeg perioda
[°C] -5.6 -7.3 -6
BIO7 = Godisnji temperaturni opseg
(BIO 5 - BIO6) [*C] 28.8 273 26.9
BIO8 = Srednja temperatura najvlaznijeg kvartala [°C] 14.9 123 13.8
BIO9 = Srednja temperatura najsuvljeg kvartala [°C] 0.5 20 15
BIO10 = Srednja temperatura najtoplijeg kvartala [°C] 16.7 14.1 15.6
BIO11 = Srednja temperatura najhladnijeg kvartala [°C] 0.9 39 97
BIO12 = Prosec¢na godisnja koli¢ina padavina [mm] 951 911 208
BI0O13 = Koli¢ina padavina u najvlaznijem periodu
[mm] 103 101 105
BI0O14 = Koli¢ina padavina u najsuvljem periodu [mm] 61 60 50
BIO15 = Sezonske varijacije u koli¢ini padavina
(koeficijent varijacije) 17.0 15.9 263
BI016 = Koli¢ina padavina u najvlaznijem kvartalu
[mm] 294 277 282
BIO17 = Koli¢ina padavina u najsuvljem kvartalu [mm] 189 195 158
BIO18 = Koli¢ina padavina u najtoplijem kvartalu
[mm] 271 246 257
BIO19 = Koli¢ina padavina u najhladnijem kvartalu
[mm] 206 207 168
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Na osnovu rezultata proste linearne regresije se moze zakljuciti da su sve
nezavisne varijable statisticki znacajno korelisane sa analiziranim komponentama
etarskog ulja.

Postoji statisticki znacajna linearna zavisnost izmedu bioklimatskih varijabli
vezanih za temperaturu vazduha i sadrzaja analiziranih komponenti etarskog ulja
(Tabela br. 8- 1 deo i tabela br. 8- 2.deo). Znacajno predvidanje sadrzaja najveceg broja
hemijskih komponenti daju varijable BIOS (srednja temperatura najvlaznijeg kvartala),
BIO10 (srednja temperatura najtoplijeg kvartala), tmin okt (minimalna temperatura za
oktobar) i1 tmin jes (minimalna temperatura za jesenje mesece). Najmanji broj
predvidanja imaju varijable BIO3 (izotermnost) i BIO4 (sezonske varijacije u
temperaturi). Jedinjenja koja u najvecoj meri variraju u odnosu na varijable vezane za
temperaturu vazduha su flinalol, 1-okten-3-on i1 m-nonanal. Najvece koeficijente
regresije za f-linalol imaju varijable tmax_ okt (maksimalna temperatura za oktobar),
tmax_jes (maksimalna temperatura za jesenje mesece) 1 BIO7 (godiSnji temperaturni
opseg) (Slika br. 29). Maksimalna temperatura za oktobar i maksimalna temperatura za
jesenje mesece objasnjavaju 39.4%, a godis$nji temperaturni opseg 38% varijabilnosti S
linalola. Sadrzaje 1-okten-3-ona i n-nonanala bolje predvidaju varijable koje su vezane
za minimalne temperature: BIO6 (minimalna temperatura najhladnijeg perioda),
tmin_okt (minimalna temperatura za oktobar) i tmin_jes (minimalna temepratura za
jesenje mesece) (Slika br. 30). Minimalna temperatura najhladnijeg perioda objaSnjava
34.1% 1 37.3%, a minimalna temperatura za oktobar i minimalna temperatura za jesenje
mesece 31.9% 1 35.1% varijabilnosti 1-okten-3-ona i n-nonanala, respektivno.

Linearna zavisnost izmedu bioklimatskih varijabli vezanih za koli¢inu padavina 1
sadrzaja analiziranih komponenti je nesto slabija (Tabela br. 9). Zna¢ajno predvidanje
sadrzaja najveCeg broja hemijskih komponenti imaju BIO16 (koli¢ina padavina u
najvlaznijem kvartalu) i BIO18 (koli¢ina padavina u najtoplijem kvartalu). Najmanji
broj predvidanja sadrzaja hemijskih komponeti imaju BIO12 (prosecna godisnja
koli¢ina padavina), BIO13 (koli¢ina padavina u najvlaznijem periodu), BIO15
(sezonske varijacije u koli¢ini padavina), BIO17 (koli¢ina padavina u najsuvljem
kvartalu) 1 pad jes (prosecna koli¢ina padavina za jesenje mesece). Jedinjenja koja
najvise variraju u odnosu na varijable vezane za koli¢inu padavina su (Z)-3-heksenol i

[-ciklocitral. Sadrzaji (Z)-3-heksenola i1 f-ciklocitrala se najbolje mogu predvideti na
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osnovu BIO13 (koli¢ina padavina u najvlaznijem periodu), BIO4 (sezonske varijacije u
temperaturi), BIO17 (koli¢ina padavina u najsuvljem kvartalu) i BIO15 (sezonske
varijacije u koli¢ini padavina) (Slike br. 31 1 32). Koli¢ina padavina u najvlaznijem
periodu objaSnjava 70.4% 1 36.5%, sezonske varijacije u temperaturi 70.1% 1 36.3%,
koli¢ina padavina u najsuvljem kvartalu 69.1% i 35.7%, a sezonske varijacije u koli¢ini
padavina 68.2% 1 35.2% varijabilnosti (Z)-3-heksenola i f-ciklocitrala, respektivno.
ZnacCajne korelacije su utvrdene za nadmorsku visinu 1 sadrzaje velikog broj
analiziranih jedinjenja. U odnosu na nadmorsku visinu, najviSe varijaju sadrZaji (2)-3-
heksenola, 1-okten-3-ona i n-nonanala (Slika br. 33). Nadmorska visina predvida 49.2%
varijabilnosti za (Z)-3-heksenol, 37.5% varijabilnosti za mn-nonanal 1 34.1%

varijabilnosti za 1-okten-3-on.
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Slika br. 29. Linearna zavisnost izmedu nezavisnih bioklimatskih varijabli tmax okt

(A), tmax_jes (B) 1 BIO7 (C) i sadrzaja f-linalola
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Slika br. 31. Linearna zavisnost izmedu nezavisnih bioklimatskih varijabli BIO13 (A),

BIO17 (B) 1 BIO15 (C) i sadrzaja (£)-3-heksenola i f-ciklocitrala
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Slika br. 32. Linearna zavisnost izmedu sezonskih varijacija u temperaturi (BIO4) i

sadrzaja (Z)-3-heksenola i1 f-ciklocitrala
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Slika br. 33. Linearna zavisnost izmedu nadmorske visine istrazivanih populacija i

sadrzaja (Z£)-3-heksenola, 1-okten-3-ona i n-nonanala
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Tabela br. 8. Koeficijenti regresije (R?) i nivoi znadajnosti za nezavisne bioklimatske varijable vezane za temperaturu vazduha — 1. deo

BIO1 BI102 BIO3 B104 BIO5 BIO6 BI1O7 BIOS
(Z2)-3-Heksenol 0.134 * 0.315%** 0.70] *** 0.066 0.101*
1-Okten-3-on 0.262%**  0.004 0.024 0.190%* 0.219***  0.341***  0.018 0.323%**
1-Okten-3-ol 0.096* 0.009 0.002 0.016 0.092* 0.082 0.036 0.093*
3-Oktanon 0.080 0.061 0.100* 0.051 0.009 0.140%**
n-Oktanal 0.028 0.154%* 0.196** 0.271%** 0.010 0.139%* 0.065 0.084*
[-Linalol 0.274***  0.282%**  (0.220***  0.026 0.323%** 0.380%**  0.168**
n-Nonanal 0.290***  0.004 0.024 0.204** 0.244***  0.373***%  (.022 0.354%**
[-Ciklocitral 0.072 0.160** 0.218%**  (.363*** 0.036 0.237%**  0.050 0.162%*
(E)-f-Jonon 0.025 0.160** 0.155%* 0.086* 0.043 0.000 0.143** 0.003
Heptadekan 0.077 0.172%* 0.152%* 0.050 0.103* 0.009 0.188** 0.032
Eikozanal 0.223***  (0.088* 0.054 0.002 0.235%**  (.132* 0.168** 0.178**
trans-Feruginol 0.172%** 0.056 0.032 0.003 0.179** 0.109* 0.117* 0.143**
Pentakozan 0.154** 0.000 0.002 0.071 0.136* 0.172%* 0.025 0.174%**
Trikozanal 0.161%* 0.090* 0.061 0.000 0.176** 0.081 0.149%** 0.119*
Heksakozan 0.163%* 0.008 0.001 0.041 0.152%x* 0.153%x* 0.047 0.166**
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Tabela br. 8. Koeficijenti regresije (R?) i nivoi znadajnosti za nezavisne bioklimatske varijable vezane za temperaturu vazduha — 2. deo

BIOY BIO10 BIO11 tmin_okt tmax okt tmin_ jes tmax_jes taver jes
(Z£)-3-Heksenol 0.022 0.040 0.000 0.000 0.048
1-Okten-3-on 0.174** 0.323%** 0.196** 0.319%** 0.112* 0.319%** 0.113* 0.203**
1-Okten-3-ol 0.085* 0.093* 0.087* 0.094* 0.071 0.094* 0.064 0.090*
3-Oktanon 0.028 0.140%* 0.039 0.134* 0.007 0.134%* 0.007 0.043
n-Oktanal 0.000 0.085%* 0.004 0.078 0.005 0.078 0.005 0.005
[-Linalol 0.361*** 0.167** 0.344% 0.178** 0.394 % 0.178** 0.394 % 0.337%#*
n-Nonanal 0.194** 0.355%** 0.219%** 0.351%** 0.127* 0.351%** 0.128%* 0.227%%%*
-Ciklocitral 0.013 0.163** 0.023 0.154** 0.000 0.153** 0.000 0.027
(E)-f-Jonon 0.063 0.003 0.053 0.004 0.092* 0.004 0.092* 0.050
Heptadekan 0.127* 0.032 0.116* 0.035 0.157** 0.035 0.156** 0.111*
Eikozanal 0.239%** 0.178** 0.238%** 0.183** 0.230%** 0.183** 0.230%** 0.23 74
trans-Feruginol 0.179** 0.142%* 0.180** 0.146** 0.168** 0.146** 0.169** 0.180**
Pentakozan 0.115% 0.174** 0.126* 0.173** 0.084* 0.173** 0.084* 0.129*
Trikozanal 0.184** 0.118* 0.181** 0.123* 0.185** 0.123* 0.185** 0.179%*
Heksakozan 0.136* 0.166** 0.144%** 0.167** 0.109%* 0.167** 0.110%* 0.147**

tmin_okt = minimalna temperatura za oktobar
tmax_okt = maksimalna temperatura za oktobar
tmin_jes = minimalna temperatura za jesenje mesece
tmax_jes = maksimalna temperatura u jesenje mesece
taver_jes = srednja temperatura za jesenje mesece



Tabela br. 9. Koeficijenti regresije (R?) i nivoi znadajnosti za nezavisne bioklimatske varijable vezane za koli¢inu padavina i nadmorsku visinu

BIO12  BIO13 B1O14 BIO15 BIO16 BIO17 BIO18 BIO19 pad_okt pad_jes n.v.
(2)-3-Heksenol 0.704%**  0.629***  0.682***  (0.074 0.691%#** 0.187** 0.663***  (.582%** 0.492%**
1-Okten-3-on 0.062 0.254***  0.112* 0.159%* 0.225%** 0.171%* 0.286***  (0.139%* 0.081 0.062 0.341%**
1-Okten-3-ol 0.000 0.033 0.003 0.010 0.093* 0.012 0.100* 0.007 0.001 0.000 0.078
3-Oktanon 0.135% 0.170%* 0.055 0.100%* 0.186** 0.150%* 0.134* 0.193%**
n-Oktanal 0.233*#*  (0.259%**  (0.259*%**  (0.270***  0.011 0.271%** 0.044 0.267***  0.245%**  (0.233***  (.156%*
f-Linalol 0.001 0.047 0.316%** 0.039 0.239%**  0.064 0.072
n-Nonanal 0.065 0.274***  0.118* 0.170%* 0.250%** 0.183%* 0.316***  0.147** 0.085* 0.064 0.375%**
[-Ciklocitral 0.277*%*  0.365%*%*  0.324%**  (.352***  (0.041 0.357%#** 0.101* 0.341*%*  0.298***  (0.276***  (.259%**
(E)-p-Jonon 0.142%*  0.055 0.121%* 0.100%* 0.040 0.095%* 0.015 0.023* 0.134* 0.142**  0.003
Heptadekan 0.123* 0.021 0.092* 0.065 0.099* 0.059 0.060 0.076 0.110* 0.123* 0.005
Eikozanal 0.024 0.018 0.006 0.000 0.234%:%* 0.000 0.211%** 0.001 0.015 0.024 0.117*
trans-Feruginol  0.012 0.020 0.002 0.000 0.178%* 0.001 0.164** 0.000 0.007 0.012 0.098*
Pentakozan 0.014 0.106* 0.034 0.056 0.139** 0.062 0.164** 0.046 0.022 0.014 0.169**
Trikozanal 0.033 0.005 0.013 0.003 0.174%* 0.002 0.148** 0.006 0.024 0.034 0.07
Heksakozan 0.002 0.072 0.013 0.028 0.154%* 0.033 0.166** 0.021 0.006 0.002 0.147**

pad_okt = prosecna koli¢ina padavina za oktobar
pad_jes = prose¢na koli¢ina padavina za jesenje mesece

n.v. = nadmorska visina
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5.2. DISKUSIJA REZULTATA ISPITIVANJA ETARSKOG ULJA 1Z
CETINA TISE

Uporedivanje dosada$njih istraZivanja o isparljivim komponentama roda Taxus
L. sa ovim istrazivanjem prikazano je u tabeli br. 10.

U ovom istrazivanju etarsko ulje iz tise je ekstrahovano postupkom
hidrodestilacije iz svezih Cetina 1 grancica tise, Sto odgovara postupku opisanom kod
Jean i sar. (1993), Khan i sar. (2006) i Radulovi¢ i sar. (2010).

U etarskom ulju iz sveZzih C€etina i grancica iz tri prirodne populacije tise u Srbiji
detektovana je 91 komponenta, od kojih je 87 identifikovano (Tabela br. 2). U sve tri
populacije najzastupljenija jedinjenja su alifati¢ni alkoholi 1-okten-3-ol (23.48%) 1 (£)-
3-heksenol (11.46%) 1 oksigenovani monoterpen mirtenol (11.38%). U istraZivanjima
Jean 1 sar. (1993), l-okten-3-ol je takode identifikovan kao glavni konstituent ulja
kanadske tise, dok su (Z)-3-heksenol i mirtenol zastupljeni u manjem procentu (1.97% i
0.68%, respektivno). Kao drugi po zastupljenosti konstituent ulja kanadske tise
identifikovan je (E)-2-heksenal (24.13%), koji je u istrazivanju koje je predmet ove
disertacije pronaden u mnogo manjoj koli¢ini (2.08% u proseku za sve tri populacije).

Razultati ovog istrazivanja u velikoj meri se razlikuju od istrazivanja Khan i sar.
(2006) sa T. wallichiana Zucc. u pogledu najzastupljenijih jedinjenja. Dok je 1-okten-3-
ol najzastupljenije jedinjenje u ulju evropske i1 kanadske tise, (£)-2-okten-1-ol je
najzastupljeniji u ulju 7. wallichiana Zucc. Ova dva alifati¢na alkohola imaju priblizna
retenciona vremena, pa se dovodi u pitanje ispravnosti identifikacije (E£)-2-okten-1-ola u
ulju 7. wallichiana Zucc. Alifaticni alkohol (Z)-3-heksenol je detektovan u skoro 3 puta,
a mirtenol u ¢ak 38 puta vecoj koli€ini u ovom istrazivanju u odnosu na istraZivanje sa
T. wallichiana Zucc. Ukupno 18 jedinjenja je zajedni¢ko za Taxus baccata L. 1 Taxus
wallichiana Zucc., ali se njihova procentualna zastupljenost u ulju razlikuje.

Svakako najinteresantnije za poredenje sa rezultatima disertacije je istrazivanje
Radulovi¢ i sar. (2010) na ulju iz Taxus baccata L. iz prirodne populacije koja se nalazi
u klisuri reke Jerme u Srbiji. Dva glavna konstituenta ulja u ovom istraZivanju nalaze se
1 u populaciji tise iz jugoisto¢ne Srbije, s tim §to je 1-okten-3-ol zastupljeniji 10 puta, a
(Z£)-3-heksenol 2 puta u istrazivanju koje je predmet ove disertacije. Trece

najzastupljenije jedinjenje u ovom istrazivanju (11.38%), mirtenol, detektovan je u

74



vecoj koli¢ini kod Radulovi¢ 1 sar. (18.3%). Heksahidrofarnezil aceton je
najzastupljenije jedinjenje u ulju tise iz klisure reke Jerme (18.3%), a u rezultatima
disertacije detektovan je u oko tri puta manjoj koli¢ini (5.33%). Ukupno 40 jedinjenja se
podudara za oba istrazivanja, ali se njihova procentualna zastupljenost razlikuje. Prema
navedenom, moze se zakljuciti da je sastav etarskog ulja iz istrazivanja koje je predmet

ove disertacije najsli¢niji sastavu ulja tise iz jugoistocne Srbije.
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Tabela br. 10. DosadasSnja istrazivanja isparljivih komponenti roda Taxus L.

Autori Vrsta Lokalitet Ispitivani Postupak GC-MS Broj Obilnije komponente
deo biljke ekstrakcije analiza identifikovanih
komponenti
1 2 3 4 5 6 7 8
Merkx i T. baccata L. | Nedostaju | Nedostaju Enzimska Nedostaju Nedostaju 1-okten-3-ol (>50%),
Svendsen podaci podaci hidroliza podaci podaci eugenol (0.5-5%) i
(1990) (£)-3-heksenol (<0.5%)
Jeanetal. | T. canadensis | Jezero Sen | Sveze Destilacija Supelcowax i | Destilacija Destilacija vodenom
(1993) Marsh. Zen, cetine 1 vodenom DB-5 kolona | vodenom parom: 1-okten-3-ol
Kvebek grancice parom ili parom: 18; (44.6%) 1
enzimska (E)-2-heksenal (24.13%));
hidroliza enzimska enzimska hidroliza:
sa [ hidroliza: 16 | 3,5- dimetoksifenol
glukozidazom i (48.65%, 26.29%) 1
celulazom 1-okten-3-ol (23.05%,
39.11%)
Erdemoglu | T. baccata L. | Riza, Suve Cetine | Enzimska HP-Innowax | Suve Cetine: Suve Cetine: palmitinska
et al. Turska ili sveze hidroliza 1 FSC kolona | 63; kiselina (22.5%) i
(2003) Cetine hidrodestilacija dekanska kiselina
Sveze Cetine: | (12.6%);
65 sveze Cetine: palmitinska
kiselina (19.6%) i
dekanska kiselina
(19.5%)
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Khanetal. |T. Gulmarg, Sveze Hidrodestilacija | PE-Wax 62 (E)-2-okten-1-ol (14.5%),
(2006) wallichiana Dzamu i Cetine kolona n-pentakozan (8.1%) 1
Zucc. Kasmir kariofilen oksid (7.1%)

Radulovi¢ | T. baccata L. | Klisura reke | Sveze Hidrodestilacija | HP-5SMS 62 Heksahidrofarnezil

et al. Jerme, cetine i kolona aceton (18.3%), mirtenol

(2010) Srbija grancice (18.3%) i (£)-3-heksenol

(6.0%)

Istrazivanje | T. baccata L. | Tara, Zamrznute | Hidrodestilacija | HP-5MS 87 1-okten-3-o0l (23.48%),

u disertaciji Kopaonik i | Cetine 1 kolona (Z£)-3-heksenol (11.46%)
Malinik, grancice i mirtenol (11.38%)
Srbija
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Tabela br. 11. Razlike u sadrzaju glavnih konstituenata etarskog ulja iz prirodnih

populacija tise u Srbiji

Tara Kopaonik Malinik Jerma
Istrazivanje u Istrazivanjeu | Istrazivanjeu | Radulovi¢ i
disertaciji disertaciji disertaciji sar. (2010)
Jedinjenje [%] [%] [%] [%]
1-Okten-3-ol 15.56 27.55 22.18 23
(Z)-3-Heksenol 6.84 4.77 19.78 6.0
Mirtenol 13.30 12.88 9.22 18.3
Heksahidrofarnezil 5.67 5.28 5.27 18.3
aceton
3-Metil-2- - - - 59
butenska kiselina
Trikozan 2.14 1.23 2.23 5.5

U sastavu etarskog ulja iz tri prirodne populacije u Srbiji najzastupljenije klase
alkoholi (43.31%)), (19.34%)),
ugljovodonici (13.18%) i alifati¢ni aldehidi (11.09%) (Tabela br. 3 i slika br. 13). Ostale

jedinjenja su alifati¢ni zatim terpeni alifati¢ni
klase jedinjenja zastupljene su u manjem procentu. Neidentifikovana jedinjenja Cine
1.96% ulja. Najzastupljeniju frakciju terpena ¢ine monoterpeni (14.41%), a zatim
diterpeni (2.52%). NeSto drugacija kategorizacija jedinjenja napravljena je u
istrazivanju Radulovi¢ 1 sar. (2010) gde preovladuju terpenoidi (28.2%), derivati
karotenoida (18.4%), m-alkani (18.4%) i isparljiva organska jedinjenja (“green leaf
volatiles®) (12.0%). Monoterpeni su najzastupljenija frakcija terpenoida, sa 19.1%.
Radulovi¢ i sar. (2010) nisu detektovali seskviterpene i kao moguc¢i razlog za to navode
da su seskviterpenoidi u tisi glikozidno vezani 1 ne isparavaju u uslovima
hidrodestilacije. Medutim, u ovim istraZivanjima seskviterpeni su detektovani u
procentu 2.31%. Ovakve razlike u zastupljenosti pojedinih klasa jedinjenja mogu se
objasniti razli¢itim vremenom uzorkovanja materijala. Za nasa istrazivanja uzorkovanje
je izvrSeno krajem oktobra (u periodu zrelosti arilusa), dok su Radulovi¢ i sar. (2010)
uzorke prikupili pocetkom marta. Figueiredo i sar. (1992) su dokazali da su kod

Achillea millefolium L. seskviterpenski ugljovodonici glavne komponente etarskog ulja

78



u vegetativnom periodu, dok su u vreme cvetanja najzastupljeniji monoterpenski
ugljovodonici.

Razlike u procentualnoj zastupljenosti izmedu glavnih konstituenata etarskog
ulja iz prirodnih populacija tise u Srbiji, na osnovu dosadas$njih istrazivanja prikazane su

u Tabeli br. 11.

Statisticka analiza je pokazala da se prirodne populacije tise u Srbiji razlikuju
prema sadrZaju etarskog ulja iz Cetina. Zastupljenost pojedinih komponenti je razlicita u
razli¢itim populacijama u Srbiji. Analizom varijanse je utvrdeno da se od ukupno 17
jedinjenja koja imaju normalnu raspodelu, 8 jedinjenja statisticki znacajno razlikuje
prema zastupljenosti medu populacijama (p<0.05): n-octanal, A-linalol, A-ciklocitral,
(E)-fjonon, eikozanal, trans-feruginol, trikozanal 1 heksakozan (Slike br. 18 i1 19).
Utvrdeno je da jedinke sa Tare sadrze znacajno vise f-linalola, eikozanala i trikozanala
u etarskom ulju u odnosu na jedinke sa Kopaonika 1 Malinika.

Razlike u sadrzaju jedinjenja koja imaju normalnu raspodelu izmedu Zenskih 1
muskih jedinki ispitane su t-testom za nezavisne uzorke. Statisticki znacajne razlike
izmedu Zenskih 1 muskih jedinki su utvrdene samo za sadrzaj a-pinena u populaciji
Malinik i na nivou sve tri populacije zajedno (Slika br. 20).

Analiza glavnih komponenti sa 22 najzastupljenije hemijske komponente
etarskog ulja je pokazala razdvajanje jedinki sa Kopaonika od jedinki sa Malinika, kao 1
jedinki sa Tare od jedinki sa Malinika. Na planu prve i druge glavne ose (Slika br. 21)
vidljivo je razdvajanje populacija Kopaonik i Malinik u odnosu na prvu glavnu osu na
¢ije formiranje najvise uticu 1-okten-3-ol, (E)-2-undecenal, heksahidrofarnezil aceton i
abietatrien. Na planu druge 1 tre¢e glavne ose (Slika br. 22) moze se uociti razdvajanje
populacija Tara i Malinik u odnosu na drugu glavnu osu na ¢ije formiranje najvise uticu
1-okten-3-on, 3-oktanon, n-nonanal i palmitinska kiselina. Osim toga, ova analiza je
graficki prikazala hemijska jedinjenja kojima obiluju pojedine populacije. Sa grafickih
prikaza (Slike br. 21 1 22) moze ocitati da jedinke sa Tare obiluju sadrzajem
heksahidrofarnezil acetona, pentakozana, geraniola 1 mirtenola. Jedinke sa Kopaonika
obiluju sadrzajem 1-okten-3-ola, 1-okten-3-ona, 3-oktanona, n-nonanala, palmitinske
kiseline i junicedranola. Jedinke sa Malinika obiluju sadrzajem n.k. 1, (Z)-3-heksenola,

fitola 1 heptadekana. Mann-Whitney U test-om ispitane su razlike u sadrzaju ovih
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jedinjenja. Statisticki znaCajne razlike utvrdene su u sadrzaju: pentakozana, 1-okten-3-
ola, 1-okten-3-ona, 3-oktanona, n-nonanala, palmitinske kiseline, junicedranola, (Z2)-3-
heksenola 1 heptadekana izmedu tri prirodne populacije tise u Srbiji (Slike br. 23, 24 i
25).

Na osnovu klaster analize moze se zakljuciti da su prema hemijskom sastavu
sli¢nije populacije Tara 1 Kopaonik, dok se populacija Malinik razlikuje (Slika br. 26).

Kanonijska diskriminaciona analiza sa 22 izabrane hemijske komponente je
pokazala grupisanje 47 jedinki tise u 3 grupe koje odgovaraju razli¢itim populacijama
(Slika br. 27). Prva diskriminaciona funkcija objasnjava 70.0% varijanse za ispitivane
parametre 1 odvaja populaciju Kopaonik od populacija Tara i Malinik. Druga
diskriminaciona funkcija objaSnjava preostali procenat varijanse i odvaja populaciju
Malinik u odnosu na populacije Tara i Kopaonik. Utvrdeno je da jedinke sa Kopaonika
sadrze znacajno veéi procenat l-okten-3-ona, 3-oktanona, n-nonanala, palmitinske
kiseline, kao i znacajno manji procenat (£)-3-heksenola i1 pentakozana u etarskom ulju
iz Cetina u odnosu na jedinke sa Tare 1 Malinika. Jedinke sa Malinika sadrZe znacajno
viSe (Z)-3-heksenola, a znacajno manje palmitinske kiseline i junicedranola u etarskom
ulju u odnosu na druge dve ispitivane populacije.

Razlike u sadrzaju izabrane 22 komponente izmedu muskih 1 Zenskih jedinki
ispitane su pomocu Mann-Whitney U test-a za sve tri populacije zajedno (47 jedinki).
Razlike izmedu polova prema hemijskom sastavu nisu utvrdene.

Jednofaktorska analiza varijanse, analiza glavnih komponenti i kanonijska
diskriminaciona analiza su ukazale na specifi¢nost hemijskog sastava etarskog ulja

svake od tri istrazivane populacije Taxus baccata L. u Srbiji.

Regresionom analizom je utvrdeno da su sve nezavisne bioklimatske varijable
statisticki znacajno korelisane sa pojedinim komponentama etarskog ulja iz Cetina tise.
Posto su komponente etarskog ulja isparljive, ocekivano je da ¢e njihov sadrzaj zavisiti
od temperature i1 vlaznosti vazduha. Jedinjenja koja su najjae korelisana sa
bioklimatskim varijablama vezanim za temperaturu vazduha su f-linalol, 1-okten-3-on i
n-nonanal (Tabela br. 8- 1 deo i Tabela br. 8- 2.deo). Sa dijagrama na slici (Slika br. 29)
se moze videti da se sa porastom maksimalne temperature u oktobru (tmax_okt) i u

jesenjim mesecima (tmax_jes) i sa povecanjem godiSnjeg temperaturnog opsega (BIO7)
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povecava sadrzaj monoterpena f-linalola u populacijama. Sa porastom minimalne
temperature najhladnijeg perioda (BIO6), minimalne temperature za oktobar (tmin_okt)
1 minimalne temperature za jesenje mesece (tmin_jes) se povecava sadrzaj ketona 1-
okten-3-ona i aldehida n-nonanala (Slika br. 30) u populacijama. Sa porastom sezonskih
varijacija u temperaturi (BIO4), sadrzaj (Z)-3-heksenola raste, a sadrzaj f-ciklocitrala
opada (Slika br. 32).

Jedinjenja koja su najjace korelisana sa bioklimatskim varijablama vezanim za
koli¢inu padavina su (Z)-3-heksenol i f-ciklocitral (Tabela br. 9). Alkohol (Z2)-3-
heksenol i monoterpen f-ciklocitral su najace korelisani sa koli¢inom padavina u
najvlaznijem periodu (BIO13), koli¢inom padavina u najsuvljem kvartalu (BIO17) i
sezonskim varijacijama u koli¢ini padavina (BIO15), ali pokazuju suprotne trendove u
odnosu na ove varijable (Slika br. 31).

Utvrdene su znacajne korelacije za nadmorsku visinu i sadrzaja velikog broja
analiziranih jedinjenja. Na dijagramu (Slika br. 33) su prikazane linearne zavisnosti
sadrzaja (Z£)-3-heksenola, 1-okten-3-ona i n-nonanala od nadmorske visine.

Regresiona analiza je identifikovala konstituente etarskog ulja tise koji pokazuju
najjacu linearnu zavisnost od bioklimatskih faktora i koji pritom predstavljaju
potencijalne hemijske markere za geografsku diferencijaciju populacija. Pretpostavka je
da su sadrzaji f-linalola, 1-okten-3-ona, n-nonanala, (Z)-3-heksenola i f-ciklocitrala
pod jakim uticajem abiotickih faktora (klimatskih karakteristika i nadmorske visine),
dok su sadrzaji ostalih komponenti, koji se takode znacajno razlikuju medu istrazivanim

populacijama, verovatno pod ja¢im uticajem biotickih faktora.
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5.3. REZULTATI ISPITIVANJA MORFOLOSKIH KARAKTERISTIKA
CETINA Taxus baccata L.

5.3.1. Morfoloske karakteristike ¢etina Taxus baccata L. u

populacijama u Srbiji

PovrSina cCetina snimljena je na skeniraju¢em elektronskom mikroskopu sa
uvecanjima 150x i 1200x i prikazana na slikama br. 34, 35 i 36. Pregled morfoloskih
karakteristika 1 osnovnih statistickih parametara dat je u tabeli br. 12.

Prose¢na duzina Cetina Taxus baccata L. za prirodne populacije u Srbiji iznosi
22.14 mm. DuzZina cetina je veca kod Zenskih jedinki (22.79 mm) nego kod muskih
(21.50 mm). Najduze Cetine imaju jedinke iz populacije Tara (23.96 mm), zatim iz
populacije Malinik (23.10 mm), a najkrace jedinke sa Kopaonika (20.59 mm). U sve tri
prirodne populacije Zenske jedinke imaju u proseku duze cetine od muskih. U populaciji
Tara, duzina Cetina kod Zenskih jedinki iznosi 26.61 mm, a kod muskih 21.98 mm. U
populaciji Malinik, prose¢na duzina Cetina kod Zenskih i muskih jedinki iznosi 23.80
mm i 22.40 mm, respektivno. Na Kopaoniku, duzina ¢etina kod Zenskih jedinki iznosi u
proseku 20.74 mm, dok je kod muskih neSto manja (20.44 mm). Variranje u duzini
¢etina najvece je u populaciji Tara (5=4.28).

Prose¢na Sirina Cetina Taxus baccata L. za prirodne populacije u Srbiji iznosi
2.35 mm, i veéa je kod zenskih (2.36 mm) nego kod muskih jedinki (2.33 mm). U
proseku, najvecu Sirinu ¢etina imaju jedinke sa Tare (2.53 mm), zatim sa Malinika (2.40
mm) 1 na kraju jedinke sa Kopaonika (2.23 mm). U populaciji Tara, Zenske jedinke
imaju $ire &etine (2.67 mm) od muskih (2.42 mm). Sirina ¢etina muskih jedinki sa
Malinika (2.41 mm) je neSto veéa od zenskih (2.40 mm). Na Kopaoniku Sirina ¢etina
kod Zenskih jedinki (2.24 mm) je neSto veca nego kod muskih (2.22 mm). Variranje u
Sirini Cetina najvece je u populaciji Tara ($=0.27).

Prose¢na povrsina etina Taxus baccata L. za prirodne populacije u Srbiji iznosi

47.18 mm?, i veéa je kod Zenskih (49.24 mm?) nego kod muskih jedinki (45.19 mm?).

Proporcionalno duzini 1 Sirini Cetine, povrSina Cetina najveca je za populaciju Tara
(54.83 mm?), zatim Malinik (49.58 mm?), i na kraju Kopaonik (42.34 mm?). Zenske

jedinke sa Tare imaju u proseku veéu povr§inu &etina (64.09 mm®) od muskih jedinki
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(47.89 mm?). Zenske jedinke sa Malinika imaju veéu povr§inu &etina (51.31 mm?) od
muskih (47.84 mm?). Takode, u populaciji Kopaonik, veéu povriinu u proseku imaju
zenske jedinke (43.12 mm?) u odnosu na mugke (41.56 mm?). Variranje u povrsini
cetina najvece je u populaciji Tara (S=14.36).

Prosecan odnos duzine i Sirine Cetina za prirodne populacije tise u Srbiji je 9.47,

1 vedi je kod Zenskih (9.68) nego kod muskih (9.26) jedinki. Odnos duzine 1 Sirine Cetine
najvedi je za populaciju Malinik (9.64), zatim Tara (9.49) i na kraju Kopaonik (9.29). U
populaciji Malinik, odnos duZine i Sirine Cetina veci je kod Zenskih jedinki i iznosi 9.94.
Kod muskih jedinki iz iste populacije iznosi 9.33. Zenske jedinke sa Tare karakterise
veci odnos duzine i Sirine Cetine (9.99) u odnosu na muske jedinke (9.12). Isto vazi i za
populaciju Kopaonik, zenske jedinke imaju ve¢i odnos duzine i Sirine ¢etine (9.33) u
odnosu na muske (9.24). Odnos duzine i Sirine Cetina najviSe varira u populaciji Tara
(S=1.44).

Prosecna specificna povrSina Cetina za prirodne populacije tise u Srbiji iznosi

42.89 cm?/g, i veca je kod Zenskih (44.76 cm?/g) nego kod muskih (41.08 cm?/g)

jedinki. U proseku, najvecu specificnu povrsinu ¢etina imaju jedinke iz populacije Tara
(49.85 cm?/g), zatim Malinik (45.07 cm?/g), a najmanju jednike sa Kopaonika (38.49
cm?/g). Na Tari, specifi¢na povr§ina &etina za Zenske jedinke iznosi 58.26 cm?/g, a za
muske 43.54 cm?®/g. Na Maliniku, specifi¢na povrsina &etina za Zenske jedinke iznosi
46.65 cm’/g, a za muske 43.49 cm?/g. Specifi¢na povrsina Cetina kod Zenskih jedinki sa
Kopaonika iznosi 39.20 cm®/g, a kod muskih 37.78 cm’/g. Variranje u specifi¢noj
povrsini Cetina najvece je u populaciji Tara (5=12.10).

Broj redova stoma za prirodne populacije tise iz Srbije u proseku iznosi 8.5.

Zenske jedinke imaju 6-13 redova stoma, a muske 6-12 redova. Srednja vrednost za broj
redova stoma je najveca za populaciju Malinik (8.88), zatim Taru (8.62) i na kraju
Kopaonik (8.09). U populacijama Tara i Kopaonik izmereno je od 6 do12 redova stoma,
a u populaciji Malinik od 6 do 13. Kod muskih jedinki sa Tare ovaj ospeg se krece od 6
do 10 redova, a kod Zenskih od 7 do 12. Kod muskih jedinki sa Kopaonika izmereno je
od 6 do 12 redova stoma na jednoj polovini ¢etine, dok se kod Zenskih ovaj opseg krece
od 6 do 11. U populaciji Malinik, za muske jedinke izmereno je od 7 do 11 redova
stoma, a za Zenske od 6 do 13. Najvece variranje u broju redova stoma zabeleZeno je u

populaciji Tara (S=1.28).
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Prose¢na gustina stoma u prirodnim populacijama tise u Srbiji iznosi 135.16
mm® i veéa je kod Zenskih (137.67 mm?) nego kod muskih (132.76 mm?) jedinki.
Najveéa je u populaciji Malinik (138.78 mm?), zatim Kopaonik (133.54 mm?), a
najmanja u populaciji Tara (128.91 mm?). U populaciji Malinik, ve¢u gustinu stoma
imaju Zenske jedinke (141.48 mm?®) u odnosu na muske (136.08 mm?). U populaciji
Kopaonik, veéu gustinu stoma imaju takode Zenske jedinke (134.66 mm®) u odnosu na
muske (132.42 mm?). I u populaciji Tara, Zenske jedinke imaju u proseku veéu gustinu
&etina (131.25 mm?) od muskih (127.15 mm?). Gustina stoma najvise varira u populaciji

Kopaonik (§=23.51).

Slika br. 34. SEM-prikaz stominog otvora okruzenim ,,Florinovim prstenom® i susedne

papilarne Celije
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Slika br. 35. SEM-prikaz povrSine nali¢ja dvogodisSnje cetine Taxus baccata L. sa

jednog zenskog stabla iz populacije Kopaonik

Slika br. 36. SEM-prikaz povrSine nali¢ja dvogodiSnje cetine Taxus baccata L. sa

jednog muskog stabla iz populacije Kopaonik
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Tabela br. 12. Deskriptivna statistika morfoloSkih karakteristika dvogodiSnjih ¢etina Taxus baccata L. u populacijama u Srbiji

Morfoloske Statisti¢ki Tara I Kopaonik 11 Malinik III I-11I
karakteristike | parametri M 7 M+7Z M 7 M+7Z M 7 M+7Z M 7 M+7Z

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14

n 200 150 350 550 550 1100 550 550 1100 1300 1250 2550
min 16.31 16.74 16.31 14.11 14.77 14.11 15.33 17.33 15.33 14.11 14.77 14.11
DuZina cetine max 28.83 40.21 40.21 28.24 28.08 28.24 30.80 30.86 30.86 30.80 40.21 40.21
(mm) opseg 12.52 23.47 23.90 14.13 13.31 14.13 15.47 13.53 15.53 20.54 25.44 26.10
X 21.98 26.61 23.96 20.44 20.74 20.59 22.40 23.80 23.10 21.50 22.79 22.14

S 2.97 4.33 4.28 3.02 2.22 2.66 3.00 2.73 2.95 2.72 2.72 2.77

Sx 0.21 0.35 0.23 0.13 0.09 0.08 0.13 0.12 0.09 0.08 0.08 0.05

n 200 150 350 550 550 1100 550 550 1100 1300 1250 2550

min 1.88 2.18 1.88 1.67 1.72 1.67 2.01 1.91 1.91 1.67 1.72 1.67

Sirina &etine max 2.89 3.18 3.18 2.87 2.77 2.87 2.93 3.20 3.20 3.18 3.20 3.20

(mm) opseg 1.02 1.00 1.30 1.20 1.05 1.20 0.92 1.29 1.29 1.51 1.48 1.53

X 2.42 2.67 253 222 224 2.23 241 2.40 2.40 233 2.36 2.35

N 0.25 0.24 0.27 0.22 0.22 0.22 0.16 0.22 0.19 0.19 0.23 0.21

Sx 0.02 0.02 0.01 0.01 0.01 0.01 0.01 0.01 0.01 0.01 0.01 0.00

n 200 150 350 550 550 1100 550 550 1100 1300 1250 2550
min 29.57 31.68 29.57 25.74 26.02 25.74 29.28 32.08 29.28 25.74 26.02 25.74
Povrsina cetine max 68.51 98.04 98.04 63.85 67.56 67.56 71.27 78.65 78.65 96.55 98.04 98.04
(mm”) opseg | 3895 6636 |6847 [38.11 [41.54 [41.82 [41.99 [4657 [4937 [7081 [72.02 |72.30
X 47.89 64.09 54.83 41.56 43.12 42.34 47.84 51.31 49.58 45.19 49.24 47.18

S 9.73 14.34 14.36 8.83 7.10 8.05 7.95 9.33 8.84 8.05 9.90 9.14

Sx 0.69 1.17 0.77 0.38 0.30 0.24 0.34 0.40 0.27 0.22 0.28 0.18
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n 200 150 350 550 550 1100 550 550 1100 1300 1250 | 2550
min 6.39 7.19 6.39 535 5.68 5.35 5.97 7.45 5.97 535 5.68 5.35
Odnos max 12.54 | 1547 1547 [ 1229 [1342 1342 |128 [13.15 [13.15 |12.88 |1547 | 1547
duZina/Sirina opseg 6.15 8.28 9.08 6.94 7.74 8.07 6.91 5.70 7.18 7.53 9.79 10.12
Cetine X 9.12 9.99 9.49 9.24 9.33 9.29 9.33 9.94 9.64 9.26 9.68 9.47
S 1.26 1.52 1.44 1.16 1.30 1.23 1.31 1.08 1.26 0.97 0.85 0.93
S 0.09 0.12 0.08 0.05 0.06 0.04 0.06 0.05 0.04 0.03 0.02 0.02
n 200 150 350 550 550 1100 550 550 1100 1300 1250 | 2550
min 3428 | 4506 |3428 [2993 [33.02 [2993 [3491 3429 [3429 [2993 [33.02 |[29.93
Specifi¢na max 5209 |6849 |6849 |[5028 [4855 [5028 [53.86 |[58.89 [5880 [53.86 |6849 |6849
povrsina etina opseg 1781 [ 2343 [3421 [2035 [1553 [2035 |1895 |[2461 |[2461 [2393 [3547 |3856
(em’/g) X 4354 | 5826 4985 [37.78 [3920 |38.49 |4349 |46.65 |4507 |41.08 |4476 |42.89
S 8.49 11.99 12.10 | 7.16 4.96 6.06 6.33 6.95 6.68 731 9.00 8.31
Sx 0.60 0.98 0.65 0.31 0.21 0.18 0.27 0.30 0.20 0.20 0.25 0.16
n 80 60 140 220 220 440 220 220 440 520 500 1020
min 6 7 6 6 6 6 7 6 6 6 6 6
Broj redova max 10 12 12 12 11 12 11 13 13 12 13 13
stoma na opseg 4 5 6 6 5 6 4 7 7 6 7 7
jednoj polovini X 7.96 9.50 8.62 8.09 8.09 8.09 3.84 8.91 3.88 8.42 8.68 8.50
Cetine S 1.02 1.05 1.28 1.11 1.12 1.11 1.05 1.22 1.14 0.79 1.00 0.85
Sx 0.11 0.14 0.11 0.08 0.08 0.05 0.07 0.08 0.05 0.03 0.04 0.03
n 120 90 210 330 330 660 330 330 660 780 750 1530
min 87.50 | 8125 [8125 [8125 [81.25 [8125 [7500 [93.75 [7500 |[7500 |81.25 |75.00
Gustina stoma max 168.75 | 193.75 | 193.75 |206.25 |206.25 |206.25 |212.50 |225.00 |225.00 |212.50 |225.00 |225.00
(po mm®) opseg 81.25 | 11250 | 112.50 | 125.00 | 125.00 | 125.00 | 137.50 | 131.25 | 150.00 | 137.50 | 143.75 | 150.00
X 127.15 | 13125 | 12891 | 13242 | 134.66 | 133.54 | 136.08 | 141.48 | 138.78 | 132.76 | 137.67 | 135.16
S 17.03 | 21.32 19.05 |[23.56 [2345 [2351 |2142 [2328 [2252 1284 |[13.78 | 13.40
ST 1.55 225 1.31 1.30 1.29 0.92 1.18 1.28 0.88 0.46 0.50 0.34

M = muske jedinke; Z = Zenske jedinke; X = srednja vrednost; S = standardna devijacija; S ¥ = standardna greska srednje vrednosti
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5.3.2. Unutar i medu-populaciona varijabilnost morfoloskih

karakteristika ¢etina tise

Varijabilnost morfoloskih karakteristika Cetina tise iz tri prirodne populacije u
Srbiji ispitana je slede¢im analizama: jednofaktorskom i dvofaktorskom analizom
varijanse, Kruskal-Wallis testom, analizom glavnih komponenti i klaster analizom.

Razlike izmedu srednjih vrednosti populacija za pojedina svojstva ispitivane su
analizom varijanse. Normalnost raspodele morfolokih karakteristika ispitana je y°
testom (p>0.05) u programu STATISTICA 10. Merena svojstva, osim povrsine Cetina,
imaju normalnu raspodelu.

Dvofaktorskom analizom varijanse je ispitan uticaj populacije (geografskog
porekla) i pola na duzinu Cetine, Sirinu Cetine, odnos duzine i Sirine, specifi¢nu povrsinu
Cetine 1 broj redova stoma na jednoj polovini Cetine. Uticaj populacije (geografskog
porekla) na gustinu stoma ispitan je jednofaktorskom analizom varijanse.

Analiza je pokazala da je uticaj populacije (geografskog porekla) na duzinu
Cetine razliit kod Zenskih 1 muskih individua (p=0.000, p<0.001) (Tabela br. 13).

Bonferroni testom ispitane su razlike izmedu grupa.

Tabela br. 13. Dvofaktorska analiza varijanse za uticaj faktora populacije i pola na

duzinu Cetina Taxus baccata L.

Izvori variranja SS df MS F )
Populacija 52413 |2 2620.6 3127 0.0000
Pol 21232 |1 21232 2533 0.0000
Populacija x Pol 12239 |2 612.0 73.0 0.0000
Greska 21313.5 | 2543 |84
Total 29901.9 | 2548

Analizom je utvrdeno da se muske i zenske jedinke na nivou sve tri populacije
znacajno razlikuju prema duZini Cetina (p=0.000) (Slika br. 37 D). Statisti¢ki znacajne

razlike u duzini €etina izmedu Zenskih i muskih jedinki ustanovljene su u populacijama
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Tara i Malinik (p=0.000). Zenske jedinke u populacijama Tara i Malinik imaju zna¢ajno
duze Cetine od muskih (Slika br. 37 A 1 C).

Takode, utvrdeno je da se populacije medusobno znacajno razlikuju prema
duzini Cetina (p=0.000). Jedinke sa Tare imaju znacajno duze Cetine od jedinki sa
Kopaonika (p=0.000) 1 Malinika (p=0.000). Jedinke sa Kopaonika imaju znacajno krace
¢etine u odnosu na jedinke sa Malinika (p=0.000) (Slika br. 38 C).

Dvofaktorska analiza varijanse je pokazala da muske jedinke sa Tare imaju
znacajno duze Cetine od muskih jedinki sa Kopaonika (p=0.000). Muske jedinke sa
Kopaonika imaju znacajno krace ¢etine od muskih jedinki sa Malinika (p=0.000) (Slika
br. 38 A). Zenske jedinke sa Tare imaju znacajno duze &etine od Zenskih jedinki sa
Kopaonika (p=0.000) i Malinika (p=0.000). Zenske jedinke sa Kopaonika imaju
znacajno krace Cetine od Zenskih jedinki sa Malinika (»p=0.000) (Slika br. 38 B).

30.00
25.00 * %%
20.00
[mm)] 15.00 m Muske jedinke
Zenske jedinke

10.00

5.00

A B Cc D

Tara Kopaonik Malinik Sve populacije

0.00

Slika br. 37. Razlike u duzini Cetina Taxus baccata L. izmedu muskih 1 Zenskih jedinki

u populacijama u Srbiji (ANOVA: *** p<(.001)
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Slika br. 38. Uticaj populacije (geografskog porekla) na duzinu Cetina Zaxus baccata L.

kod muskih i1 zenskih jedinki (ANOVA: *** p<0.001; TK - razlike izmedu populacija

Tara 1 Kopaonik, TM — razlike izmedu populacija Tara i Malinik, KM — razlike izmedu

populacija Kopaonik i Malinik)

Dvofaktorskom analizom varijanse je utvrdeno da je wuticaj populacije

(geografskog porekla) na Sirinu Cetine Taxus baccata L. razli¢it kod Zenskih i muskih

individua (p=0.000, p<0.001) (Tabela br. 14). Bonferroni testom ispitane su razlike

izmedu grupa.

Tabela br. 14. Dvofaktorska analiza varijanse za uticaj faktora populacije i pola na

Sirinu ¢etina Taxus baccata L.

Izvori variranja SS df MS F D
Populacija 32.30 2 16.15 355.1 0.0000
Pol 3.72 1 3.72 81.7 0.0000
Populacija x Pol 4.20 2 2.10 46.2 0.0000
Greska 115.67 | 2543 | 0.05
Total 155.86 | 2548
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Analizom je utvrdeno da se muske i zenske jedinke znacajno razlikuju prema
Sirini Cetine (p=0.000) (Slika br. 39 D). Statisticki znacajne razlike u Sirini Cetina
izmedu Zenskih i mugkih jedinki ustanovljene su u populaciji Tara (p=0.000). Zenske
jedinke sa Tare imaju znacajno Sire cetine od muskih (Slika br. 39 A).

Utvrdeno je da se populacije medusobno znacajno razlikuju prema Sirini ¢etine
(»p=0.000). Jedinke sa Tare imaju znacajno Sire Cetine od jedinki sa Kopaonika
(»=0.000) 1 Malinika (p=0.000). Jedinke sa Kopaonika imaju znacajno uze cetine od
jedinki sa Malinika (p=0.000) (Slika br. 40 C).

Dvofaktorska analiza varijanse je pokazala da muske jedinke sa Tare imaju
znacajno Sire Cetine od muskih jedinki sa Kopaonika (p=0.000), dok muske jedinke sa
Kopaonika imaju znacajno uze Cetine od muskih jedinki sa Malinika (p=0.000) (Slika
br. 40 A). Zenske jedinke sa Tare imaju znadajno Sire Setine od Zenskih jedinki sa
Kopaonika (p=0.000) i Malinika (p=0.000). Zenske jedinke sa Kopaonika imaju
znacajno uze ¢etine od Zenskih jedinki sa Malinika (p=0.000) (Slika br. 40 B).
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Slika br. 39. Razlike u Sirini Cetina Taxus baccata L. izmedu muskih 1 Zenskih jedinki u

populacijama u Srbiji (ANOVA: *** p<(0.001)
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Slika br. 40. Uticaj populacije (geografskog porekla) na Sirinu Cetina Taxus baccata L.
kod muskih 1 Zenskih jedinki (ANOVA: *** p<0.001; TK - razlike izmedu populacija
Tara 1 Kopaonik, TM — razlike izmedu populacija Tara i Malinik, KM — razlike izmedu

populacija Kopaonik i Malinik)

Dvofaktorska analiza varijanse je pokazala da je uticaj populacije (geografskog
porekla) na odnos duZine i Sirine Cetine Taxus baccata L. razlicit kod Zenskih 1 muSkih
individua (p=0.000, p<0.001) (Tabela br. 15). Bonferroni testom ispitane su razlike

izmedu grupa.

Tabela br. 15. Dvofaktorska analiza varijanse za uticaj faktora populacije 1 pola na

odnos duzine 1 Sirine ¢etina Taxus baccata L.

Izvori variranja SS df MS F p
Populacija 108.2 2 54.1 35.2 0.0000
Pol 161.3 1 161.3 105.0 0.0000
Populacija x Pol 83.3 2 41.7 27.1 0.0000
Grelka 39053 | 2543 1.5
Total 4258.1 | 2548
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Utvrdeno je da se muske i Zenske jedinke na nivou sve tri populacije znacajno
razlikuju prema odnosu duzine i Sirine Cetina (p=0.000). Kod Zenskih jedinki je ovaj
odnos znacajno veéi (Slika br. 41). Statisticki znacajne razlike u odnosu duzine i Sirine
Cetina izmedu Zenskih i muskih jedinki ustanovljene su u populacijama Tara i Malinik.
U obe populacije ovaj odnos je znacajno veci kod zenskih jedinki (p=0.000) (Slika br.
41 AiC).

Takode, utvrdeno je da se populacije medusobno znacajno razlikuju prema
odnosu duzine i Sirine Cetine (p=0.000). Odnos izmedu duzine i Sirine Cetina je znacajno
vec¢i za populaciju Tara u odnosu na populaciju Kopaonik (p=0.027). Jedinke sa
Malinika imaju znacajno veci odnos duzine i Sirine Cetina od jedinki sa Tare (p=0.007) 1
Kopaonika (p=0.000) (Slika br. 42 C).

Dvofaktorskom analizom varijanse je utvrdeno da je odnos izmedu duzine i
Sirine Cetina kod Zenskih jedinki sa Tare statisticki znacajno veci nego kod Zenskih
jedinki sa Kopaonika. Kod Zenskih jedinki sa Kopaonika je ovaj odnos znac¢ajno manji

nego kod zenskih jedinki sa Malinika (p=0.000) (Slika br. 42 B).
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Tara Kopaonik Malinik Sve populacije

Slika br. 41. Razlike u odnosu duzine 1 $irine ¢etina Taxus baccata L. izmedu muskih i

zenskih jedinki u populacijama u Srbiji (ANOVA: *** p<0.001)
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Slika br. 42. Razlike u odnosu duzine i Sirine ¢etina Taxus baccata L. izmedu muskih 1
zenskih jedinki u populacijama u Srbiji (ANOVA: *p<0.05, **p<0.01, *** p<0.001;
TK — razlike izmedu populacija Tara i Kopaonik, TM — razlike izmedu populacija Tara i

Malinik, KM - razlike izmedu populacija Kopaonik i Malinik)

Jednofaktorskom analizom varijanse je utvrdeno da se populacije tise u Srbiji
zna€ajno razlikuju prema specificnoj povrsSini cetina (p=0.000, p<0.001). Jedinke sa
Tare imaju znacajno veéu specificnu povrSinu cCetina od jedinki sa Kopaonika
(»=0.002). Jedinke sa Kopaonika imaju znacajno manju specifi¢nu povrsinu cetina od
jedinki sa Malinika (p=0.014) (Slika br. 43).

Statisticki znacajne razlike izmedu muskih i Zenskih jedinki prema specifi¢noj

povrsini ¢etina nisu utvrdene.
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Slika br. 43. Razlike u specifi¢noj povrsini Cetina Taxus baccata L. u populacijama u
Srbiji (ANOVA: *p<0.05, ** p<0.01; TK — razlike izmedu populacija Tara i Kopaonik,
TM - razlike izmedu populacija Tara 1 Malinik, KM - razlike izmedu populacija

Kopaonik i Malinik)

Dvofaktorska analiza varijanse je pokazala da je uticaj populacije (geografskog
porekla) na broj redova stoma na jednoj polovini Cetine Taxus baccata L. razli¢it kod
zenskih 1 muskih jedinki (»p=0.000, p<0.001) (Tabela br. 16). Razlike izmedu grupa

ispitane su Bonferroni testom.

Tabela br. 16. Dvofaktorska analiza varijanse za uticaj faktora populacije i pola na broj

redova stoma na jednoj polovini Cetine Taxus baccata L.

Izvori variranja SS df MS F )/
Populacija 144.14 2 72.07 57.99 0.0000
Pol 54.45 1 54.45 43.81 0.0000
Populacija x Pol 67.37 2 33.69 27.11 0.0000
Greska 1260.22 1014 1.24
Total 57312.04 1019
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Utvrdeno je da se muske i Zenske jedinke na nivou sve tri populacije znacajno
razlikuju prema broju redova stoma na jednoj polovini ¢etine (p=0.002) (Slika br. 44
D). Statisticki znacajne razlike u broju redova stoma na jednoj polovini Cetine izmedu
zenskih i muskih jedinki ustanovljene su u populaciji Tara (p=0.000). Zenske jedinke sa
Tare imaju znacajno veci broj redova stoma na jednoj polovini cetine od muskih (Slika

br. 44 A).

12.00

10.00
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6.00 = Muske jedinke
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Slika br. 44. Razlike u broju redova stoma na jednoj polovini Cetine Taxus baccata L.
izmedu muskih i Zenskih jedinki u populacijama u Srbiji (ANOVA: ** p<0.01, ***
p<0.001)

Takode, populacije u Srbiji se medusobno znacajno razlikuju prema ovom
morfoloskom parametru (p=0.000). Broj redova stoma na jednoj polovini Cetine je
znacajno veci kod jedinki sa Tare u odnosu na jedinke sa Kopaonika (p=0.000). Jedinke
sa Kopaonika imaju znacajno manji broj redova stoma u odnosu na jedinke sa Malinika
(p=0.000) (Slika br. 45 C).

Dvofaktorskom analizom ustanovljeno je da muske jedinke sa Malinika imaju
statisticki znacajno veci broj redova stoma na jednoj polovini ¢etine u odnosu na muske
jedinke sa Tare (p=0.000) i Kopaonika (p=0.000) (Slika br. 45 A). Zenske jedinke sa

Tare imaju statisticki znacajno veci broj redova stoma na jednoj polovini Cetine u
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odnosu na Zenske jedinke sa Kopaonika (p=0.000) i Malinika (p=0.005). Zenske jedinke
sa Kopaonika imaju znacajno manji broj redova stoma u odnosu na jedinke sa Malinika

(p=0.000) (Slika br. 45 B).
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Slika br. 45. Razlike u broju redova stoma na jednoj polovini Cetine Taxus baccata L.
izmedu muskih i Zenskih jedinki u populacijama u Srbiji (ANOVA: **p<0.01, ***
p<0.001; TK — razlike izmedu populacija Tara i Kopaonik, TM — razlike izmedu
populacija Tara i Malinik, KM — razlike izmedu populacija Kopaonik i Malinik)

Jednofaktorskom analizom varijanse je utvrdeno da se populacije tise u Srbiji
znacajno razlikuju prema gustini stoma (p=0.000, p<0.001). Na jedinkama sa Malinika
je utvrdena statisticki znacajno veca gustina stoma nego na jedinkama sa Tare (p=0.000)
1 Kopaonika (p=0.000). Jedinke sa Tare imaju zna¢ajno manju gustinu stoma od jedinki
sa Kopaonika (p=0.024) (Slika br. 46).

T-testom za nezavisne uzorke ispitane su razlike izmedu muskih i Zenskih
jedinki prema gustini stoma. Utvrdeno je da Zenske jedinke imaju statisti¢ki znacajno
vecu gustinu stoma u odnosu na muske na nivou sve tri populacije zajedno (p=0.000) i u

populaciji Malinik (p=0.002) (Slika br. 47).
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Slika br. 46. Razlike u gustini stoma na Cetinama Taxus baccata L. u populacijama u

Stbiji (ANOVA: *p<0.05, *** p<0.001)
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Slika br. 47. Razlike u gustini stoma na Cetinama Taxus baccata L. izmedu muskih i

zenskih jedinki u populacijama u Srbiji (t-test: **p<0.01, *** p<0.001)
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Razlike izmedu populacija za svojstvo povrSina cetina ispitane su Kruskal-
Wallis testom. Utvrdeno je da se populacije znacajno razlikuju prema povrsini Cetine
(»=0.000, p<0.001). Jedinke iz populacije Tara imaju znacajno veéu povrsinu ¢etine od
jedinki sa Kopaonika (p=0.000) i Malinika (p=0.000). Jedinke iz populacije Kopaonik
imaju znacajno manju povrsinu od jedinki sa Malinika (p=0.000) (Slika br. 48).

Mann-Whitney U testom je utvrdeno da se Zenske 1 muske jedinke znacajno
razlikuju prema povrSini Cetine (p=0.000) na nivou sve tri populacije. Statisticki
znacajna razlika postoji izmedu zenskih i muskih individua u svakoj od tri populacije

posebno (p=0.000) (Slika br. 49).
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Slika br. 48. Razlike u povrsini Cetina Taxus baccata L. izmedu populacija u Srbiji

(Kruskal-Wallis test: *** p<0.001)
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Slika br. 49. Razlike u povrsini Cetina Taxus baccata L. izmedu muskih 1 Zenskih

jedinki u populacijama u Srbiji (Mann-Whitney U test: *** p<(0.001)

Dosadasnja istrazivanja morfoloskih karakteristika ¢etina Taxus baccata L. su
prikupljena 1 sistematizovana u tabeli br. 19 -1.deo i tabeli br. 19 -2.deo zajedno sa
rezultatima istrazivanja iz disertacije. Analiza glavnih komponenti je uradena na osnovu
srednjih vrednosti morfoloskih karakteristika za razli¢ite populacije iz Evrope i
Mediterana, kao i na osnovu podataka za geografsku Sirinu i duzinu istrazivanih
populacija. U tabeli br. 17 dat je pregled 7 glavnih komponenti i procenti varijabilnosti
koje one objaSnjavaju. Prva i druga glavna komponenta objasnjavaju najveci procenat
varijabilnosti, ukupno 90.72 %. U tabeli br. 18 su date vrednosti koeficijenata linearnih
kombinacija koji izgraduju glavne ose za morfoloske karakteristike. Formiranju prve
glavne ose najvise doprinose duZzina Cetina, odnos duzine 1 Sirine ¢etina 1 gustina stoma,

dok na formiranje druge glavne ose najviSe uticu Sirina Cetina i geografska duzina.
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Tabela br. 17. Glavne komponente 1 procenti varijabilnosti koje one objasnjavaju

Glavna Eigen- % %
komponenta vrednost Varijabilnosti Kumulativni
1 5.042 72.02 72.02
2 1.309 18.70 90.72
3 0.252 3.60 94.32
4 0.198 2.83 97.16
5 0.140 2.00 99.15
6 0.050 0.71 99.86
7 0.010 0.14 100

Tabela br. 18. Koeficijenti linearnih kombinacija koji izgraduju prve dve glavne ose.
Svojstva (morfoloSke karakteristike) koja 1imaju najveée apsolutne vrednosti

koeficijenata su svojstva koja najviSe doprinose formiranju tih osa

Morfoloske karakteristike Glavna osa 1 Glavna osa 2
Duzina Cetina 0.4186 0.2295
Sirina &etina -0.1173 0.8231
Povrsina Cetina 0.4049 0.0905
Odnos duzine i §irine Cetina 0.4182 -0.2101
Gustina stoma -0.4231 -0.0165
Geografska Sirina 0.4090 -0.2382
Geografska duZina 0.3548 0.4006

Na planu prve i druge glavne ose (Slika br. 50) moZe se uociti razdvajanje
istrazivanih populacija Taxus baccata L. na osnovu morfoloskih karakteristika. Najvise
su izdvojene populacije iz Makaronezije (sa Azorskih ostrva i Madeire). Ove populacije
se karakteriSu najveCom gustinom stoma, a najmanjom duzinom i povrSinom ¢etina i
najmanjim odnosom duZzine i Sirine Cetina u odnosu na ostale istrazivane populacije.
Drugu grupu ¢ine populacije iz mediteranskog regiona (Italija, Grcka 1 Alzir), koje
imaju manju gustinu stoma od makaronezijskih populacija, a ve¢u u odnosu na
populacije iz kontinentalne Evrope. Navedene populacije imaju najveéu Sirinu ¢etina u
odnosu na sve ostale istrazivane populacije, a manju duzinu i povrSinu cetina 1 manji
odnos duzine 1 Sirine cetina u odnosu na populacije iz kontinentalne Evrope.
Makaronezijske 1 mediteranske populacije se na grafickom prikazu nalaze u negativhom
segmentu druge glavne ose. Taxus baccata L. iz Velike Britanije se odvaja u odnosu na

ostale populacije na planu prve i druge glavne ose, ali je bliza populacijama iz
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kontinentalne Evrope nego makaronezijskim 1 mediteranskim populacijama. Ona se
karakteriSe manjom duzinom, Sirinom i povr§inom cetina, a ve¢im odnosom duZzine i
Sirine ¢etina u odnosu na populacije iz kontinentalne Evrope. Populacije tise iz Srbije su
prema morfoloskim karakteristikama najsli¢nije istrazivanim populacijama iz Poljske i
Ukrajine. One se karakteriSu neSto manjom duzinom, Sirinom i povrSinom cetina i
manjim odnosom duZine i Sirine Cetina, ali zato veCom gustinom stoma u odnosu na
populacije iz Poljske i Ukrajine.

Isprobano je vise metoda klaster analize: ,,Average Linkage™ (Euclidean
distance i1 Squared Euclidean distance), ,,Single Linkage* (Euclidean distance i Squared
Euclidean distance) 1 ,,Ward’s Linkage* (Euclidean distance i Squared FEuclidean
distance). Kao i analiza glavnih komponenti, sve metode klaster analize su pokazale
postojanje 4 grupe populacija tise (Slika. br. 51). Na osnovu morfoloskih karakteristika,
populacije tise iz Srbije su najslicnije populacijama iz Poljske 1 Ukrajine. Nesto
udaljenije su populacije iz Velike Britanije, zatim sa Mediterana, a najviSe se izdvajaju

populacije iz Makaronezije.

o~ - Sirina Cetina
0
Jai
A
I ~ geografska duzina
duzina Cetina
X v |
3 :./r povrsina etina
D o =
Z gustina «—
o stoma
O v | L] 35 S Y s
o ¢ odnos duzine i Sirine cetina
geografska Sirina
- ] [ ] P
w
< ‘

PC1(70.19 %)

A Alzir (Vessella et al., 2013)

A Grcka (Vessella et al., 2013)
Italija (Schirone et al., 2010; Vessella et al., 2013)

®  Makaronezija (Schirone et al., 2010; Vessella et al., 2013)
Poljska i Ukrajina (Iszkulo et al., 2009)

® Poljska (Zarek, 2007)
Srbija (nasa istrazivanja)

& Velika Britanija (Dempsey i Hook, 2000)

Slika br. 50. Plan prve i1 druge glavne ose prikazuje razdvajanje populacija Taxus

baccata L. na osnovu morfoloskih karakteristika
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SRBUA POLISKA POLISKA | UKRAJINA  VELIKA BRITANUA MEDITERAN MAKARONEZIJA
(Zarek, 2007)  (Iszkulo et al., 2009) (Dempsey i Hook, 2000) (Schirone et al., 2010 (Schirone et al., 2010

Vessella et al., 2013) Vessella et al., 2013)

Slika br. 51. Dendrogram na osnovu klaster analize ,,Average Linkage* (Euclidean

distance) za morfoloske karakteristike na osnovu dosadasnjih istrazivanja

Klaster analiza za tri prirodne populacije tise u Srbiji je pokazala da su prema
morfoloSkim karakteristikama (duZzini, Sirini 1 povrSini Cetine, odnosu duzine 1 Sirine
Cetine, broju redova stoma na jednoj polovini nali¢ja Cetine i gustini stoma) sli¢nije

populacije Tara i Malinik, dok se populacija Kopaonik razlikuje (Slika br. 52).

o

:I'ara Malinik Kopaonik

Slika br. 52. Dendrogram na osnovu klaster analize ,,Average Linkage* (Euclidean

distance) za morfoloske karakteristike Cetina tise iz tri prirodne populacije u Srbiji
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Tabela br. 19. Dosadas$nja istrazivanja morfoloskih karakteristika ¢etina Taxus baccata L. — 1. deo

Autori Veli¢ina Lokalitet Pol Duzina Cetina (mgl) Sirina fetina (min) Povrsina (mmz)_
uzorka* Opseg X Opseg X Opseg X
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
. Vancouver Island, .
Mitchell, 1998 > British Columbia z
. Vancouver Island,
Mitchell, 1998 > British Columbia M
Dempsey i Hook, 2000 100 | Bedecbury National 9.00-34.00 | 21.1 | 1.90-2.10 | 1.86 | 26.53-42.25 | 39.75
Pinetum, UK
Zarek, 2007 80-120 | Sierakow 18.70-27.80 | 22.89 | 2.00-2.70 2.36 37.40-66.70 | 54.26
Zarek, 2007 80-120 | Goéra Jawor 19.40-30.20 | 24.21 2.00-2.90 2.37 45.90-75.70 | 57.55
Zarek, 2007 80-120 | Nowa Wie$ 16.90-29.60 | 24.11 2.10-3.10 2.51 39.30-81.40 | 60.75
Zarek, 2007 80-120 | Huta Stara 17.89-26.47 | 22.15 2.00-2.60 2.31 38.60-64.20 | 51.29
Zarek, 2007 80-120 | Malinéwka 19.90-31.80 | 24.92 | 2.40-3.00 2.65 50.00-89.90 | 66.11
Zarek, 2007 80-120 | Cisowa Goéra 21.50-33.40 | 25.17 | 2.00-3.10 2.43 45.80-92.40 | 61.65
Zarek, 2007 80-120 | Zadni Gaj 17.10-26.40 | 22.03 2.00-2.70 241 37.60-66.20 | 53.22
Zarek, 2007 80-120 | Mogilno 17.40-31.60 24.9 2.20-2.90 2.53 40.20-84.20 | 63.49
Zarek, 2007 80-120 | Liswarta 18.40-30.60 24.1 2.10-2.60 2.32 42.00-75.60 | 56.05
Iszkulo i sar., 2009 700 Cisowa Gora 7z 24.5 44.60
Iszkulo i sar., 2009 700 Cisowa Gora M 23.3 41.30
Iszkulo i sar., 2009 700 Cisy 7 25.7 50.80
Iszkulo i sar., 2009 700 Cisy M 24.8 48.20
Iszkulo i sar., 2009 700 Koérnik 7 27.6 50.70
Iszkulo i sar., 2009 700 Koérnik M 25.3 45.80
Iszkulo i sar., 2009 700 Wierzchlas Z 26.6 50.60
Iszkulo 1 sar., 2009 700 Wierzchlas M 25.1 48.50
Iszkulo i sar., 2009 700 Knyazdhvir Vi 25.4 49.60
Iszkulo i sar., 2009 700 Knyazdhvir M 24.4 49.20
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Schirone 1 sar., 2010 326 Azores, Portugal 11.1 2.30 21.30
Schirone i sar., 2010 294 ﬁ:{gmeto Romano, 17.68 2.40 33.99
Vessella i sar., 2013 155 Madeira, Portugal 10.55 2.31 17.39
Vessella i sar., 2013 85 Rosello, Italy 19.5 3.09 35.49
Vessella i sar., 2013 gp | Chréa National Park, 21.47 3.50 36.42
Algeria
Vessella i sar., 2013 106 | Mount Parassus, 20.66 3.64 34.68
Greece
Istrazivanja u disertaciji 2550 Tara Z 16.74-40.21 | 26.61 2.18-3.18 2.67 31.68-98.04 | 64.09
Istrazivanja u disertaciji 2550 Tara M 16.31-28.83 | 21.98 1.88-2.89 242 29.57-68.51 | 47.89
Istrazivanja u disertaciji 2550 Kopaonik Z 14.77-28.08 | 20.74 1.72-2.77 2.24 26.02-67.56 | 43.12
Istrazivanja u disertaciji 2550 Kopaonik M 14.11-28.24 | 20.44 1.67-2.87 2.22 25.74-63.85 | 41.56
Istrazivanja u disertaciji 2550 Malinik Z 17.33-30.86 23.8 1.91-3.20 2.40 32.08-78.65 | 51.31
Istrazivanja u disertaciji 2550 Malinik M 15.33-30.80 22.4 2.01-2.93 2.41 29.28-71.27 | 47.84

* Broj Cetina na kojima je izvrSeno merenje morfoloskih karakteristika.
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Tabela br. 19. DosadasSnja istrazivanja morfoloskih karakteristika ¢etina Taxus baccata L. — 2. deo

Veli¢ina

Duzina/ §irina

Gustina stoma

Specifi¢na povrsina

Autori uzorka* Lokalitet Pol Cetina Opseg X (em’/g)
1 2 3 4 5 6 7 8
Salisbury, 1928 118.00-184.00 | 115.00
. Vancouver Island, .
Mitchell, 1998 5(10) British Columbia Z 89.40 92.4
. Vancouver Island,
Mitchell, 1998 5(10) British Columbia M 89.40 79.0
Dempsey i Hook, Bedgebury National
2000 100 (40) Pinetum, UK 91.67
Zarek, 2007 80-120 Sierakow 9.77
Zarek, 2007 80-120 Gora Jawor 10.34
Zarek, 2007 80-120 Nowa Wie$ 9.70
Zarek, 2007 80-120 Huta Stara 9.69
Zarek, 2007 80-120 Malinowka 9.51
Zarek, 2007 80-120 Cisowa Goéra 10.45
Zarek, 2007 80-120 Zadni Gaj 9.26
Zarek, 2007 80-120 Mogilno 9.88
Zarek, 2007 80-120 Liswarta 10.47
Iszkulo i sar., 2009 700 Cisowa Gora Z 84.0
Iszkulo i sar., 2009 700 Cisowa Gora M 84.6
Iszkulo i sar., 2009 700 Cisy Z 100.0
Iszkulo i sar., 2009 700 Cisy M 100.4
Iszkulo 1 sar., 2009 700 Koérnik 7z 80.6
Iszkulo 1 sar., 2009 700 Koérnik M 86.9
Iszkulo i sar., 2009 700 (200) Wierzchlas Z 75.06 88.7
Iszkulo i sar., 2009 700 (200) Wierzchlas M 68.64 91.9
Iszkulo i sar., 2009 700 Knyazdhvir 7 91.6
Iszkulo i sar., 2009 700 Knyazdhvir M 94.5

106



Schirone 1 sar., 2010 326 Azores, Portugal 7.70 231.87
Schirone i sar., 2010 294 ﬁ:{gmeto Romano, 7.20 138.12
Vessella i sar., 2013 155 Madeira, Portugal 4.60 194.57
Vessella i sar., 2013 85 Rosello, Italy 6.51 141.87
Vessella i sar., 2013 90 Chrea' National Park, 6.56
Algeria
Vessella i sar,, 2013 106 Mount Parnassus, 6.15
Greece

IstraZivanja u 2550 (1530) | Tara 7 9.99 81.25-193.75 | 131.25 58.3
disertaciji
Istrazivanja u 2550 (1530) | Tara M 9.12 87.50-168.75 | 127.15 43.5
disertaciji
ff.“azw".‘.‘?la u 2550 (1530) | Kopaonik 7 9.33 81.25-206.25 | 134.66 39.2

1sertaciji
Istrazivanja u 2550 (1530) | Kopaonik M 9.24 81.25-206.25 | 132.42 37.8
disertaciji
IstraZivanja u 2550 (1530) | Malinik 7 9.94 93.75-225.00 | 141.48 46.7
disertaciji
Istrazivanja u 2550 (1530) | Malinik M 9.33 75.00-212.50 | 136.08 43.5
disertaciji

* Broj Cetina na kojima je izvrSeno merenje morfoloskih karakteristika. U zagradi je dat broj merenja za gustinu stoma.
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Na slikama br. 53, 54, 55, 56 1 57 su prikazane prostorne analize diverziteta populacija
Taxus baccata L. na osnovu morfoloSkih karakteristika. Karte su dobijene iz programa

DIV A-GIS na osnovu literaturnih podataka iz tabele br. 19.

4
3
L
'ut)
(]
8
§

L
DuZina cetine:
B od 10-15 mm
® od 15-20 mm
od 20-25 mm
B >25mm

Slika br. 53. Prostorna analiza diverziteta populacija Taxus baccata L. na osnovu duzine

éetine

Sirina Cetine:
B od1-2.5mm
od 2.5-3 mm

H >3mm

Slika br. 54. Prostorna analiza diverziteta populacija Taxus baccata L. na osnovu Sirine

éetine

108



u-
Odnos duzine i Sirine Cetine:
M 0d4.5-6.25
® od 6.25-8.00
od 8.00-9.75
| >9.75

Slika br. 55. Prostorna analiza diverziteta populacija Taxus baccata L. na osnovu

odnosa duZine i $irine Cetine

% o

Povrsina Cetine:
B od 17-27 mm?2
® od 27-37 mm?

od 37-47 mm?2
M od 47-57 mm?
B >57 mm?2

Slika br. 56. Prostorna analiza diverziteta populacija Taxus baccata L. na osnovu

povrsine Cetine
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~T
. [ o
Gustina stoma: // ““wi P,
B od 71.0-104.0 po mm?

S ¥
od 104.0-136.0 po mm? ) ) ~
od 136.0-168.0 po mm? * To & = }
od 168.0-200.0 po mm? 4 \%\ W

B >200 po mm

Slika br. 57. Prostorna analiza diverziteta populacija Taxus baccata L. na osnovu

gustine stoma

5.3.3. Povezanost morfoloskih karakteristika i klimatskih faktora

Analizom varijanse i Kruskal-Wallis-ovim testom je utvrdeno da se prirodne
populacije tise u Srbiji znacajno razlikuju prema morfoloskim karakteristikama Cetina.
Takode, statisticki znacajne razlike u morfoloskim karakteristikama ¢etina su utvrdene
izmedu muskih 1 Zenskih jedinki.

Regresionom analizom ispitana je linearna zavisnost izmedu klimatskih faktora
(temperature i padavina) i morfoloskih karakteristika zenskih jedinki tise, kao 1 linearna
zavisnost izmedu klimatskih faktora 1 morfoloskih karakteristika muskih jedinki tise u
istrazivanim populacijama. Za potrebe istrazivanja, 19 bioklimatskih varijabli (Tabela
br. 7) je dobijeno iz WorldClim baze podataka uz pomo¢ DIVA-GIS 7.5 softvera
(Hijmans et al., 2012).

Rezultati proste linearne regresije su prikazani u tabelama br. 20, 21, 22 1 23.
Morfoloske karakteristike Zenskih jedinki analizirane su u zavisnosti od bioklimatskih
varijabli (BIO1-BIO19), nadmorske visine, srednjih temperatura za avgust i septembar i

prose¢nih koli¢ina padavina za jun i jul. Morfoloske karakteristike muskih jedinki
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analizirane su u zavisnosti od bioklimatskih varijabli (BIO1-BIO19) i nadmorske visine.
U tabelama nisu prikazani koeficijenti regresije za zavisne varijable za koje uslov
homogenosti varijansi reziduala nije ispunjen (White's test, p<0.05).

Na osnovu rezultata proste linearne regresije moze se zakljuciti da su kod
zenskih jedinki tise, duzina, Sirina, povrsina i specificna povrsSina Cetina i broj redova
stoma statisticki znacajno korelisani sa velikim brojem bioklimatskih varijabli. Kod
muskih jedinki tise, statistiCki znacajne korelacije utvrdene su samo za Sirinu Cetine i
broj redova stoma sa odredenim bioklimatskim karakteristikama. Morfoloske
karakteristike koje najviSe variraju u odnosu na bioklimatske varijable su duZina,
povrsina 1 specificna povrSina Cetina kod Zenskih jedinki. Kod oba pola, linearna
zavisnost izmedu gustine stoma i bioklimatskih varijabli nije utvrdena.

Bioklimatske varijable koje objasnjavaju najve¢i procenat varijabilnosti u
morfoloskim karakteristikama su BIO1 (srednja godi$nja temperatura), BIOS (srednja
temperatura najvlaznijeg kvartala), BIO10 (srednja temperatura najtoplijeg kvartala),
BIO16 (koli¢ina padavina u najvlaZznijem kvartalu), BIO18 (koli¢ina padavina u
najtoplijem kvartalu), t avg (srednja temperatura za avgust), t_sept (srednja temperatura
za septembar) 1 pad_jul (prosecna koli¢ina padavina za jul).

Na slikama br. 58 1 59 prikazani su dijagrami zavisnosti duZine cCetine
(R*=0.477), povrsine Cetine (R?=0.545), $irine &etine (R*=0.365) i broja redova stoma
(R’=0.314) kod Zenskih jedinki tise od srednje godi$nje temperature (BIO1). Na
dijagramima na slikama br. 60 i 61 prikazana je zavisnost duzine Getine (R*=0.565),
povriine &etine (R?=0.448), Sirine Getine (R*=0.336) i broja redova stoma (R?=0.343)
kod Zenskih jedinki tise od srednje temperature najvlaznijeg kvartala (BIOS8). Zavisnost
duzine &etine (R*=0.565), povriine Getine (R?=0.447), irine &etine (R*=0.336) i broja
redova stoma (R’=0.343) od srednje temperature najtoplijeg kvartala (BIO10) kod
zenskih jedinki tise prikazana je na slikama br. 62 1 63. Isti koeficijenti regresije su
dobijeni za navedene morfoloske karakteristike kod Zenskih jedinki u zavisnosti od
srednje temperature za avgust (t avg). Na dijagramima na slikama br. 64 1 65 su
prikazane zavisnost duZine Getine (R*=0.475), povrsine Getine (R*=0.559), $irine &etine
(R>=0.362) i broja redova stoma (R*=0.327) kod Zenskih jedinki tise od srednje

temperature za septembar (t_sept).
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Varijable vezane za koli¢inu padavina su slabije korelisane sa morfoloskim
karakteristikama Cetina. Na slikama br. 66 1 67 su prikazani dijagrami zavisnosti duzine
etina (R*=0.508), povriine &etine (R*=0.466), $irine &etine (R*=0.360) i broja redova
stoma (R*=0.286) kod Zenskih jedinki tise od koli¢ine padavina u najvlaznijem kvartalu
(BIO16). Na dijagramima (Slika br. 68 1 69) je prikazana zavisnost duzine cetine
(R?=0.561), povrsine Cetine (R?=0.474), §irine &etine (R>=0.361) i broja redova stoma
(R’=0.329) kod Zenskih jedinki tise od koli¢ine padavina u najtoplijem kvartalu
(BIO18). Zavisnost duZine Getina (R*=0.364), povrsine &etine (R*=0.383), Sirine &etine
(R?=0.302) i broja redova stoma (R?=0.190) kod Zenskih jedinki tise od prose¢ne
koli¢ine padavina za jul (pad_jul) je prikazana na dijagramima na slikama br. 701 71.

Kod Zenskih jedinki tise, duZina Cetine je morfoloska karkateristika koja je
najjade korelisana sa nadmorskom visinom (R’=0.510) (Slika br. 72). Kod muskih
jedinki, karakteristika koja je najjace korelisana sa nadmorskom visinom je Sirina ¢etine

(R?=0.277) (Slika br. 73).

80.00

70.00

60.00
50.00
40.00 o
Duzina Cetine
30.00 —Povrsina Cetine
R? = 0.545

20.00

10.00

0.00

5.50 6.00 6.50 7.00 7.50 8.00 8.50

BlO1

Slika br. 58. Linearna zavisnost izmedu srednje godiSnje temperature (BIO1) 1 zavisnih

varijabli duzina i povrSina Cetine kod Zenskih jedinki tise
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12.00

10.00 =l

8.00 I///T

8]
n
6.00 <y
—Sirina Cetine
—Broj redova stoma
4.00
R?=0.365
2.00
0.00
5.50 6.00 6.50 7.00 7.50 8.00 8.50

BIO1

Slika br. 59. Linearna zavisnost izmedu srednje godiSnje temperature (BIO1) i zavisnih

varijabli §irina Cetine i1 broj redova stoma kod Zenskih jedinki tise
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70.00
60.00
50.00

40.00 .Y
Duzina Cetine

30.00 —Povrsina Cetine
R?=0.565

20.00

10.00

0.00

12.00 12.50 13.00 13.50 14.00 14.50 15.00
BIO8

Slika br. 60. Linearna zavisnost izmedu srednje temperature najvlaznijeg kvartala

(BIOS8) 1 zavisnih varijabli duzina i povrS$ina cCetine kod Zenskih jedinki tise

113



12.00

o
10.00 =l
R?=0.343
i B By~
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8.00 o
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o
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—Sirina Cetine
—Broj redova stoma
4.00
R?2=0.336
2.00
0.00
12.00 12.50 13.00 13.50 14.00 14.50 15.00
BIOS

Slika br. 61. Linearna zavisnost izmedu srednje temperature najvlaznijeg kvartala

(BIOB8) 1 zavisnih varijabli Sirina ¢etine i broj redova stoma kod Zenskih jedinki tise

80.00
70.00
6105 R2=0.447

50.00

40.00 vy .
Duzina Cetine

30.00 R2 = 0.565 —Povrsina Cetine

20.00
10.00
0.00

1350 1400 1450 1500 1550 1600 1650  17.00
BIO10/ t_avg

Slika br. 62. Linearna zavisnost izmedu srednje temperature najtoplijeg kvartala
(BIO10) ili srednje temperature za avgust i zavisnih varijabli duzina i povrSina Cetine

kod zenskih jedinki tise
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12.00
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R?=0.343
[ | Emee -
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—Sirina Cetine
—Broj redova stoma
4.00
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Slika br. 63. Linearna zavisnost izmedu srednje temperature najtoplijeg kvartala
(BIO10) ili srednje temperature za avgust 1 zavisnih varijabli Sirina ¢etine 1 broj redova

stoma kod Zenskih jedinki tise
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= R2=0.559
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10.00 l o DuZina &etine
30.00 R2 = 0.475 —Povrsina Cetine
20.00
10.00
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11.50 12.00 12.50 13.00 13.50 14.00 14.50
t_sept

Slika br. 64. Linearna zavisnost izmedu srednje temperature za septembar i zavisnih

varijabli duzina i1 povrSina ¢etine kod zenskih jedinki tise
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Slika br. 65. Linearna zavisnost izmedu srednje temperature za septembar i zavisnih

varijabli §irina Cetine i1 broj redova stoma kod Zenskih jedinki tise
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Slika br. 66. Linearna zavisnost izmedu koli¢ine padavina u najvlaznijem kvartalu

(BIO16) i zavisnih varijabli duzina i povr$ina ¢etine kod zenskih jedinki tise

116



12.00

1000 - R?=0.286 -
: o
i ). .. sesse=vT o
8.00 I'/:/
i
=i
6.00 Sy
—Sirina Cetine
—Broj redova stoma
4.00
R%=0.360
2.00 H—///l
0.00
275.00 280.00 285.00 290.00 295.00

BIO16

Slika br. 67. Linearna zavisnost izmedu koli¢ine padavina u najvlaznijem kvartalu

(BIO16) i zavisnih varijabli Sirina ¢etine i1 broj redova stoma kod Zenskih jedinki tise
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BIO18

Slika br. 68. Linearna zavisnost izmedu koli¢ine padavina u najtoplijem kvartalu

(BIO18) i zavisnih varijabli duzina i povr$ina ¢etine kod zenskih jedinki tise
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Slika br. 69. Linearna zavisnost izmedu koli¢ine padavina u najtoplijem kvartalu

(BIO18) i zavisnih varijabli Sirina Cetine i1 broj redova stoma kod Zenskih jedinki tise
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Slika br. 70. Linearna zavisnost izmedu prosecne koli¢ine padavina za jul (pad jul) i

zavisnih varijabli duzina i povrSina Cetine kod zenskih jedinki tise
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Slika br. 71. Linearna zavisnost izmedu prosec¢ne koli¢ine padavina za jul (pad jul) 1

zavisnih varijabli Sirina Cetine i broj redova stoma kod Zenskih jedinki tise
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Slika br. 72. Linearna zavisnost izmedu nadmorske visine i duzine ¢etine kod Zenskih

jedinki tise
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Slika br. 73. Linearna zavisnost izmedu nadmorske visine i Sirine ¢etine kod muskih

jedinki tise
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Tabela br. 20. Koeficijenti regresije (R?) i nivoi znaGajnosti za nezavisne bioklimatske varijable vezane za temperaturu vazduha i

morfoloske karakteristike Cetina zenskih jedinki tise

BIO1 BIO2 BIO3 BIO4 BIO5 BIO6 BIO7 BIOS BIO9 BIO10 BIO11 t avg t_sept
Duzina Cetine  0.545***  (0.004 0.003 0.500%**  0.529*** (.107 0.565%**  0.438*%**  (.565*** (0.470*** (0.565%** (.559%**
Sirina &etine 0.365%* 0.032 0.007 0.055 0.358%*%* 0.286**  0.139  0.336**  0.336**  0.336**  0.349*%*  0336**  0.362%*
Povrsina ce-
tine 0.477***  0.034 0.006 0.084 0.463%** 0.167*  0.448%**  (0.431*** (0.447*** (0.449%** (.447*** (.475%**
Odnos duzina/
Sirina Cetine 0.095 0.013 0.028 0.100 0.075 0.137 0.000  0.125 0.055 0.125 0.065 0.125 0.105
Specificna
povrsina Ce-
tine 0.477***  0.034 0.006 0.084 0.463%** 0.166%  0.448%**  (0.431*** (0.447*** (0.449%** (.447*** (.475%**
Broj redova
stoma 0.314** 0.000 0.009 0.143 0.281** 0.332**  0.043  0.343**  (0.238* 0.343**  0.260**  0.343**  (0.327**
Gustina stoma  0.000 0.075 0.080 0.067 0.002 0.016 0.052  0.005 0.008 0.005 0.005 0.005 0.000

t avg = srednja temperatura za avgust

t_sept = srednja temperatura za septembar
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Tabela br. 21. Koeficijenti regresije (R?) i nivoi zna¢ajnosti za nezavisne bioklimatske varijable vezane za koli¢inu padavina i nadmorsku

visinu i morfoloSke karakteristike Cetina zenskih jedinki tise

BIO12 BIO13 BIO14 BIO15 BIO16 BIO17 BIO18 BIO19 pad_jun pad_jul n.v.
Duzina Cetine 0.033 0.086 0.146 0.508%#* 0.561*** 0.119 0.364** 0.510%**
Sirina Getine 0.000 0.109 0.012 0.035 0.360**  0.043 0.361** 0.024 0.186* 0.302** 0.268**
Povrsina Cetine 0.002 0.022 0.056 0.466***  0.066 0.474*** 0.040 0.383**
Odnos duzina/ $irina
Cetine 0.050 0.120 0.071 0.089 0.078 0.093 0.107 0.082 0.135 0.036 0.139
Specifi¢na povrsina
Cetine 0.002 0.022 0.056 0.466***  0.066 0.474*** 0.040 0.383**
Broj redova stoma 0.036 0.204* 0.075 0.116 0.286**  0.126 0.329** 0.098 0.272%* 0.190* 0.324**
Gustina stoma 0.080 0.055 0.077 0.072 0.002 0.070 0.001 0.074 0.037 0.016 0.02

pad_jun = prosec¢na koli¢ina padavina za jun
pad_jul = prosecna koli¢ina padavina za jul

n.v. = nadmorska visina
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Tabela br. 22. Koeficijenti regresije (R?) i nivoi znaGajnosti za nezavisne bioklimatske varijable vezane za temperaturu vazduha i

morfoloske karakteristike cetina muskih jedinki tise

BIO1 BIO2 BIO3 BIO4 BIO5 BIO6 BIO7 BIO8 BIOY9 BIO10 BIO11

Duzina Cetine 0.056  0.019 0.035 0.100 0.040 0.000 0.006 0.087 0.003  0.088 0.033
Sirina &etine 0.190* 0.010  0.033  0.179*  0.153* 0.274** 0.006 0.248** 0.116 0.249** 0.134
Povrsina Cetine 0.097  0.010 0.025 0.109 0.076 0.150 0.001  0.133 0.056 0.133 0.065
Odnos duzina/ §irina

Cetine 0.001 0.019 0.006 0.003 0.002 0.000 0.006  0.000 0.003  0.000 0.002
Specifi¢na povrsina

Cetine 0.097 0.010 0.025 0.109 0.076 0.150 0.001  0.133 0.056 0.133 0.065
Broj redova stoma 0.000  0.197* 0.223* 0.225*  0.002 0.060 0.120  0.023 0.012 0.024 0.006
Gustina stoma 0.012 0.060  0.057 0.030 0.019 0.000 0.055 0.002 0.027  0.002 0.023
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Tabela br. 23. Koeficijenti regresije (R?) i nivoi zna¢ajnosti za nezavisne bioklimatske varijable vezane za koli¢inu padavina i nadmorsku

visinu i morfoloske karakteristike ¢etina muskih jedinki tise

BIO12 BIO13 BIO14 BIO15 BIO16 BIO17 BIO18 BIO19 n.v.
Duzina Cetine 0.055 0.115 0.075 0.091 0.042 0.095 0.067 0.085 0.111
Sirina &etine 0.070 0.228* 0.113 0.158%* 0.212* 0.136 0.277**
Povrsina Cetine 0.047 0.134 0.073 0.095 0.079 0.100 0.110 0.085 0.153*
Odnos duzina/ $irina
cetine 0.005 0.002 0.005 0.004 0.002 0.004 0.001 0.004 0.000
Specifi¢na povrsSina
Cetine 0.047 0.134 0.073 0.095 0.079 0.100 0.110 0.086 0.153*
Broj redova stoma 0.240%* 0.191* 0.243* 0.235%* 0.001 0.232* 0.005 0.240* 0.074
Gustina stoma 0.052 0.018 0.044 0.035 0.018 0.033 0.008 0.039 0.000

n.v. = nadmorska visina
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5.4. DISKUSIJA REZULTATA ISPITIVANJA MORFOLOSKIH
KARAKTERISTIKA CETINA TISE

Prosec¢na duzina dvogodisnjih Cetina Taxus baccata L. za prirodne populacije u
Srbiji iznosi 22.14 mm. Minimalna izmerena duZina iznosi 14.11 mm, a maksimalna
40.21 mm, Sto spada u opseg koji su definisali Cope (1998), Thomas i Polwart (2003) i
Hageneder (2013).

Muske i Zenske jedinke tise se statisticki znacajno razlikuju prema duZzini Cetina.
Zenske jedinke imaju znacajno duZe ¢etine od muskih u populacijama Tara (u proseku
26.61 mm zenske i 21.98 mm muske) i Malinik (u proseku 23.80 mm zenske i 22.40
mm muske), kao 1 na nivou sve tri populacije zajedno (u proseku 22.79 mm zenske 1
21.50 muske) (Slika br. 37). Populacije tise u Srbiji se statisticki znacajno razlikuju
prema duzini Cetina. Najduze Cetine imaju jedinke sa Tare (23.96 mm), zatim sa

Malinika (23.10 mm), a najkrace jedinke sa Kopaonika (20.59 mm) (Slika br. 38).

Prose¢na Sirina dvogodisnjih Cetina za prirodne populacije tise u Srbiji iznosi
2.35 mm i krece se u opsegu od 1.67 mm do 3.20 mm. Izmeren opseg Sirine ¢etina je
nesto $iri od opsega koji su zabelezili Thomas i Polwart (2003) i Hageneder (2013).

Utvrdene su statisticki znacajne razlike u Sirini ¢etina izmedu muskih i zenskih
jedinki tise. Zenske jedinke imaju znacajno $ire ¢etine od muskih u populaciji Tara (u
proseku 2.67 mm zenske 1 2.42 mm muske) i na nivou sve tri populacije zajedno (u
proseku 2.36 mm zenske i 2.33 mm muske) (Slika br. 39). Populacije tise u Srbiji se
statisticki znacajno razlikuju prema Sirini Cetine. NajSire Cetine imaju jedinke sa Tare
(2.53 mm), zatim sa Malinika (2.40 mm), a najuze jedinke sa Kopaonika (2.23 mm)

(Slika br. 40).

Prosecna povrSina dvogodi$njih Cetina Taxus baccata L. u prirodnim
populacijama u Srbiji iznosi 47.18 mm? i krece se u opsegu od 25.74 mm’ do 98.04
mm®.

Muske i Zenske jedinke se statisticki znacajno razlikuju prema povrsini Cetina u
svim istrazivanim populacijama, kao i na nivou sve tri populacije zajedno. PovrSina

Setina veéa je kod Zenskih jedinki i u proseku, za sve populacije, iznosi 49.24 mm?, dok
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proseéna povrsina &etina za muske jedinke iznosi 45.19 mm’. Zenske jedinke imaju
znacajno vecu povrsinu Cetina od muskih u svim istrazivanim populacijama (u proseku
64.09 mm? za Zenske i 47.89 mm’ za mugke na Tari, 51.31 mm? za Zenske i 47. 84 mm®
za muske na Maliniku i 43.12 mm” za Zenske i 41.56 mm® za muske na Kopaoniku)
(Slika br. 49). Utvrdeno je da se populacije tise u Srbiji statisticki znacajno razlikuju
prema povrsini Cetina. Proporcionalno duZzini i Sirini ¢etina, najve¢u povrSinu cetina
imaju jedinke sa Tare (54.83 mm’), zatim sa Malinika (49.58 mm?), a najmanju

povrsinu etina imaju jedinke sa Kopaonika (42.34 mm?) (Slika br. 48).

Prosean odnos duzine i Sirine Cetina za populacije tise u Srbiji iznosi 9.47 i
krece se u opsegu od 5.35 do 15.47.

Muske i Zenske jedinke tise se satisticki znacajno razlikuju prema odnosu duzine
i Sirine Cetina. Ovaj odnos je znacajno veéi kod zenskih jedinki sa Tare (u proseku 9.99
za zenske 1 9.12 za muske) 1 na nivou sve tri populacije zajedno (u proseku 9.68 za
zenske 1 9.26 za muske) (Slika br. 41). Takode, utvrdeno je da se istraZivane populacije
tise statisticki znacajno razlikuju prema odnosu duZine i Sirine Cetina. Najveéi odnos
duzine i Sirine Cetina izmeren je za populaciju Malinik (9.64), zatim Tara (9.49), a

najmanji za populaciju Kopaonik (9.29) (Slika br. 42).

Prose¢na specificna povrSina Cetina za populacije tise u Srbiji iznosi 42.89
cm’/g. Razlike u specifiénoj povrsini Getina izmedu muskih i Zenskih jedinki nisu
utvrdene. Iszkulo et al. (2009) takode nisu ustanovili razlike u specificnoj povrsini
¢etina izmedu polova Taxus baccata L.

Istrazivane populacije tise se statistiCki znacajno razlikuju prema specificnoj
povrdini Getina. Jedinke sa Kopaonika (38.49 cm?/g) imaju statisticki znadajno manju
specifi¢nu povr§inu &etina u odnosu na jedinke sa Tare (49.85 cm?/g) i Malinika (45.07

cm?/g) (Slika br. 43).

Populacije tise u Srbiji u proseku imaju 8.5 redova stoma na jednoj polovini
nali¢ja Cetine, Sto spada u opseg koji su definisali Strobel 1 Hess (1996) i Spjut (2007b).
Broj redova stoma je u direktnoj vezi sa Sirinom cetine. MusSke i Zenske jedinke se

statistiCki zna€ajno razlikuju prema broju redova stoma. Proporcionalno Sirini Cetina,
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zenske jedinke imaju znacajno veci broj redova stoma na jednoj polovini nali¢ja Cetine
od muskih u populaciji Tara (u proseku 9.5 za zenske 1 7.96 za muske), 1 na nivou sve
tri populacije zajedno (u proseku 8.68 za Zenske i1 8.42 za muske) (Slika br. 44). Izmedu
istrazivanih populacija tise postoje statisticki znacajne razlike u broju redova stoma.
Jedinke sa Kopaonika imaju znac¢ajno manje redova stoma (u proseku 8.09) u odnosu na

jedinke sa Tare (u proseku 8.62) i Malinika (u proseku 8.88) (Slika br. 45).

Prose&na gustina stoma za populacije tise u Srbiji iznosi 135.16 po mm” i kreée
se u opsegu od 75 do 225 stoma po mm®. Izmeren prosek je veéi od proseka koji su za
tisu zabelezili Salisbury (1928), Mitchell (1998), Dempsey 1 Hook (2000), Iszkulo 1 sar.
(2009) 1 Hageneder (2013), a manji od proseka koji su zabelezili Schirone i sar. (2010)
za tisu sa Azorskih ostrva i Vessella i sar. (2013) za tisu sa Madeire.

Populacije tise u Srbiji se statisticki znacajno razlikuju prema gustini stoma.
Jedinke sa Tare imaju znadajno manju gustinu stoma (u proseku 128.91 po mm?) u
odnosu na jedinke sa Kopaonika (u proseku 133.54 po mm?) i Malinika (u proseku
138.78 po mm®). Takode, jedinke sa Malinika imaju znacajno veéu gustinu stoma u
odnosu na jedinke sa Kopaonika (Slika br. 46). Kako jedinke sa Tare imaju najvecu
duzinu, Sirinu 1 povrSinu Cetina, ocekivano je da imaju najmanju gustinu stoma.
Negativnu korelaciju izmedu veli¢ine listova 1 gustine stoma Salisbury (1928) je
pripisao razlikama u rastu epidermalnih ¢elija izmedu stoma, a ne razlikama u ukupnom
broju stoma. Odstupanje od ovog pravila se javlja kod populacija Kopaonik i Malinik,
jer jedinke sa Kopaonika imaju znacajno manje Cetine i manju gustinu stoma u odnosu
na jedinke sa Malinika.

Gustina stoma se moZze smatrati ekoloskim indikatorom u pogledu vlaznosti
sredine. Sa poveéanjem vlaznosti smanjuje se gustina stoma (Salisbury, 1928;
Leuschner, 2002; Puki¢ i Punisijevi¢, 2002). U tabeli br. 7 date su vrednosti za
prosecne godiSnje koli¢ine padavina (BIO12) za lokacije istrazivanih populacija tise.
Najvecu godis$nju koli¢inu padavina dobija populacija Tara (951mm), zatim Kopaonik
(911 mm), a najmanju Malinik (808 mm). Takode, najveéu prose¢nu godisnju vlaznost
vazduha ima Tara (83%), zatim Kopaonik (79.8%), a najmanju Malinik (78.5%)
(Poglavlje 4.1.). Prema navedenom, razlike u gustini stoma u populacijama tise u Srbiji

mogu se smatrati morfoloSkim adaptacijama na razlic¢ite uslove vlaznosti sredine. U
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populaciji Malinik, koja ima najmanju koli¢inu padavina, zabelezena najveca gustina
stoma, dok je u populaciji Tara, koja ima najvecu koli¢inu padavina, zabelezena
najmanja gustina stoma. Medutim, gustina stoma ne zavisi samo od koli¢ine vlage u
vazduhu i1 zemlji$tu, ve¢ od komplesnog delovanja vise faktora, kao Sto su nadmorska
visina (Hovenden i Brodribb, 2000; Schoettle i Rochelle, 2000; Qiang et al., 2003;
Kouwenberg et al., 2007; Holland i1 Richardson, 2009; Wang et al., 2014), temperatura
(Ciha 1 Brun, 1975; Luomala et al., 2005; Moura i Alves, 2014), intezitet svetlosti (Ciha
i Brun, 1975; Mott, K.A., 2009; Sessa i Givnish, 2014; Yang et al., 2014), koncentracija
CO; (Ainsworth i Rogers, 2007; Lake i Woodward, 2008; Konrad et al., 2008; Franks i
Beerling, 2009; Mott, K.A., 2009), O3 (Heath 1 Taylor, 1997; Paoletti i Grulke, 2005) 1
polutanti (Darrall, 1989; Saxe, 1991; Mansfield, 1998; Robinson et al., 1998). Lake i
Woodward (2008) navode da se sa povecanjem koli¢ina padavina i smanjenjem
radijacije, smanjuje gradijent transpiracije Sto dovodi do smanjenja gustine stoma.

Zenske jedinke imaju znadajno veéu gustinu stoma od muskih u populaciji
Malinik (138.08 po mm?* za mugke i 141.48 po mm” za Zenske), kao i na nivou sve tri
populacije zajedno (132.76 po mm? za muske i 137.67 po mm? za Zenske) (Slika br. 47).

Iszkulo i sar. (2009) su dosli do zakljucka da zenske jedinke tise karakteriSe veca
duzina i povrina &etina, kao i gustina stoma. Ovo istraZivanje je to potvrdilo. Zenske
jedinke tise u Srbiji imaju zna¢ajno vecu duzinu, Sirinu 1 povrSinu cetina, odnos duZine i
Sirine Cetina, broj redova stoma i gustinu stoma u odnosu na muske jedinke.

Vedi listovi i veéa gustina stoma moze ukazati na veci intezitet fotosinteze kod
zenskih jedinki (Dawson i Bliss, 1993; Dawson i1 Ehleringer, 1993). Razlike u fiziologiji
1 morfologiji izmedu muskih 1 Zzenskih jedinki objasnjavaju se razlikama u
reproduktivnim ulaganjima (Delph, 1990; Krischnik i Denno, 1990a; Krischnik i Denno
1990b; Cipollini i Stiles, 1991; Allen i Antos, 1993; Laporte i Delph, 1996; Cipollini i
Whigham, 1994; Massei et al., 2006; Iszkulo et al., 2009).

Podaci za dosadasnja istrazivanja morfoloskih karakteristika tise su prikupljeni i
sistematizovani u tabeli br. 19 -1. deo i tabeli br. 19 -2. deo zajedno sa rezultatima
istrazivanja iz disertacije. Analiza glavnih komponenti je pokazala razdvajanje
populacija Taxus baccata L. iz Evrope i mediteranskog regiona na osnovu morfoloskih

karakteristika. Prva i druga glavna osa objasnjavaju 90.72 % varijabilnosti u
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morfoloSkim karakteristikama i njihov plan je prikazan na slici br. 50. Klaster analiza je
pokazala da se istrazivane populacije tise mogu svrstati u 4 grupe (Slika br. 51).
Populacije iz Srbije su najsli¢nije populacijama iz Poljske i Ukrajine, i one zajedno ¢ine
prve grupu. Populacije tise iz Srbije se karakteriSu neSto manjom duzinom, Sirinom i
povrSinom ¢etina i manjim odnosom duzine i Sirine Cetina, ali zato ve¢om gustinom
stoma u odnosu na populacije iz Poljske i Ukrajine. Drugu grupu ¢ine populacije tise iz
Velike Britanije, koje su prema morfoloSkim karakteristikama blize populacijama iz
kontinentalne Evrope nego makaronezijskim i mediteranskim populacijama. One se
karakteriSu manjom duzinom, Sirinom i povrSinom cetina, a ve¢im odnosom duzine i
Sirine Cetina 1 veCom gustinom stoma u odnosu na populacije iz kontinentalne Evrope.
Trecu grupu ¢ine populacije sa Mediterana (Italija, Gr¢ka 1 AlZir) koje imaju vecu
gustinu stoma od populacija iz kontinentalne Evrope, a manju od makaronezijskih
populacija. Navedene populacije se karakteriSu najve¢om Sirinom ¢etina u odnosu na
sve istrazivane populacije, kao i manjom duzinom, povrsinom i odnosom duzine i Sirine
Cetina u odnosu na populacije iz kontinentalne Evrope. Makaronezijske populacije
(Azorska ostrva i Madeira) su najviSe izdvojene. Njih karakteriSe najveca gustina stoma,
a najmanja duzina i povr$ina Cetina i najmanji odnos duzine i Sirine ¢etina u odnosu na
ostale istrazivane populacije.

Klaster analiza za tri prirodne populacije tise u Srbiji je pokazala da su prema
morfoloskim karakteristikama (duzini, Sirini i povrSini Cetine, odnosu duzine i Sirine
Cetine, broju redova stoma na jednoj polovini nali¢ja Cetine i gustini stoma) slinije

populacije Tara 1 Malinik, dok se populacija Kopaonik razlikuje (Slika br. 52).

Populacije tise u Srbiji se statisticki znacajno razlikuju prema morfoloskim
karakteristikama. NajviSe specificnosti ima populacija Kopaonik, koja se karakterise
manjom duzinom, Sirinom, povrSinom 1 specificnom povrSinom cetina, manjim
odnosom duZine 1 Sirine ¢etina i manjim brojem redova stoma u odnosu na populacije

Tara 1 Malinik.

Regresionom analizom se tezilo utvrdivanju linearne zavisnosti izmedu

klimatskih faktora (temperature, padavina i nadmorske visine) i1 morfoloskih
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karakteristika zenskih jedinki tise, kao 1 linearne zavisnosti izmedu klimatskih faktora 1
morfoloskih karakteristika muskih jedinki tise u istrazivanim populacijama.

Najjaca zavisnost od bioklimatskih varijabli utvrdena je za duZzinu, Sirinu,
povrsinu 1 specificnu povrSinu Cetina i broj redova stoma kod Zenskih jedinki tise. Kod
muskih jedinki, znacajna zavisnost od bioklimatskih varijabli utvrdena je samo za Sirinu
¢etina i1 broj redova stoma (Tabele br. 20, 21, 22 1 23).

Morfoloske karakteristike ¢etina kod Zenskih jedinki tise pozitivno su korelisane
sa bioklimatskim varijablama vezanim za temperaturu vazduha. Sa dijagrama na
slikama br. 58, 59, 60, 61, 62, 63, 64 i 65 se moze videti da se sa porastom srednje
godisnje temperature (BIO1), srednje temperature najvlaznijeg kvartala (BIOS), srednje
temperature najtoplijeg kvartala (BIO10), srednje temperature za avgust i srednje
temperature za septembar povecava duzina, povrSina i §irina Cetina i broj redova stoma
kod Zenskih jedinki tise.

Bioklimatske varijable vezane za koli¢inu padavina su slabije korelisane sa
morfoloskim karakteristikama Cetina. Sa dijagrama na slikama br. 66, 67, 68, 69, 701 71
se moze videti da se sa porastom koli¢ine padavina u najvlaznijem kvartalu (BIO16),
koli¢ine padavina u najtoplijem kvartalu (BIO18) i prosecne koli¢ine padavina za jul
povecava duzina, povrsina i Sirina Cetine 1 broj redova stoma kod Zenskih jedinki tise.

Znacajne korelacije su utvrdene izmedu nadmorske visine i duzine cetine kod
zenskih jedinki (Slika br. 72), kao i nadmorske visine i Sirine ¢etine kod muskih jedinki
tise (Slika br. 73). Sa porastom nadmorske visine se smanjuju duzina ¢etina kod zenskih
1 Sirina Cetina kod muskih jedinki tise. Promene u strukturi, morfologiji i kruzenju
ugljenika sa promenom nadmorske visine su najviSe uzrokovane promenom u
temperaturi vazduha (Tranquillini, 1979 prema Hertel i Wesche, 2008; Ohsawa, 1990;
Korner, 1998).

Cedro 1 Iszkulo (2011) su ispitali hipotezu da postoje razlike izmedu muskih i
zenskih jedinki tise na sezonskoj skali ulaganja resursa. Postavljena hipoteza je
potvrdena, muske i Zenske jedinke su razli¢ito reagovale na temperaturu i padavine duz
sezonskog gradijenta. Utvrdeno je da postoji negativna korelacija izmedu godiS$njeg
prirasta zenskih jedinki sa visokim temperaturama u avgustu i septembru u prethodnoj

godini.
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U avgustu i septembru se odvija proces sazrevanja semena kod zenskih jedinki 1
formiranje generativnih pupoljaka kod oba pola (Bugala, 1978). Zenske jedinke u ovom
periodu imaju veca ulaganja u reproduktivne procese, pa stoga manje resursa ulazu u
rast. Medutim, istrazivanjima u disertaciji je utvrdena pozitivna korelacija izmedu
temperature u avgustu i septembru i dimenzija Cetina kod zenskih jedinki tise.

Povecanje dimenzija Cetina (duzine, Sirine 1 povrSine) kod tise sa porastom
temperature je zabeleZen za veliki broj temperaturnih bioklimatskih varijabli, Sto
ukazuje na postojane jednog univerzalnog trenda, nezavisnog od sezonskih varijacija. U
tom smislu, dimenzije Cetina mogu se posmatrati samo u odnosu na osnovnu
temperaturnu varijablu — srednju godisnju temperaturu (BIO1).

U brojnim studijama na drugim vrstama potvrdeno je postojanje pozitivne
korelacije izmedu temperature i povrsine i specificne povrSine lista (Korner et al., 1989;
Cordell et al., 1998; Moser et al., 2007; Hertel 1 Wesche, 2008; Macek et al., 2009;
Toivonen et al.,, 2014). Takode, intezitet fotosinteze se povecava sa porastom
temperature (Cabrera et al., 1998; Zhang et al., 2005; Azbcar et al., 2007). Direktni
mehanizmi koji leze u osnovi smanjenja lisne povrSine sa smanjenjem temperature su
nejasni, ali se povezuju sa ekonomisanjem energije i povecanjem debljine lista
(Toivonen et al., 2014). Ovo istrazivanje je potvrdilo hipotezu da se sa povecanjem
temperature vazduha povecavaju dimenzije Cetina, ali samo kod Zenskih jedinki. Posto
su pozitivne korelacije izmedu dimenzija Cetina i temperaturnih bioklimatskih varijabli
slabije izrazene kod muskih jedinki, moze se zakljuciti da se odgovor na srednju
godis$nju temperaturu vazduha razlikuje medu polovima Taxus baccata L.

Cedro 1 Iszkulo (2011) su utvrdili da je godisnji prirast zenskih jedinki tise
pozitivno korelisan sa kolicinom padavina u junu i julu u tekuéoj godini. To je period
intezivnog debljanja stabla kod oba pola, kada su muske jedinke zavrSile fazu cvetanja,
a zenske jedinke su u fazi formiranja semena 1 arilusa. Zbog toga Zenske jedinke reaguju
pozitivno na padavine u ovom periodu (Cedro 1 Iszulo, 2011).

Brojne studije su sprovedene u cilju utvrdivanja razlika u rastu izmedu muskih 1
zenskih jedinki u zavisnosti od vlaznosti sredine (Ward et al., 2002; Dudley, 2006;
Dudley i Galen, 2007), kao 1 u zavisnosti od padavina duz sezonskog gradijenta

(Montesinos et al., 2006; Rozas et al., 2009; Gao et al., 2010). Rezultati istrazivanja
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podrzavaju opste pravilo da su Zenske jedinke uglavnom zahtevnije u pogledu vlaznosti
od muskih (Freeman et al., 1976; Iglesias i Bell, 1989; Bertiller et al., 2002).

Ovo istrazivanje podtvrduje da su Zenske jedinke zahtevnije u pogledu vlaZnosti,
kao 1 da se se ta zavisnost menja duz sezonskog gradijenta. Dimenzije Cetina (duZina,
Sirina 1 povrSina) kod Zenskih jedinki tise se povecavaju sa povecanjem koli¢ine
padavina u najvlaznijem kvartalu (BIO16), koli¢ine padavina u najtoplijem kvartalu
(BIO18) i prosecne koli¢ine padavina za jul. Navedene bioklimatske varijable odnose se
na najvlazniji i najtopliji period, Sto bi u Srbiji odgovaralo periodu od maja do
septembra, dakle period sazrevanja semena kod tise. Istrazivanje u disertaciji iznosi
pretpostavku da se sa povecanjem koli¢ine padavina u periodu sazrevanja semena
povecavaju dimenzije Cetina kod zenskih jedinki tise.

Pozitivne korelacije izmedu dimenzija Cetina i bioklimatskih varijabli vezanih za
koli¢inu padavina su slabije izrazene kod muskih jedinki, pa se stoga moze zakljuditi da
se odgovor na koli¢inu padavina razlikuje medu polovima Taxus baccata L. i da ta
razlika varira duz sezonskog gradijenta.

Regresiona analiza ukazuje na to da su Zenske jedinke osetljivije na promene
klime i1 nose vise informacija o klimi (Fritts, 1976 prema Gao et al., 2010), kao i da su
vise pogodene stresnim uslovima sredine (Bullock, 1992; Guillon i Fievet, 2003; Xu et
al., 2008). Zbog toga, u populacijama koje se nalaze van svog ekoloSkog optimuma
moze do¢i do postepenog izumiranja zenskih jedinki ¢ime mozZe biti ugrozena ravnoteza

polova i polna reprodukcija dovedena u pitanje.
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1.

6. ZAKLJUCCI

U etarskom ulju iz sveZih Cetina 1 grancica iz tri prirodne populacije tise u Srbiji
detektovana je 91 komponenta, od kojih je 87 identifikovano. U sve tri
populacije najzastupljenija jedinjenja su alifaticni alkoholi 1-okten-3-ol
(23.48%) 1 (£)-3-heksenol (11.46%) 1 oksigenovani monoterpen mirtenol
(11.38%). Najzastupljenije klase jedinjenja su alifaticni alkoholi (43.31%),
zatim terpeni (19.34%), alifati¢ni ugljovodonici (13.18%) 1 alifaticni aldehidi
(11.09%). Neidentifikovana jedinjenja ¢ine 1.96% ulja. Najzastupljeniju frakciju
terpena ¢ine monoterpeni (14.41%), a zatim diterpeni (2.52%).

U poredenju sa dosadasnjim istrazivanjima isparljivih jedinjenja tise, sastav
etarskog ulja iz tri prirodne populacije tise u Srbiji je najsli¢niji sastavu etarskog
ulja tise iz jugoistocne Srbije, koji su analizirali Radulovi¢ i sar. (2010). Ukupno
40 jedinjenja se podudara u ova dva istrazivanja, s tim S$to se njihova
procentualna zastupljenost razlikuje. Radulovi¢ i sar. (2010) nisu detektovali
seskviterpene u etarskom ulju tise iz jugoistocne Srbije, dok u istrazivanjima u
disertaciji seskviterpeni Cine 2.31% etarskog ulja. Razlike u zastupljenosti
pojedinih klasa jedinjenja se mogu objasniti razli¢itim vremenom uzorkovanja

materijala.

Prirodne populacije tise u Srbiji se razlikuju prema sadrzaju etarskog ulja iz
Cetina. Analizom varijanse je utvrdeno da se od ukupno 17 jedinjenja koja imaju
normalnu raspodelu, 8 jedinjenja statisticki znacajno razlikuje prema
zastupljenosti medu populacijama (p< 0.05): n-octanal, f-linalol, f-ciklocitral,
(E)-B-jonon, eikozanal, trans-feruginol, trikozanal i heksakozan. Utvrdeno je da
jedinke sa Tare sadrze znaCajno viSe [*linalola, eikozanala i trikozanala u
etarskom ulju u odnosu na jedinke sa Kopaonika i Malinika. U odnosu na
jedinjenja koja imaju normalnu raspodelu, muske i Zenske jedinke se razlikuju
samo po sadrzaju a-pinena u populaciji Malinik i na nivou sve tri populacije

zajedno.
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4. Klaster analiza je pokazala da su prema sadrZaju etarskog ulja sli¢nije populacije
Tara 1 Kopaonik, dok se populacija Malinik razlikuje. Analiza glavnih
komponenti sa 22 najzastupljenije hemijske komponente etarskog ulja je
pokazala razdvajanje jedinki sa Kopaonika od jedinki sa Malinika, kao i jedinki
sa Tare od jedinki sa Malinika. Statisticki znacajne razlike utvrdene su u
sadrzaju: pentakozana, 1-okten-3-ola, 1-okten-3-ona, 3-oktanona, n-nonanala,
palmitinske kiseline, junicedranola, (Z)-3-heksenola i heptadekana izmedu tri

prirodne populacije tise u Srbiji.

5. Kanonijska diskriminaciona analiza sa 22 izabrane hemijske komponente je
pokazala grupisanje 47 jedinki tise u 3 grupe koje odgovaraju razliitim
populacijama. Prva diskriminaciona funkcija (objasnjava 70.0% varijanse za
ispitivane parametre) odvaja populaciju Kopaonik od populacija Tara 1 Malinik.
Druga diskriminaciona funkcija objasnjava preostali procenat varijanse i odvaja
populaciju Malinik u odnosu na populacije Tara i Kopaonik. Utvrdeno je da
jedinke sa Kopaonika sadrze znacajno veci procenat 1-okten-3-ona, 3-oktanona,
n-nonanala, palmitinske kiseline, kao 1 znacajno manji procenat (£)-3-heksenola
1 pentakozana u etarskom ulju iz Cetina u odnosu na jedinke sa Tare i Malinika.
Jedinke sa Malinika sadrze znacajno viSe (Z)-3-heksenola, a znac¢ajno manje
palmitinske kiseline i junicedranola u etarskom ulju u odnosu na druge dve

ispitivane populacije.

6. Jedinjenja etarskog ulja koja su najjace korelisana sa bioklimatskim varijablama
vezanim za temperaturu vazduha su f-linalol, 1-okten-3-on i m-nonanal. Sa
porastom maksimalne temperature u oktobru (tmax_okt) i u jesenjim mesecima
(tmax_jes) i sa povecanjem godiSnjeg temperaturnog opsega (BIO7) povecava
se sadrzaj monoterpena f-linalola u populacijama. Sadrzaj 1-okten-3-ona i n-
nonanala bolje predvidaju varijable vezane za minimalne temperature. Sa
porastom minimalne temperature najhladnijeg perioda (BIO6), minimalne
temperature za oktobar (tmin_okt) i za jesenje mesece (tmin_jes) se povecava se

sadrzaj ketona 1-okten-3-ona i aldehida n-nonanala u populacijama. Sa porastom
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10.

sezonskih varijacija u temperaturi (BIO4), sadrzaj (Z)-3-heksenola raste, a

sadrzaj f-ciklocitrala opada.

Jedinjenja etarskog ulja koja su najjace korelisana sa bioklimatskim varijablama
vezanim za koli¢inu padavina su (Z)-3-heksenol 1 f-ciklocitral. Alkohol (2)-3-
heksenol i monoterpen S-ciklocitral su najace korelisani sa kolicinom padavina u
najvlaznijem periodu (BIO13), koli¢inom padavina u najsuvljem kvartalu
(BIO17) 1 sezonskim varijacijama u koli¢ini padavina (BIO15). Sa povecanjem
koli¢ina padavina u najvlaznijem periodu (BIO13) i sezonskih varijacija u
koli¢ini padavina (BIO15), sadrzaj (£)-3-heksenola raste, a sadrzaj f-ciklocitrala
opada. Sa povecanjem koli¢ine padavina u najsuvljem kvartalu (BIO17), sadrzaj

(2)-3-heksenola opada, a sadrzaj f-ciklocitrala raste.

Jedinjenja etarskog ulja koja su najjace korelisana sa nadmorskom visinom su
(Z£)-3-heksenol, 1-okten-3-on i1 m-nonanal. Sa porastom nadmorske visine,

sadrzaji 1-okten-3-ona i n-nonanala rastu, a sadrzaj (£)-3-heksenola opada.

Regresiona analiza je identifikovala konstituente etarskog ulja tise koji pokazuju
najjacu linearnu zavisnost od bioklimatskih faktora i nadmorske visine, a koji
pritom predstavljaju potencijalne hemijske markere za geografsku
diferencijaciju populacija. Moze se zakljuciti da su sadrzaji f-linalola, 1-okten-
3-ona, n-nonanala, (Z)-3-heksenola 1 p-ciklocitrala pod jakim uticajem
abiotickih faktora (klimatskih karakteristika i nadmorske visine), dok su sadrzaji
ostalih komponenti, koje se takode znacCajno razlikuju medu istraZzivanim

populacijama, verovatno pod ja¢im uticajem biotickih faktora.

Ispitano je 7 morfoloskih karakteristika Cetina u prirodnim populacijama Taxus
baccata L. u Srbiji. Srednje vrednosti iznose 22.14 mm za duzinu cetine, 2.35
mm za Sirinu Cetine, 47.18 mm?’ za povrsinu Cetine, 9.47 za odnos duzine i Sirine
Setine, 42.89 cm®/g za specifiénu povriinu Cetine, 8.5 za broj redova stoma na

jednoj polovini nali¢ja Getine i 135.16 po mm” za gustinu stoma.
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11.

12.

13.

14.

Statistickom analizom (analizom varijanse, Kruskal-Wallis testom, analizom
glavnih komponenti i klaster analizom) utvrdeno je da se istrazivane populacije
tise u Srbiji razlikuju prema morfoloskim karakteristikama. Najvise specifi¢nosti
ima populacija Kopaonik, koja se karakteriSe manjom duzinom, Sirinom,
povrSinom i specificnom povr§inom cetina, manjim odnosom duzine i Sirine

¢etina 1 manjim brojem redova stoma u odnosu na populacije Tara i Malinik.

Razlike u gustini stoma u populacijama tise u Srbiji mogu se smatrati
morfoloskim adaptacijama na razli¢ite uslove vlaznosti sredine. U populaciji
Malinik, koja ima najmanju koli¢inu padavina i najmanju relativnu vlaznost
vazduha, zabeleZzena najveca gustina stoma, dok je u populaciji Tara, koja ima
najve¢u koli¢inu padavina i najvecu relativnu vlaznost vazduha, zabeleZena

najmanja gustina stoma.

Statistickom analizom (ANOVA 1 t-test za nezavisne uzorke) je utvrdeno da se
muske 1 Zenske jedinke u populacijama tise u Srbiji razlikuju prema
morfologkim karakteristikama. Zenske jedinke tise u Srbiji imaju znagajno veéu
duzinu, Sirinu 1 povrSinu Cetina, odnos duzine 1 Sirine ¢etina, broj redova stoma i

gustinu stoma u odnosu na muske jedinke.

Podaci za dosadasnja istrazivanja morfoloskih karakteristika tise su prikupljeni 1
sistematizovani zajedno sa rezultatima istrazivanja iz disertacije. Analiza
glavnih komponenti je pokazala razdvajanje populacija Taxus baccata L. iz
Evrope i mediteranskog regiona na osnovu morfoloskih karakteristika. Klaster
analiza je pokazala da se istrazivane populacije tise mogu svrstati u 4 grupe.
Populacije iz Srbije su najsli¢nije populacijama iz Poljske i Ukrajine, i one
zajedno ¢ine prve grupu. Drugu grupu ¢ine populacije tise iz Velike Britanije,
koje su prema morfoloskim karakteristikama blize populacijama iz
kontinentalne Evrope nego makaronezijskim i mediteranskim populacijama.
Tre¢u grupu cine populacije sa Mediterana (Italija, Grcka 1 Alzir).
Makaronezijske populacije (Azorska ostrva i Madeira) su najvise izdvojene i one

predstavljaju Cetvrtu grupu.

136



15.

16.

17.

18.

19.

Najjaca zavisnost od bioklimatskih varijabli utvrdena je za duzinu, Sirinu,
povrsinu i specifiénu povrSinu Cetina 1 broj redova stoma kod Zenskih jedinki
tise. Kod muskih jedinki, slabija zavisnost od bioklimatskih varijabli utvrdena je

samo za Sirinu Cetina i broj redova stoma.

Morfoloske karakteristike ¢etina kod Zenskih jedinki tise pozitivno su korelisane
sa bioklimatskim karakteristikama vezanim za temperaturu vazduha. Sa
porastom srednje godi$nje temperature (BIO1), srednje temperature najvlaznijeg
kvartala (BIOS), srednje temperature najtoplijeg kvartala (BIO10), srednje
temperature za avgust i srednje temperature za septembar povecava se duzina,

povrsina i Sirina Cetina i broj redova stoma kod Zenskih jedinki tise.

Bioklimatske varijable vezane za koli¢inu padavina su slabije korelisane sa
morfoloskim karakteristikama cCetina. Sa porastom koli¢ine padavina u
najvlaznijem kvartalu (BIO16), koli¢ine padavina u najtoplijem kvartalu
(BIO18) 1 prose¢ne koli¢ine padavina za jul povecava se duzina, povrSina i

Sirina Cetine 1 broj redova stoma kod Zenskih jedinki tise.

Znacajne korelacije su utvrdene izmedu nadmorske visine 1 duzine Cetine kod
zenskih jedinki, kao i nadmorske visine i Sirine ¢etine kod muskih jedinki tise.
Sa porastom nadmorske visine se smanjuju duzina Cetina kod Zenskih 1 Sirina

¢etina kod muskih jedinki tise.

Povecanje dimenzija Cetina (duzine, Sirine i povrSine) kod tise sa porastom
temperature je zabelezen za veliki broj temperaturnih bioklimatskih varijabli, §to
ukazuje na postojane jednog univerzalnog trenda, nezavisnog od sezonskih
varijacija. U tom smislu, dimenzije ¢etina mozemo posmatrati samo u odnosu na
osnovnu temperaturnu varijablu — srednju godi$nju temperaturu (BIO1). Ovo
istrazivanje je potvrdilo hipotezu iznesenu u ranijim istrazivanjima da se sa
povecanjem temperature vazduha povecavaju dimenzije Cetina, ali samo kod

zenskih jedinki. PoSto su pozitivne korelacije izmedu dimenzija Cetina i1

137



20.

21.

temperaturnih bioklimatskih varijabli slabije izrazene kod muskih jedinki, moze
se zakljuciti da se odgovor na srednju godiSnju temperaturu vazduha razlikuje

medu polovima Taxus baccata L.

Opste pravilo je da su zenske jedinke kod dvodomih vrsta uglavnom zahtevnije
u pogledu vlaznosti od muskih. Ova disertacija potvrduje da su zenske jedinke
Taxus baccata L. zahtevnije u pogledu vlaznosti, kao i da se se ta zavisnost
menja duz sezonskog gradijenta. Dimenzije Cetina (duzina, Sirina i povrsina) kod
zenskih jedinki tise se povecavaju sa povecanjem koli¢ine padavina u
najvlaznijem kvartalu (BIO16), koli¢ine padavina u najtoplijem kvartalu
(BIO18) 1 prosecne koli¢ine padavina za jul. Navedene bioklimatske varijable
odnose se na najvlazniji 1 najtopliji period, $to bi u Srbiji odgovaralo periodu od
maja do septembra, dakle period sazrevanja semena kod tise. Ova disertacija
iznosi pretpostavku da se sa povecanjem koli¢ine padavina u periodu sazrevanja
semena povecavaju dimenzije Cetina kod Zenskih jedinki tise. Pretpostavku bi
trebalo potvrditi dodatnim istrazivanjima morfologije cetina na drugim
populacijama iz Srbije i Evrope. Pozitivne korelacije izmedu dimenzija Cetina i
bioklimatskih varijabli vezanih za koli¢inu padavina su slabije izrazene kod
muskih jedinki, pa se stoga moze zakljuciti da se odgovor na koli¢inu padavina
razlikuje medu polovima Taxus baccata L. 1 da ta razlika varira duz sezonskog

gradijenta.

Regresiona analiza je pokazala da su Zenske jedinke osetljivije na promene
klime 1 nose vise informacija o klimi, pa samim tim mogu biti viSe pogodene
stresnim uslovima sredine. Zbog toga, u populacijama koje se nalaze van svog
ekoloskog optimuma moze do¢i do postepenog izumiranja zenskih jedinki ¢ime

moze biti ugrozena ravnoteza polova i polna reprodukcija dovedena u pitanje.
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Ovo istrazivanje predstavlja doprinos razumevanju kompleksne ekologije Taxus
baccata L. 1 predstavlja nau¢nu osnovu za konzervaciju prirodnih populacija ove
reliktne, autohtone i ugroZene vrste u Srbiji. U nastavku istrazivanja, potrebno je
istraziti odnos polova u populacijama u Srbiji. Populacije u kojima je ovaj odnos
ozbiljno narusen u korist muskih jedinki, nalaze se van ekoloskog optimuma i imaju
prioritet za konzervaciju. Takode, mladoj populaciji na Tari treba posvetiti posebnu
paznju u okviru programa zastite i razvoja NP Tara jer bi se na ovom lokalitetu mogla

formirati Cista sastojina tise.
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Mpunor 1.

U3jaBa o ayTopcTBY

MoTtnucaHa : Munexa A. CtecdaHosuh

6poj ynuca: 17/2009

UsjaBrbyjem

[a je AOKTOpCKa AucepTauuja Nnof HacnoBoM:

.BapujabunHocT TepneHckor cactaBa U MOpoNOLIKUX KapaKTepUCTUKA YeTUHa
Taxus baccata L. y Cpbuju*

pe3ynTtaTt ConcreeHor UCTpaXxuBadkor paga,

fa npeanoxeHa guceprauuja y UeNUHU HU y AenosumMa Huje buna npegnoxexa
3a pobujamse GUNO koje AuNNoMe npeMa CTYAWjCKAM nporpamMuma Opyrux
BUCOKOLLIKONCKUX YCTaHoBa,

Aa Cy pe3ynrtatu KOpekTHO HaBelleHU U

Aa HUCaM Kpluuo/na ayTopcka npaBa W KOPUCTUO MUHTENEKTyanHy CBOjUHY
ApYrux nuua.

MoTnuc pokTopaHAa

Y Beorpaay, 2% 9 205

W, Gﬁejsaw’faﬁﬁ




Mpunor 2.

MU3jaBa 0 UICTOBETHOCTU LWUTaMNaHe U eneKTpoHCKe
Bep3uje AOKTOpPCKOr paaa

Ume 1 npeaume aytopa: Munena A. CtedaHosuh
Bpoj ynuca: 17/2009
Cryaujcku nporpam: NejsaxHa apxUTeKTypa U XOpTUKYNTYypa

Hacnos papa: ,BapujabunHocT TepneHckor cactasa U MOpchONOLWKUX KapaKTepUCcTUka
yeTuHa Taxus baccata L. y Cpbuju”

MeHTop: ap CphaH Bojosuh
MoTtnucaHa: MuneHa A. CtecdaHosuh

W3jaBrbyjeM Aa je WwramnaHa sBepavja MOr JOKTOPCKOr paja UCTOBETHA eNneKTPOHCKO)
Bepauju Kojy cam npepao/na 3a objasrbuBawe Ha noprany [OururanHor
peno3uTtopujyma YHuBep3uteTa y Beorpapy.

[lossorbasam fga ce objaBe MOjU NUYHWM NoAauu Be3aHW 3a aobujare akagemckor
3Bak-a [JOKTOpa Hayka, Kao LITO cy UMe U nNpe3umMe, roguHa u Mecto pofierwsa U aatym
onbpaHe paga.

OBU nNUYHM nopauuM mory ce o6jaBuUTU Ha MPEeXHWM CcTpaHuuama A[urutantHe
6ubnuoTeke, y eNeKTPOHCKOM KaTanory u y nybnukauvjama YHusepauterta y beorpagy.

MoTnuc pokropaHaa

Y bBeorpagy, 2% 2. 2015,

M Credpusdits




Mpunor 3.

UsjaBa o kopuwhewy

Oenawhyjem YHusepautetcky 6ubnuoteky ,Ceetozap Mapkosuh” ga y [durutanHu
penosuTopujyM YHusepauteta y Beorpagy yHece Mojy AOKTOpPCKy AucepTauujy noa
HacnoBoM:

,BapujabunHocT TepneHckor cactasa U MOpONOLWKUX KapaKTepucTuka YeTuHa
Taxus baccata L. y Cpbuju”

Koja je Moje ayTopcko Aeno.

OucepTtauujy ca cBuM npunosuma npegao/na cam y enekTpoHckom dopmMary norogHom
3a TpajHO apxuBupam-e.

Mojy nokTopcky auceprauujy noxparseHy y QurutanHu penosvtopujym YHusepauteta
y Beorpany mMory Aa KopucTe CBM koju NoLuTyjy oapenbe caapxaHe y ogabpaHom tuny
nuueHue KpeatusHe 3ajeaHuue (Creative Commons) 3a kojy cam ce oany4uo/na.

1. AyTopcTBO

@,AVTODCTBO - HeKkOMepLUWjanHo
3. AyTtopcTBo — HekomepLujanHo — 6e3 npepage
4. AyTopCcTBO — HEKOMepLMjanHo — AenuTu nog UCTUM ycrosuma
5. AytopcTeo — 6e3 npepage

6. AyTopcTBO — OEnuTHU Nof UCTUM ycnoBuMa

MoTnuc pokropaHaa

Y Beorpagy, 23 9 20/5.

M Oregancbat
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