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Varijabilnost sadrZaja odabranih fenolnih jedinjenja u ekstraktima plodova pet Sumskih
drvenastih vrsta sa razli€itih staniSta u Srbiji

Rezime

Sumske drvenaste vrste (potencijalno) jestivih i/ili korisnih plodova, oznagene kao samoniklo
voce, predstavljaju vazan deo specijskog diverztiteta u Sumskim ekosistemima Srbije. Vrste Rosa
canina L. (Rosaceae), Crataegus monogyna Jacq. (Rosaceae), Prunus spinosa L. (Rosaceae),
Cornus mas L. (Cornaceae) i Cornus sanguinea L. (Cornaceae), iako relativno Ceste u flori Srbije,
jo§ uvek nisu dovoljno proucene sa fitohemijskog, kao ni sa ekolosko-hemijskog aspekta.
Kvalitativna i kvantitativna LC/MS-MS analiza sadrzaja odredenih hemijskih jedinjenja u
populacijama sa medusobno udaljenih stanista, kao i u pojedina¢nim jedinkama na mikrostanistu,
kao osnovni cilj ovog rada, pruzila je informacije o sintezi specifi¢nih sekundarnih metabolita kao
odgovoru na kompleks ekoloskih faktora na staniStu. Hemijska karakterizacija odabranih vrsta
uradena je identifikacijom 1 kvatifikacijom fenolne kiseline (neohlorogena kiselina [5-O-
kafeoilhinska kiselina]) i pet flavonoida (kvercituron [kvercetin-3-O-glukuronid], hiperozid
[kvercetin-3-O-galaktozid], rutin [kvercetin-3-O-rutinozid], izokvercetin [kvercetin-3-O-
glukozid] i kvercitrin [kvercetin-3-O- ramnozid]) u metanolnim ekstraktima svezih plodova
uzorkovanih iz tri prirodne populacije svake vrste. Geografska udaljenost istrazivanih populacija
(Avala, Zlatarsko jezero i Ozren) omogucila je analizu povezanosti sadrzaja ispitivanih fenolnih

jedinjenja sa razli¢itim sredinskim uslovima.

U metanolnim ekstraktima svezih plodova vrsta R.canina, C. mas i C. sanguinea detektovano je
prisustvo svih $est analiziranih fenolnih jedinjenja: neohlorogene kiseline, kvercetin-glukuronida,
-galaktozida, -rutinozida, -glukozida i -ramnozida, dok kod vrsta C. monogyna i P. spinosa
prisustvo kvercetin-glukuronida nije utvrdeno. U poredenju sa literaturnim podacima ispitivanja
plodova kultivisanih i divljih vrsta koje se smatraju bogatim izvorima analiziranih fenolnih
jedinjenja (prirodnih antioksidanata), predstavljeni rezultati pokazuju da se prirodne populacije pet
Sumskih vrsta sa teritorije Srbije odlikuju veoma visokim sadrzajem ovih jedinjenja. Ispitivane
vrste se znacajno razlikuju kako po sadrzaju analiziranih fenolnih jedinjenja u ukupnom uzorku,

tako i po njihovom procentualnom uces¢u i varijabilnosti sadrzaja. Kod svih ispitivanih vrsta je



utvrden manji ili veéi stepen interpopulacione varijabilnosti, a hemometrijskom analizom je
utvrdeno koja od ispitivanih jedinjenja najvise doprinose razlikama izmedu populacija. Pokazano
je da su sva ispitivana fenolna jedinjenja dobri hemijski markeri za utvrdivanje razlika izmedu
vrsta, izmedu populacija i jedinki. Ipak, prema njihovom visokom doprinosu varijabilnosti unutar
ukupnog uzorka kod svake od ispitivanih vrsta, izdvajaju se jedinjenja kvercetin-glukozid, -
galaktozid i -glukuronid. Analiza korelisanosti sadrzaja ispitivanih fenolnih jedinjenja sa
sredinskim faktorima pokazala je velike razlike izmedu vrsta, jedinjenja i uticaja pojedinih faktora
okruZenja, ukazujuéi na specificnosti svake vrste u pogledu adaptiranosti na uslove stanista. Na
osnovu analize stepena linearne zavisnosti izmedu sadrzaja ispitivanih hemijskih parametara i
najvaznijih faktora sredine u staniStima, pokazano je da najveci uticaj ima prose¢na insolacija
tokom vegetacijske sezone, zatim nadmorska visina, proseCna temperatura u sezoni rasta i
pokrovnost vegetacije, dok prosecna koli¢ina padavina u sezoni rasta pokazuje najmani stepen
korelisanosti sa sadrzajem ispitivanih jedinjenja. Hemijska karakterizacija i kvantifikacija
pojedinih bioloski aktivnih jedinjenja i povezanost njihovog sadrzaja sa pojedinim staniStima
prirodnih populacija predstavlja znacajan pomak u dosadasnjim fitohemijskim istrazivanjima, i
opravdava potrebu da se prirodne populacije smatraju znacajnim genetickim i hemijskim resursom

u sklopu oc¢uvanja biodiverziteta Sumskih ekosistema.

Kljuéne reci: fenolna jedinjenja, ekstrakti plodova, Rosa canina L., Crataegus monogyna Jacq.,
Prunus spinosa L., Cornus mas L., Cornus sanguinea L., LC/MS-MS analiza, specijska
varijabilnost, unutar- i medupopulaciona varijabilnost
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The variability of the content of selected phenolics in fruit extracts of five woody forest

species from different habitats in Serbia

Summary

Forest woody species with edible and/or useful fruits, known as wild fruit species, are important
part of the species diversity in Serbian forest ecosystems. Species Rosa canina L. (Rosaceae),
Crataegus monogyna Jacq. (Rosaceae), Prunus spinosa L. (Rosaceae), Cornus mas L. (Cornaceae)
i Cornus sanguinea L. (Cornaceae), although relatively frequent in Serbian flora, are still not
sufficiently investigated from the phytochemical and chemoecological aspect. Qualitative and
quantitative LC/MS-MS analysis of the content of certain phenolic compounds in populations from
distant habitats as well as in the individual plants on each habitat, being the objective of this study,
provided information of the synthesis of specific secondary metabolites in response to the complex
of environmental factors. Chemical characterization of selected plant species was performed
through identification and quantification of phenolic acid (neochlorogenic acid [5-O-cafeoilquinic
acid]) and five flavonoids (quercituron [quercetin-3-O-glucuronide], hyperoside [quercetin-3-O-
galactoside], rutin [ quercetin-3-O-rutinoside], isoquercetin [quercetin-3-O-glucoside] and
quercitrin [quercetin-3-O-ramnoside]) in methanol extracts of fresh fruits sampled form three
natural populations of each species. The geographical distance of the investigated populations (Mt.
Avala, Lake Zlatar, Mt. Ozren) enabled analysis of the relationship between the content of selected

phenolic compounds and different environmental factors.

The presence of all six analyzed phenolic compounds: neochlorogenic acid, quercetin-glucuronide,
-galactoside, -rutinozide, -glucoside and -ramnozide were detected in methanol extracts of the
fresh fruits of the species R. canina, C. monogyna, P. spinosa, while in species C. mas and C.
sanguinea quecetin-glucuronide was not detected. The results presented in this study showed that
populations of wild fruit species from the territory of Serbia are characterized by very high content
of analyzed phenolic compounds, in comparison to the literature data regarding wild or cultivated
species considered to be a rich sources of the same compounds — validated as powerful natural
antioxidants. Studied species significantly differed by the content and showed a great variability



of the analyzed phenolic compounds in the total sample, as well as by the share of each compound
in total amount of analyzed compounds. All species had lower or higher degree of interpopulation
variability, and hemometric analyses revealed which of the studied compounds contributed to the
differences between populations. It has been shown that all selected phenolic compounds are good
chemical makers for evaluation of intra- and inter-species differentiation. However, the highest
contribution to the variability within the total sample in each species is attributed to quercetin-
glucoside, -galactoside and -glucuronide. Analysis of the correlations between the content of the
phenolic compounds and the environmental conditions showed great differences between the
species, the compounds and the influence of certain environmental factors, pointing to the species-
specific adaptations to the habitat-specific conditions. Based on the analysis of the degree of linear
dependence between the content of the studied chemical parameters and the most important
ecological conditions/factors, it has been shown that the greatest impact on the compound’s
content has average insolation during the vegetation season, then altitude, average temperature
during the vegetation season and vegetation land coverage, while the correlation with the average
precipitation during the vegetation season is very low. The chemical characterization and
quantification of certain biologically active compounds in natural populations and the connections
of their content with specific habitats represents a significant shift in the current phytochemical
research, and justifies the need for natural populations to be considered as significant genetic and

chemical resources in the biodiversity conservation of forest ecosystem.

Key words: phenolics, fruit extracts, Rosa canina L., Crataegus monogyna Jacq., Prunus
spinosa L., Cornus mas L., Cornus sanguinea L., LC/MS-MS analysis, variability among

species, inter- and intrapopulation variability
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1. UvOD

1.1. Opsti pregled istrazivanja sekundarnih metabolita

.....

Sume pokrivaju priblizno 30% zemljine povrSine, akumuliraju priblizno 45% ugljenika na kopnu,
1 sa priblizno 50% ucestvuju u primarnoj produkciji na kopnu (Bonan 2008). Mnogobrojne
funkcije Sumskih ekosistema obezbeduju sveukupno odrZavanje Zivota na zemlji: regulacija
biogeohemijskih ciklusa, proizvodnja hrane i drvne mase, ocuvanje biodiverziteta, ublazavanje

klimatskih promena i posledica prirodnih i antropogeno izazvanih katastrofa (Hassan i sar. 2005).

U pogledu bioloSkog diverziteta, Sumski ekosistemi su medu najsloZenijim i najvaznijim
ekosistemima na Zemlji. Diverzitet vrsta u Sumskom ekosistemu ima pozitivan efekat na njegovu
produktivnost i kruzenje materije (Tilman i sar. 1997). Visok stepen diverziteta ¢esto podrazumeva
stabilnost ekosistema, otpornost na poremecaje, oporavak posle poremecaja i dugorocno stabilno
i odrzivo funkcionisanje ekosistema (Peterson i sar. 1998, Naeem 1998). Sume su prirodna stanista
za 80% od ukupnog broja kopnenih vrsta, ubrajajuéi biljne vrste razli¢itih zivotnih formi, Zivotinje,

gljive i bakterije.

Ovaj veliki broj oranizama ostvaruje sloZzene odnose sa okruzenjem, kao i brojne meduodnose
(troficke, simbiotske, parazitske, kompetitivne) koji su u velikoj meri uskladeni putem hemijskih
interakcija izmedu razli¢itih bionata. Iz ovih razloga bioloski i hemijski diverzitet u Sumskim
ekosistemima su povezani mnogobrojnim uzro¢no-posledi¢énim vezama (McChesney 1996).
Proizvodi primarnog biljnog metabolizmam, biljna biomasa, transformiSu se kroz biogeohemijske
cikluse i troficke lance koji obezbeduju kruzenje materije 1 funkcionisanje ekosisema (Lindroth
2010). Proizvodi sekundarnog biljnog metabolizma (veliki spektar hemijskih jedinjenja koja se ne
koriste za produkciju biomase i razmnozavanje biljaka) imaju mnogobrojne funkcije koje su
usmerene na regulaciju adaptivnih odgovora cenobionata na abioticke Cinoice, kao i njihove

medusobne odnose.

Smatra se da hemijska jedinjenja prirodnog porekla upravljaju mnogim, ako ne i veéinom,
interakcija koje karakteriSu Zivotnu zajednicu i funkcionisanje ekosistema (Lindroth 2010), i u

skladu sa tim shvatanjima, mnoge savremene studije bave se istraZivanjima proizvodnje
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sekundarnih metabolita od strane biljnih ¢lanova Sumskog ekositema, kao 1 distribucijom ovih
jedinjenja u biljkama i na samom Sumskom staniStu. Imajuci u vidu Sirok spektar sekundarnih
metabolita i njihovu kompleksnu ulogu u sloZzenim odnosima u Sumskom ekosistemu, hemijsko-

ekoloske i fitohemijske studije obuhvataju vise segmenata (Slika 1):

globalne
ekoloske

promene

IstraZivanja
sekundarnih
metabolita u
odnosu na:

' £ odnose e
N + (I
. zemljiste

Slika 1. Osnovni pravci istrazivanja sekundarnih metabolita u ekoloskim studijama

IstraZivanja sekundarnih metabolita u odnosu na globalne ekoloSke promene: Jedan od najvecih
ekoloskih izazova je povecanje koncentracije atmosferskog COz2, koje za posledicu ima porast
produkcije biljaka i promene u njihovom hemijskom sastavu; izmenjeni hemijski sastav biljaka
uti¢e na trofi¢ke odnose i dekompoziciju, §to povratno uti¢e na koncentraciju CO2 u atmosferi
(Pefiuelas 1 Estiarte 1998, Beedlow 1 sar. 2004, Lindroth 1 Dearing 2005). Isparljiva organska
jedinjenja koja se oslobadaju u velikim koli¢inama u nekim Sumskim ekosistemima (Cetinarskim
Sumama, Sumama topole, eukaliptusa) su prekursori u formiranju ozona (O3) u sloju trofosfere,
koji utice negativno na produkciju biljaka i na zdravlje ljudi (Fowler i sar. 1999, Lerdau i Gray
2003, Rosenstiel i sar. 2003, Laothawornkitkul i sar. 2009). Hemijsko-ekoloskim istrazivanjima u
Sumskim ekosistemima definiSe se uloga prirodnih proizvoda kao adaptivnog odgovora, ali i kao
uzro¢nika, u odnosu na globalne promene. Takode, omogucéavaju i da se predvide odgovori
ekosistema na buduce promene i donesu odgovarajuée odluke za njihovo ublazavanje i adaptivne

strategije.



Uvod

IstraZivanja sekundarnih metabolita u odnosu na abioticke cinioce: EkofizioloSki odgovor
biljaka na razli¢ite vrste abiotickog stresa je, zahvaljuju¢i primeni modernih biohemijskih i
molekularno-bioloskih tehnika, uveliko rasvetljen i sa aspekta sinteze sekundarnih metabolita u
cilju adaptiranja biljke na uslove okruzenja (Bourgaud i sar. 2001, Mati¢ i sar. 2015). Istrazivanja
su uglavnom usmerena na tri velike klase jedinjenja: fenole, terpene, steroide i alkaloide, i u
izvesnom broju slu€ajeva je i razjasnjena uloga specificnih molekula u poboljSavanju adaptivnog
odgovora, kao u slucaju suse i povecane koncentracije ozona (Lankadurai i sar. 2013). Uloga
lignina, tanina 1 drugih fenolnih jedinjenja u zastiti od UV zraenja, zagadenja zemljista, izlaganja
ozonu i teSkim metalima je intenzivno proucavana (Gershenzon 1984, Mole i sar. 1988, Bussotti i
sar. 1998, Lombardero i sar. 2000). Veliki broj isparljivih organskih jedinjenja (izopren, terpeni,
alkani, alkeni, alkoholi, estri, karbonili, kiseline) sintetiSe se u biljkama u razli¢itom sastavu i
koli¢ini, a stepen njihovih emisija unutar Sumskog eckosistema pokazuje veliku prostornu i
vremensku varijabilnost. Pokazano je da je prisustvo ovih jedinjenja jasno korelisano sa
delovanjem abiotickih faktora (temperaturom, svetlos¢u, dostupnom vodom, vetrom, ozonom)

(Loreto 1 Schnitzler 2010, Pefiuelas i1 Llusia 2001).

IstraZivanja sekundarnih metabolita u odnosu na bioticke c¢inioce (reprodukcija): Cvetovi i
plodovi Sumskih vrsta privlace organizme koji vrSe oprasivanje i rasejavanje semena zahvaljujuéi
svom mirisu, boji, ukusu, svarljivosti i/ili hranljivoj vrednosti. Za razli¢ite vrste Sumskog drveca,
karakteristi¢an je specifican miris koji poti¢e od sekundarnih metabolita smeStenih pre svega u
vegetativnim delovima (listovima 1 kori drveta). Mirisne karakteristike Sumskog drveca poticu
najvise od smese isparljivih sekundarnih metabolita, terpenoida, koja se formira pod slozenom
regulacijom genetickih, biohemijskih 1 ekoloskih faktora (Langenheim 1994). Produkcija smesSe
ovih jedinjenja ima dvostruku ekolosku ulogu: ¢esto je istovremeno usmerena i na odbijanje
herbivora (odbranu) i na privlacenje korisnih insekata, polinatora; odnosno privla¢ni kapacitet
mirisa biljke ispunjava svoju ekolosku funkciju, ali i zbunjuje ,,Stetne” organizme kojima je
potrebno vise vremena da razviju otpornost ili toleranciju na sve komponente smesSe (Bergstrom i
sar. 1991). Njihova uloga je jo§ kompleksnija time Sto privlace 1 prirodne neprijatelje herbivornih
insekata (Pichersky i Gershenzon 2002). Populaciona varijabilnost u okviru biljne vrste u odnosu
na sastav terpenoida je jedna od karakteristika ove grupe jedinjenja, i znacajno se razlikuje u okviru

geografskog areala vrste (Hall 1 Langenheim 1987), kao i tokom razliCitih vegetativnih faza biljke
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(Hall i Langenheim 1986). Hemijska jedinjenja koja imaju uticaj na stimulaciju ishrane herbivora
Specijalista su iridoidni glikozidi, kao i fenoli koji su, pored karakteristicne boje, i delimi¢no
isparljivi 1 imaju karaktristicnu aromu (Bergstrom 1 sar. 1991). U vizuelnoj atraktivnosti plodova
ucestvuju antocijanini i karotenoidi, i u manjoj meri flavonoidni glikozidi kao kopigmenti

(Macheix i sar. 1990, Cipollini 2000).

IstraZivanja sekundarnih metabolita u odnosu na bioticke Cinioce (odbrana): Generalno,
fitofagni insekti konzumiraju 2-15% primarne produkcije u umerenim listopadnim Sumama, a u
godinama prenamnozavanja (gradacije) i do 100% lisne mase moze biti konzumirano (Donaldson
1 Lindroth 2008). Hemijska odbrana biljaka u odnosu na ove bioticke Cinoice moZe biti
konstitutivna (ne zavisi od prethodnog kontakta sa herbivorom/patogenom) ili indukovana
(podrazumeva snazan i vremenski pravovremen odgovor) (Dicke i Hilker 2003). Sekundarni
metaboliti u funkciji odbrane biljke mogu delovati na viSe naina: kao deterenti-antifidanti,
toksicno, ili kao prekursori za stvaranje fizickog sistema odbrane (Bennett i Wallsgrove 1994).
Mnoge vrste herbivora i patogena, specijalizovane za odredenog domacina, ne samo §to ne
izbegavaju odbijajuce i toksi¢ne efekte sekundarnih metabolita, ve¢ ih koriste za prepoznavanje

domacina i/ili hrane.

Sinteza nekih klasa sekundarnih metabolita je indukovana infekcijom, oSteCenjem tkiva ili
herbivorijom. Kod drvenastih vrsta, kao sekundrani metaboliti odogovorni za odbranu, najvise su
izuCavani tanini i druga fenolna jedinjenja (Haukioja 2005). Poseban interes izazivaju isparljiva
organska jedinjenja (izopren, terpeni, alkani, alkeni, alkoholi, estri, karbonili, kiseline) koja ne
samo da dopinose zastiti drvec¢a od herbivornih insekata (Kesselmeier 1 Staudti 1999, Fineschi 1
Loreto 2012), ve¢ imaju i signalnu funkciju delujuéi kao induktor oslobadanja isparljivih jedinjenja

1 kod drugih ¢lanova biljne zajednice (Kessler i Baldwin 2001).

lako odbrana drvenastih vrsta od napada sisara podrazumeva sintezu osnovnih klasa sekundarnih
metabolita (smole, fenoli, tanini, alkaloidi), ona ima i neke specifi¢nosti (Bryant i sar. 1991).
Naime, pokazano je sekundarni metaboliti iz iste klase jedinjenja nemaju nuzno i sli¢an efekat na
razli¢ite vrste sisara (Clausen 1 sar. 1986), da manja/veca koncentracija sekundarnih metabolita u
biljnom tkivu nije korelisana sa manje/viSe privlatnim ukusom za potencijalne konzumente

(Reichardt i1 sar. 1990), kao i da je hemijska odbrana drvenastih vrsta efikasna tokom citavog
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vegetacionog ciklusa, iako su moguée promene u sastavu sekundarnih metabolita (Reichardt i sar.
1984), sto ide u prilog pretpostavkama da u odbrani drvenastih vrsta od sisara herbivora glavnu

ulogu imaju pojedini specifi¢ni sekundarni metaboliti (a ne klase jedinjenja).

IstraZivanja sekundarnih metabolita u odnosima biljka/zemljiste: Zemljiste se moze posmatrati
kao skup razli€itih abioti¢kih i biotickih ¢inilaca, pa stoga uloga sekundarnih metabolita u odnosu
biljka/zemljiste u Sumskom ekosistemu zauzima posebno mesto. Sastav i produktivnost Sumskog
zemljiSta se uveliko razlikuje u odnosu na staniSte, mati¢nu stenu, 1 dominantne vrste drveca koje
saCinjavaju odredenu Sumsku zajednicu (Binkley 1 Giardina 1998). Karateristike zemljiSta su
izuzetno znacajne za distribuciju vrsta u okviru Sumskog staniSta, dok u isto vreme ukupna
produktivnost Sumskog ekosistema snazno uti¢e na teksturu i kvalitet zemljiSta (Pastor i Post
1998). Fenoli su osnovna komponenta humusa i odgovorni za ve¢inu njegovih fizickohemijskih i
bioloskih osobina. Stvarajuc¢i komplekse sa nutrijentima, fenoli i humusni polimeri uti¢u na stepen
produktivnosti i promet nutirijenata u zemljiStu. Za formiranje humusa neophodna je oksidativna
aktivacija fenola, a fenolne kiseline koje nisu vezane u humusu reguliSu zemljisni kapacitet
razmene katjona (Kuiters 1990). Tanini, ¢iji udeo u drvenastim vrstama iznosi oko 40% suve
tezine, osim uloge u odbrani biljke, znacajno uti¢u na dinamiku kruzenja materije u Sumskom
ekosistemu utiCu¢i na razlaganje stelje, kruZenje nutrijenata, aktivnost mikroorganizama,
obrazovanje humusnih kiselina, pravljenje kompleksa sa metalima i pedogenezu (Kraus i sar.
2003). Zemljisni organizmi imaju veoma znacajnu ulogu u dinamici kruZenja materije u Sumskom
ekosistemu, kako u razlaganju organske materije u zemlji i stelji, tako i u vertikalnom transportu
ovih komponenti kroz zemljisne slojeve. Fenolna jedinjenja koja se oslobadaju iz vegetativnih
organa Sumskih biljaka uti¢u na sastav zajednica zemljiSnih razlagaca i na njihovu aktivnost.
Rastvorljivi polifenoli mogu da deluju stimulativno ili inhibitorno na klijanje spora i rast
saprofitnih gljiva, dok su mikorizne gljive izuzetno osetljive na njihovu koncentraciju. Takode,
uticu na rast i1 aktivnost azotno-fiksirajucih bakterija, a u visokim koncentracijama mogu znacajno
da inhibiraju aktivnost zemljisne mikrofaune, $to dodatno utice na dinamku nutrijenata, interakcije

izmedu vrsta i1 sukcesionu dinamiku u Sumskom ekosistemu (Kuiters 1990, Souto i sar. 2000).

IstraZivanja sekundarnih metabolita u prostornoj i vremenskoj distribuciji vrsta u Sumskoj

zajednici (alelopatija): Produkcija i akumulacija sekundarnih metabolita sa alelopatskim efektom
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(hemijska jedinjenja koja uticu na klijanje, rast, opstanak i reprodukciju biljaka) je prirodan proces
svojstven svim Sumskim ekosistemima Kkoji ima uticaj na razvoj i dinamiku celokupnog Sumskog
ekosistema (Blanco 2007). Sinteza specifi¢nih sekundarnih metabolita alelopatskog karaktera u
Sumskim zajednicama razmatra se sa aspekta odgovora Sumskih vrsta na razli¢ite vrste stresa
(Chou 1986), na invaziju drugih vrsta na stanistu (Callaway 2002) i kao deo procesa sukcesije
(Mallik 2003). Preko sto vrsta Sumskog drveca sintetiSe razliCite sekundarne metabolite sa
alelopatskim efektom koji deluju na susedne biljke preko biljnih organa ili stelje (Coder 1999).
Pored dokaza da alelohemikalije deluju na rast i razvice individue, kao i na populacije u okviru
biljnih zajednica, koncept aleleopatije se uglavnom odnosi na procese koji se odvijaju na nivou
Citavog ekosistema, naro€ito u slucajevima gde na stani$tu dominiraju jedna ili dve vrste drveca

sa alelopatskim efektima (Wardle i sar. 1998).

IstraZivanja sekundarnih metabolita u hemotaksonomskim studijama: Fitohemijska istrazivanja
su znacajna i za izu€avanje filogenije, taksonomije i sistematike biljaka. Informacije dobijene na
osnovu hemotaksonomskih studija doprinose da se upotpuni klasifikacija biljnih vrsta na bazi
njihovih hemijskih konstitutenata (Singh 2016). Poznato je da su hemijska struktura sekundarnih
metabolita i njihovi biosintetski putevi ¢esto vrlo specificni i Karakteristi¢ni za taksonomski bliske
grupe. Sve poznate klase sekundarnih metabolita izolovanih iz vegetativnih i generativnih biljnih
organa predstavljaju vazne indikatore za utvrdivanje sistematskog polozaja odredenog biljnog
taksona, a najviSe se istrazuju fenoli, alkaloidi, terpenoidi i neproteinske aminokiseline (Smith
1976). U okviru svake klase jedinjenja beleze se velike varijacije u hemijskom diverzitetu,
distribuciji i funkciji, a princip hemotaksonomske klasifikacije se bazira na hemijskoj sli¢nosti
razli¢itih taksona (Hegnauer 1986). U okviru Sumskih ekosistema, najve¢u primenu u
hemotaksonomiji imaju isprarljiva jedinjenja (terpeni) (Otto 1 Wilde 2001), kao i razliCite vrste
fenolnih jedinjenja prisutnih u kori drveta (Rowe 2012). Istrazivanja u oblasti hemotaksonomije i
hemosistematike se sve ¢eSce baziraju na kvantifikaciji nekoliko unapred odabranih jedinjenja iz

grupe sekundarnih metabolita u cilju utvrdivanja veza izmedu razlicitih biljnih taksona.

IstraZivanja sekundarnih metabolita u populaciono-ekoloskim studijama: Prepoznavanje razlika
izmedu razlicitih populacija u okviru taksona u ekoloskim studijama ukazuje na postojanje
specifi¢nih ekotipova, koji pokazuju fenotipske razlike na morfolSkom 1/ili fizioloSkom nivou.

Postojanje razlika izmedu populacija, kao i izmedu individua u okviru populacija u ukupnom
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hemijskom sastavu, kao 1 sadrzaju sekundarnih metabolilta, ukazuje na postojanje razlicitih
hemotipova u okviru vrste (Brenes-Arguedas i Coley 2005, Schlag i McIntosh 2006). U ekologiji,
ovakva ispitivanja su od narocCitog znacaja, posebno kod vrsta sa Sirokim arealom rasprostranjenja,
¢ije su populacije adaptirane na zivotne uslove u razli¢itim stanistima. Populacije Sumskih vrsta
su kontinuirano izlozene kompleksu manje ili vise promenljivih sredinskih faktora na stanistu, i
kojima se one prilagodavaju brojnim morfoloskim, anatomskim, biohemijskim i molekularnim

adaptacijama.

Biosinteza sekundarnih metabolita u prvom redu zavisi od primarnog biljnog metabolizma,
odnosno fotosinteze, tako da razlike u sastavu razlicitih hemijskih jedinjenja izmedu populacija
mogu da ukazu na izvesne restrikcije u primarnoj produkciji biljka u pojedinim mikrostaniStima.
Ove razlike se mogu povezati sa preovladuju¢im specifi¢nim sredinskim uslovima ili mogu imati

geneticku osnovu (Said 1 sar. 2011).

Pojedini sekundarni metaboliti su odavno prepoznati kao hemotaksonomski markeri, na nivou
roda, vrste, populacije, ekotipa, varijeteta, pod-vrste, forme, kultivara, genotipa, klona (Nikoli¢ i
sar. 2012). U izu€avanju inter- i intra- populacionih fitohemijskih diferencijacija kod Sumskih
drvenastih vrsta najceSc¢e se ispituju etarska ulja, pri ¢emu se uglavnom vrsi uporedna analiza
sadrzaja i distribucije terpena i alkana (Filipowicz i sar. 2009, Said i sar. 2011, Back i sar. 2012),
dok se flavonoidi viSe koriste za utvrdvanje razlika izmedu vrsta i kod nizih taksonomskih
kategorija (pod-vrste, varijeteti, forme) (Nikoli¢ i sar. 2012). U ovim ispitivanjima, pored razlika
u kvalitativnom sastavu, poseban znacaj ima utvrdivanje kvantitativnih razlika. Preciznim
utvrdivanjem koli¢ina prisutnih hemijskih jedinjenja u populacijama sa razlicitih stanista i u
razli¢itim jedinkama na mikrostaniStu, dobijaju se informacije o sintezi specifi¢nih metabolita kao

odgovoru na kompleks ekoloskih faktora na staniStu (Lankadurai i sar. 2013).

IstraZivanja sekundarnih metabolita sa potencijalnim zdravstveno-pozitivnim efektima: U
skladu sa rastu¢om tendencijom istrazivanja hemijskih jedinjenja sa potencijalno korisnim
efektima za zdravlje ljudi, 1 Sumske drvenaste vrste predstavljaju objekte istrazivanja, u smislu
izolacije, karakterizacije i ispitivanja bioloSke aktivnosti sekundarnih metabolita. 1z razli¢itih
biljnih organa (vegetativnih i generativnih) mogu se izolovati etarska ulja, koja su od davnina

imala primenu u lecenju. To su kompleskne smese 20-60 hemijskih komponenti koje su prisutne
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u razli¢itim koncentracijama; obi¢no dve ili tri osnovne komponente koje su prisutne u visokoj
koncentraciji (20-70%) odreduju bioloske karakteristike etarskog ulja. Osnovne komponente
etarskih ulja su iz grupe terpena ili terpenoida, a ostale mogu biti aromati¢ni ili alifati¢ni
konstituenti obi¢no male molekulske tezine (Bakkali i sar. 2008). Ekstrakcijom iz biljnog
materijala (upotrebom rastvaraca razli¢ite polarnosti) dobijaju se ekstrakti koji sadrze fenolna
jedinjenja, karboksi i masne kiseline, sumporna jedinjenja (Starmans i Nijhuis 1996, Harborne
1998). Dostupan je veliki broj in vitro i in vivo studija u kojima su prezentovani rezultati bioloske
aktivnosti ovih jedinjenja (etarskih ulja, ekstrkata i pojedina¢nih hemijskih jedinjenja) kod velikog

broja nizih i viSih organizama, ukljucujuci i Coveka.

1.2. Hemijsko-ekoloSka i fitohemijska istrazivanja Sumske flore u Srbiji

Prirodne populacije drveca i Zbunastih vrsta na Sumskim staniStima u Srbiji istraZivane su u cilju
hemijske karakterizacije etarskih ulja 1 utvrdivanja hemijskog diverziteta, kao i populacione
varijabilnosti. U cilju hemotaksonomske karakterizacije, analiziran je sastav etarskog ulja, terpena
I n-alkana u prirodnim populacijama crnog bora u oblasti Mediterana sa Sire teritorije Srbije
(Bojovié i sar. 2005, Bojovié i sar. 2012, Sarac i sar. 2013), kao i sastav etarskog ulja planinskog
bora iz Julijskih Alpa (Bojovi¢ i sar. 2016). Populaciona varijabilnost vrsta Picea omorika, Pinus
heldreichii i Pinus peuce je ispitivana na osnovu sastava etarskog ulja izolovanog iz ¢etina, terpena
I n-alkana u prirodnim populacijama ovih vrsta sa teritorije Srbije (Bojovi¢ i sar. 2011, Nikoli¢ i
sar. 2007, Nikoli¢ i sar. 2008, Nikoli¢ i sar. 2011, Nikoli¢ i sar. 2013a, Nikoli¢ 1 sar. 2013b, Nikoli¢
i sar. 2014, Nikoli¢ i sar. 2015), kao i u vosku sa ¢etina Picea omorika (Nikoli¢ i sar. 2009).
Prirodne populacije vrsta Pinus mugo (Stevanovi¢ i sar. 2005), Pseudosuga menziesii (Tesevic i
sar. 2009) i Taxus baccata (Stefanovi¢ i sar. 2016) su fitohemijski okarakterisane na osnovu
sastava etarskog ulja. Diarilheptanoidi, izolovani iz kore drveca iz prirodnih populacija vrsta Alnus
viridis i A. glutinosa, definisani su kao pouzdani hemotaksonomski indikatori, a pokazali su
izvesne bioloske aktivnosti u kulturi ¢elija (Novakovi¢ 2014, Dini¢ i sar. 2016). Takode, dokazana
je i njihova pouzdanost kao indikatora intra- i inter- populacione varijabilnosti (Vidakovi¢ i sar.
2018). Kod drvenaste vrste Juniperus deltoids iz razliitih stanista sa teritorije Srbije i Hrvatske,

utvrdena je hemijska varijabilnost izmedu populacija i pokazano je da postoji vise hemotipova, u
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odnosu na sastav etarskog ulja i n-alkana u ¢etinama (Rajéevi¢ i sar. 2013, Rajéevi¢ i sar. 2014a,

Rajcevic i sar. 2014b, Rajcevic i sar. 2015).

U nekoliko hemijsko-ekoloskih studija, publikovani su rezultati analiza fenolnih jedinjenja u stelji
1 zemljiStu u odnosu na karakteristke sastojine omorike na Tari (Djurdjevié i sar. 2003), alelopatski
odnosi izmedu dominantnih vrsta hrastova na Avali (Djurdjevi¢ i sar. 2005), kao i efekat fenola
prisutnih na zemljistu u bukovo-lipovoj Sumi na Avali na ekofiziologiju biljaka prizemnog sloja

(Djurdjevi¢ 1 sar. 2008).

1.3. Sumske drvenaste vrste, divlji srodnici voénih vrsta

Podru¢je Balkanskog poluostrva karakteriSe se jedinstvenim biodiverzitetom i predstavlja jedan
od centara diverziteta dendroflore (Medail i Quezel 1999). U odnosu na svoju povrsinu, Srbija se
odlikuje izuzetnom floristickom raznovrsnoS¢u vaskularnih biljaka koja je, izmedu ostalog,
rezultat specificnih klimatskih, orografskih i edafskih uslova (Stevanovi¢ i sar. 1995). Medu
biljnim vrstama koje ulaze u sastav autohtonih Sumskih zajednica Srbije, po svojim specificnim
odlikama, izdvajaju se divlji srodnici vo¢aka (samoniklo Sumsko voce). Ove vrste su najcesce
cenobionti mezofilnih listopadnih Suma brdsko-planinskih regiona. Po podacima Martini¢ i
Fotiri¢-Aksi¢ (2014) na podrucju Srbije konstatovano je prisustvo 100 divljih vrsta Sumskog
samoniklog voca, svrstanih u 15 familija i 26 rodova, dok Nikoli¢ i sar. (2004) navode 122 vrste
(88 drvenastih) svrstanih u 23 familije i 38 rodova. U obe studije se isti¢e misljenje da je prostor
Srbije primarni geneticki centar za vecinu vrsta vocaka koje se danas gaje. Najveci broj vrsta je iz
rodova Rosa, Rubus, Prunus, Sorbus i Crataegus. Po zivotnoj formi ve¢ina Sumskog samoniklog

voca pripada nanofanerofitama i fanerofitama.

Samonikle vrste vo¢aka adaptirane su na ekoloske uslove u prirodnim Sumskim zajednicama i
njihovi plodovi u odnosu na plodove gajenog voca Cesto imaju vecu biolosku vrednost zahvaljujuci
specificnom hemijskom sastavu, pre svega prisustvu znacajnih koli¢ina bioaktivnih jedinjenja
(Smith 1 sar. 2000). Takode, plodovi samoniklih vo¢aka imaju zna¢ajan udeo u ishrani sitnih sisara
i rezidentnih i migratornih ptica tokom zime, pa ove biljke predstavljaju vazan deo lanca ishrane

u Sumskim ekosistemima. Jestivi plodovi samoniklih voénih vrsta mogu biti susni ili so¢ni.
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Perikarp (oplodnica) so¢nih plodova je mesnat, i to delimi¢no, kada pored mesnatog postoji i

odrveneli deo (kostica) kao kod kostunice, ili je socan u potpunosti, kao kod bobice.

Odavno je dokazano da samoniklo voce sadrzi obilje dijetetskih vlakana, vitamina, minerala 1
posebno velike koli¢ine bioloski aktivnih jedinjenja. Postoje mnogobrojni dokazi da su razli¢iti
delovi ovih biljaka bili sastavni deo svakodnevne ishrane pripadnika raznih drevnih civilizacija, a
kori¢eni su i za prevenciju i za leCenje razlic¢itih poremecaja zdravlja, kao i za spravljanje
preparata koji su se koristili u kozmetici (Etkin 2000). Izvestan broj vrsta ima plodove koji su
neukusni za konzmiranje, iako nisu toksi¢ni. Neprivlacan ukus ili teSka svarljivost ovih plodova
potice od njihovog specificnog hemijskog sastava, 1 potvrduje primarnu ekolosku ulogu
sekundarnih biljnih metabolita u odbijanju potencijalnih herbivora. Ipak, i plodovi ovih vrsta se
smatraju potencijalno jestivim (u obradenom stanju), 1 po mnogim drugim kriterijumima korisnim
za zdravlje ljudi (Etkin 2000). Mnoge, do sada nedovoljno proucavane, vo¢nim vrstama srodne
divlje vrste sa jestivim i potencijalno jestivim plodovima koje su poznate iz etnobotanickih i
etnofarmakoloskih izvora privukle su paznju istrazivaca Sirom sveta kao novi izvori prirodnih
antioksidanasa. Razli€iti pristupi (hemijski, biohemijski, ekoloSki, morfoloski, farmkoloski i
molekularni) primenjuju se u ovim istrazivanjima. Generalno, paznja istraziva¢a usmerena na
sveobuhvatno izu€avanje ve¢ dokazanih ili potencijalno lekovitih ili jestivih biljnih vrsta je u
konstantnom porastu, a u poslednje dve decenije paznju su privukle i manje izu¢avane vrste iz
prirodnih populacija i sa nezagadenih staniSta (divlje ili samonikle) (Pawlowska 1 sar. 2010,
Adamczak i sar. 2012, Mikuli¢-Petkovsek i sar. 2012, Roman i sar. 2013, Ruiz-Rodriguez i sar.
2014, Mikuli¢-Petkovsek i sar. 2016, Mudge i sar. 2016).

Zbog Siroke ekoloske valence 1 dekorativnog izgleda pojedine drvenaste samonikle vrste vo¢aka
Cesto se koriste u pejsaznoj arhitekturi za uredenje parkova i zelenih povrS§ina u urbanim
sredinama. Ove vrste imaju i znacajnu ulogu u posumljavanju goleti i smanjenju povrsina
degradiranih zemljista jer su veoma adaptivne i razvijaju dubok i razgranat korenov sistem, pa se
uspeSno vezuju za suve 1 erozivne terene. U vocarskoj proizvodnji, Sumske voéne vrste
predstavljaju pocetni materijal u selekciji i oplemenjivanju gajenih voc¢aka kako bi se poboljSala
otpornost prema patogenima, Stetoinama i nepovoljnim ekoloskim uslovima i time smanjila
primena hemijskih sredstava zaStite gajenog voca, a pojedine samonikle voéne vrste se koriste kao

generativna podloga. Mnoge samonikle vo¢ne vrste imaju medonosna i lekovita svojstva.
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Samoniklo Sumsko voce, pre svega njihovi plodovi, i danas predstavljaju jednu od najomiljenijih
1 najzastupljenijih grupa jestivih divljih biljaka lokalnog ruralnog stanovni$tva u brdskim 1
planinskim regionima Srbije u kojima, zbog specifi¢nih ekoloskih uslova, samo mali broj vocaka
gajenih u kulturi moze da opstane. Pored uloge u ishrani, sakupljanje i prodaja plodova
najpoznatijih i najcenjenijih vrsta samoniklog voca za lokalno stanovni$tvo moze da predstavlja i
znaCajan sezonski izvor prihoda, jer su za ove proizvode zainteresovane prehrambena i
farmaceutska industrija. Nasa narodna medicina sadrzi obilje tradicionalnih recepata u kojima se
listovi, cvetovi, plodovi i kora mnogih samoniklih voénih vrsta upotrebljavaju za spreavanje
nastanka (blagotvorno deluju na poboljSanje opSteg zdravstvenog stanja, kao i1 na specificna
medicinska stanja), kao 1 na ublazavanje i1 leCenje mnogih poremecaja i bolesti (imaju
antireumati¢no, antimikrobno, antiinflamatorno, antiparazitsko i sedativno dejstvo, koriste se za
lecenje opekotina i nekih koznih bolesti, snizavanje pritiska, koncentracije Secera u krvi, itd)
(Gostuski 1979). Da se ne bi narusila stabilnost Sumskih zajednica, eksploatacija pojedinih vrsta
na prirodnim staniStima regulisana je zakonom (Uredba o stavljanju pod kontrolu korisc¢enja i
prometa divlje flore i faune, Sluzbeni glasnik RS, br. 31/2005, 45/2005, 22/2007, 38/2008 i
09/2010). Znacaj zastite i o¢uvanja prirodnih populacija biljaka koje su divlji srodnici jestivih i/ili
lekovitih gajenih vrsta in situ i ex situ je prepoznat na pan-evropskom nivou, i formulisan u obliku
Evropske Strategije za o€uvanje biljaka (European Strategy for Plant Conservation) (Planta Europa
2008) i u obliku EU Strategije biodiverziteta za 2020 (European Commission 2011). Sve zemlje
Evrope i Centalne Azije su se obavezale u pogledu oCuvanja genetickog diverziteta biljnog 1

zivotnjskog fonda koji moze biti potencijalno koris¢en u ishrani ljudi.

1.4. Bioloski aktivna jedinjenja
1.4.1. Hemijska jedinjenja bioloSkog porekla

lako se hemijska jedinjenja bioloSkog porekla izucavaju veé¢ vise od jednog veka, inventar
prirodnih molekula jo§ uvek nije konacan i konstantno se prosiruje pronalazenjem novih struktura
i funkcija nepoznatih ili nedovoljno istrazenih prirodnih proizvoda (Cladry i Walsh 2004).
Hemijska karakterizacija prirodnih molekula je uvek povezana sa rasvetljavanjem bioloskih i

biohemijskih mehanizama njihove potencijalne terapeutske aktivnosti, i interes farmakoloskih
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kompanija za intenzivna istrazivanja u ovoj oblasti datira jo§ od pronalaska antibiotika. Postojanje
velikog broja razli¢itih hemijskih jedinjenja bioloskog porekla je predmet razmatranja raznih
evolucionih teorija, obzirom da koncept prirodne selekcije podrazumeva da bi cena sinteze bilo
kog organskog molekula imala svrhu jedino ukoliko se time poveéava fitnes jedinke (Firn i Jones
2003). Bioloska aktivnost prirodnih proizvoda u svetlu prirodne selekcije nije jednaka bioloskoj
aktivnosti koja se danas podrazumeva u traganju za novim farmakoloski aktivnim jedinjenjima.
Uprkos poznavanju molekularne strukture jedinjenja, njihova aktivnost u drugim bioloskim
sistemima nije predvidljiva, zbog ¢ega se ogroman broj jedinjenja intenzivno testira u in vitro i in
vivo studijama. Ipak, u velikom broju hemijskih interakcija izmedu razli¢itih vrsta u prirodi
ucestvuju jedinjenja koja nemaju biolosku aktivnost sa farmakoloskog aspekta. Postojanje
ogromnog broja razli¢itih hemijskih jedinjenja u prirodi ukazuje na beskrajan bioloski diverzitet 1
skre¢e paznju na bioticke odnose koji su uspostavljeni u prirodnim ekosistemima (Berenbaum i
Zangerl 1996). 1z evoluciono-ekoloske perspektive, organsko jedinjenje koje se moze naci kod
jednog taksona ne bi nuzno ispoljilo biolosku aktivnost u odnosu na drugi takson koji je ekoloski
udaljen (sa kojim ne deli zajednicko staniste, resurse, interakcije). Zbog toga, od ogromnog broja
testiranih prirodnih jedinjenja, tek mali procenat pokazuje biolosku aktivnost od farmakoloskog
znacaja (Firn 2003). Proizvodi prirodnog porekla koji su potvrdili svoju aktivnost u drugim
bioloskim sistemima su izolovani iz biljka, gljiva, algi, Zivotinja, mikroorganizama (Bidlack 1 sar.
2000). Fito-hemijsko ispitivanje biljaka i farmakolosko ispitivanje njihovih proizvoda je najcesce
indikovano podacima o upotrebi pojednih vrsta u tradicionalnom lecenju u razli¢itim kulturama
(Popovi€ 1 sar. 2016). Imajuci u vidu da se od ukupnog broja biljnih vrsta na Zemlji (250.000-
500.000), 50.000 vrsta koristi u medicinske svrhe (Idu 2013), a da je svega oko 5.000 vrsta
fitohemijski ispitano (Rates 2001), ocekuje se da ¢e veliko interesovanje nau¢ne javnosti u ovoj

oblasti biti nastavljeno i u budu¢im godinama.

1.4.2. Sekundarni metaboliti biljaka

Terminom “sekundarni” je jo§ 1891 godine A. Kossel nazvao metabolite koji su, za razliku od
“primarnih” - prisutnih u svakoj zivoj ¢eliji (Slika 2), prisutni samo u pojedinim biljkama i nisu
neophodni za odrzavanje osnovnog metabolizma biljaka (Edreva i sar. 2008). Njihova sinteza se
odvija fenilpropanoidnim putem (Hollman 2001), pri ¢emu se za ovu sintezu i alokaciju metabolita

troSe izvesni energetski resursi primarnog metabolizma (Stamp 2003).
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Slika 2. Povezanost primarnog i sekundarnog metabolizma biljaka

(prilagodeno iz Giada 2013)
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Sekundarni metaboliti su niskomolekularna organska jedinjenja koja se javljaju u svim zivim
bi¢ima, ali su narocito rasprostranjena u biljnom svetu. Smatra se da postoji veliki broj sekundarnih
metabolita, procenjeno je da njihov ukupan broj prevazilazi 500.000, mada je do pocetka 21. veka
tek neSto viSe od 100.000 ovih niskomolekularnih jedinjenja hemijski okarakterisano (Hadacek
2002). Veliki broj informacija o sekundarnim metabolitima moguce je na¢i u obimnoj
NAPRALERT® (Natural product alert) bazi podataka. lako sadrzi vise od 200.000 nauc¢nih i
revijalnih radova, i sami tvorci ove baze procenjuju da ona trenutno ukljucuje samo oko 20%

globalne literature o prirodnim proizvodima koja je publikovana od 2005. do danas.

Imenom sekundarni metaboliti su obuhvaéeni hemijski veoma razliciti tipovi jedinjenja, gde su
zastupljene sve glavne klase organskih jedinjenja: alifati¢na, aromati¢na, hidroaromatic¢na,
heterocikli¢na; odnosno, osnovni ugljeni¢ni skeleti sa mnostvom funkcionalnih grupa (Slika 3).
Bez obzira na njihovu veliku raznovrsnost, utvrdeno je da se oni sintetiSu od samo tri osnovna

gradivna bloka: acetata, mevalonata i Sikimata (Waterman 2005).

Sposobnost biljaka da sintetiSu sekundarne metabolite (iz primarnih metabolita - ugljenih hidrata,
masti i aminokiselina) nastala je tokom selektivne evolucije u razli¢itim rodovima biljaka kada je
postojala potreba da se ostvari odredeni ekofizioloSki odogovor (Pichersky i Gang 2000, Wink
2003). Iako jo$ uvek nisu dovoljno rasvetljeni putevi biosinteze mnogih sekundarnih metabolita
biljaka, sigurno je da su oni veoma kompleksni i visefazni, kao i da ukljucuju veliki broj enzima,
multienzimskih sistema i regulatora ovih enzima, koji su u vecini slucajeva specifi¢ni za odredeni

supstrat i reguliSu sintezu samo jednog produkta (Somerville i Somerville 1999).

Koli¢ina 1 sastav sekundarnih metabolita odraz su genetickog potencijala odredenog taksona, a
njihova sinteza, odnosno dinamika ispoljavanja, rezultat je prilagodavanja vrste specifiénim
sredinskim faktorima. Smatra se da je veliki hemijski diverzitet ovih jedinjenja nastao kao rezultat
sloZzenog visestepenog evolucionog odgovora biljaka na opasnosti od napada herbivora, odnosno
patogena. Sa druge strane, sinteza i alokacija ovih odbrambenih jedinjenja podrazumeva izvesnu
metabolicku cenu, koja je delimi¢no opravdana sigurnijom reporodukcijom jer biljka ne trpi Stetu

gubitka biomase izazvanu herbivorama ili patogenima (Theis i Lerdaui 2003).
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Slika 3. Osnovni hemijski tipovi sekundarnih metabolita

Obzirom da sekundarni metaboliti nisu neophodni za odrzavanje primarnog metabolizma biljke,
smatra se da je njihova funkcija u biljkama prevashodno ekoloska, u adaptiranju na abioticke
uslove okruzenja i u odbrani (Bennett i Wallsgrove 1994). Pored toga, ovi biljni konstituenti imaju
znacajnu ulogu u rastu (signalna funkcija, zastita od UV zracenja) i razmnozavanju biljaka
(oprasivanje, rasejavanje plodova), kao i u sloZzenim odnosima u okviru biljnih zajednica 1

ekosistema (kompeticija, parazitizam, alelopatija) (Harborne 1993).
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Mnogobrojni faktori spoljasnje sredine predstavljaju svojevrsne “stres signale” (Slika 4), odnosno
mogu da indukuju sintezu pojedinih sekundarnih metabolita. Brojna istrazivanja specifi¢nih
odgovora na pojedine faktore spoljasnje sredine su pokazala da su sekundarni metaboliti znacajni
i kao indikatori razli¢itih vrsta stresa (Akula i Ravishankar 2011, Lankadurai i sar. 2013, Mati¢ i
sar. 2015). Zbog toga su postali prepoznatljivi kao deo uobicajenih adaptivnih strategija biljaka
(napr. akumulacija antocijana prilikom narusenog odnosa Na/K, promena iz mono- U orto-hidroksi
supstituciju na B-prstenu antocijanskog aglikona u cilju poveéanja kapaciteta za “hvatanje”
slobodnih radikala, promena sinteze polifenola u uslovima vodnog stresa, emisija izoprena kao

ozonska zastita 1 prilikom toplotnog stresa, itd.) (Edreva i sar. 2008).

1.4.3. Bioloski aktivna jedinjenja sa potencijalnim pozitivnim zdravstvenim efektom —

fitohemikalije

Bioloski aktivna jedinjenja koja imaju potencijalno koristan efekat na zdravlje ljudi i ne obuhvataju
jedinjenja  koja imaju hranljivu funkciju su poznata i pod imenom fitohemikalije

(,,phytochemcals®, Liu 2013). Preko 5.000 jedinjenja sa ovim svojstvima je identifikovano u
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plodovima voca, povréu, zitaricama, leguminozama, orasastim plodovima, a smatra se da velika
vecina jo$ uvek nije izolovana (Liu 2003). Ova velika grupa jedinjenja je klasifikovana su u Sest
osnovnih grupa: fenoli, alkaloidi, azotna jedinjenja, organosumporna jedinjenja, fitosteroli i
karotenoidi (Slika 5), i uglavnom imaju ulogu prirodnih antioksidanasa (Liu 2013). Iako imaju nizi
bioaktivni potencijal u poredenju sa farmaceutskim lekovitim supstancama, zbog ¢injenice da se

svakodnevno kroz hranu unose u malim koli¢inama dugoro¢no mogu izazvati primetan fizioloski

efekat (Espin i sar. 2007).

Fitohemikalije
1
| I I : I =—f—— 1
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jedinjenja sumporna W — [
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‘ izotiocijanati sitostancl Lutein
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fenolne ; : _— - : s -
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r——— I I I [ I I
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vanilinska kis. sinapinska Kis. Jicetth gatat malvidin
siringiéna Ius : epigslokatehins
galat

Slika 5. Podela sekundarnih metabolita sa pozitivnim zdravstvenim efektima
(preuzeto iz Liu 2013)

Halliwell (1994) je definisao prirodne (bioloske) antioksidanate kao ““supstance koje su prisutne u

malim koncentracijama u odnosu na supstrat (biomolekul) koji se oksiduje i koje znacajno
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usporavaju ili sprecavaju oksidaciju tog supstrata”, dok su Shi i sar. (2001) klasifikovali ova
jedinjenja prema nivou i nac¢inu delovanja u ljudskom organizmu na: preventivne antioksidante
(sprecavaju nastanak slobodnih radikala), “skevndzer” antioksidante (imaju sposobnost da
“hvataju” slobodne radikale) i “reparacione” antioksidante (deluju posebnim mehanizmima,
obnavljuju¢i ili uklanjaju¢i oste¢ene vitalne biomolekule koji nastaju u uslovima oksidativnog
stresa). Imajuci u vidu veoma raznovrsnu strukturu prirodnih antioksidanata, mehanizmi kojima
oni ostvaruju aktivnost u sistemu antioksidantne zastite se razlikuju. Prema mestu nastajanja
antioksidanti znacajni za ljudski organizam dele se na: endogene (koji nastaju u ljudskom
organizmu) i egzogene (koji se unose putem hrane ili lekova). Fenolna jedinjenja su jedna od
najvaznijih grupa prirodnih egzogenih antioksidanata, a aktivnost i bioloska dostupnost ovih

jedinjenja su uslovljeni njihovim strukturnim karakteristikama.

1.4.4. Fenolna jedinjenja

Fenolna jedinjenja su supstance koje poseduju aromaticni prsten za koji je vezana jedna ili vise
hidroksilnih grupa. S obzirom na veliku raznovrstnost fenola prisutnih u biljkama, u savremenoj
literaturi postoje razlicite klasifikacije, pri cemu se vecina od njih zasniva na hemijskoj strukturi,
bioloskoj funkiciji 1 biosintetskom poreklu ovih jedinjenja. Podela fenola na osnovu njihovog
osnovnog skeleta obuhvata sledece klase: Cs (jednostavni fenoli, benzohinoni), Ce-C1 (fenolne
kiseline), Ce-C2 (fenilsiréetne kiseline), Ce-Cs (hidroksicinamicne kiseline, kumarini, fenilpropani,
hormoni), Ce-Cs (naftohinoni), Cs-C1-Cs (ksantoni), Ce-C2-Cs (stilbeni, antrahinoni) Cs-C3-Cs
(flavonoidi, isoflavonoidi, neoflavonoidi), (Cs-Cs-Cs)23 (bi-, triflavonoidi), (Cs-Cs)2 (lignani),
(Cé)n (katehol melanini) i (Cs-C3-Cs)n (kondenzovani tanini) (Lattanzio 2013).

Polifenoli su najrasprostranjenija klasa sekundarnih metabolita u prirodi, i njihova zastupljenost u
biljnom svetu je gotovo univerzalna (Tsao 2010). Poznato je vise od 8.000 fenolnih jedinjenja,
koja se po svojoj strukturi veoma razlikuju. Procenjuje se da se oko 20% ugljenika vezanog u
fotosintezi preusmerava u fenilpropanoidni biosintetski put (ciklus Sikimske kiseline ili acetatno-
malonatni ciklus) i da se na taj nacin sintetise velika vecina prirodnih fenolnih jedinjenja (Metcalf

1987, Ralston i sar. 2005). U ovu brojnu grupu se ubrajaju i fenolne kiseline, iako sustinski nisu
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polifenolna ve¢ monofenolna jedinjenja, one se zbog mnogih svojih osobina i karakteristika

smatraju ,,funkcionalnim polifenolima* (Dixon 2004).

Fenolna jedinjenja u bioloskim sistemima ispoljavaju antioksidativnu aktivnost, tako Sto reaguju
sa slobodnim radikalima brze nego supstrat. Znajuc¢i da su slobodni radikali izrazito reaktivni u
odnosu na brojne organske molekule, lipide, masti i proteine, ozna¢eni su kao izazivaci brojnih
degenerativnih bolesti. Generalno, postoje dva nacina oksidacije u kojima antioksidansi mogu
imati preventivnu ulogu u reakciji sa slobodnim radikalima: transferom vodnonikovog atoma ili
transferom elektrona (Wright 1 sar. 2001). Zahvaljujuéi izrazitoj antioksidativnoj sposobnosti,
fenolna jedinjenja imaju sposobnost da direktno vezuju (,,hvataju*) slobodne kiseonikove i azotne
radikale (Kancheva 2009), heliraju peroksidativne metalne jone (Michalak 2006), aktiviraju
antioksidacijske enzime (Lii 1 sar. 2010) 1 inhibiraju peroksidacijske enzime (Krylov i Dunford
1996).

Fenolna jedinjenja se sintetiSu u hloroplastima i citoplazmi biljne ¢elije (Kefeli i Kalefitch 2002).
Fenole kiseline se sintetiSu putem biosinteze Sikiminske kiseline, dok je biosinteza kompleksnih
polifenola, flavonoida, povezana sa primarnim metabolizmom preko plastidnih i mitohondrijalnih
intermedijera (Slika 6) (Tsao 2010, Jacobo-Velazquez i Cisneros-Zevallos 2012). Nakon sinteze
na citoplazmati¢noj povrsini endoplazmati¢nog retikuluma, fenolna jedinjenja se trasportuju do
vakuola (Kitamura 2006). Biosinteza i akumulacija polifenolnih jedinjenja se kontrolise,
endogeno, tokom rasta biljke (Macheix i sar. 1990), ili se reguliSe egzogenim faktorima kao §to su
svetlost, temperatura, razli¢ita oSte€enja i drugi stresni sredinski faktori (Dixon i Paiva 1995).
Pokazano je da je biosinteza fenil-karboksilnih kiselina i flavonoida stimulisana nakon izlaganja
hloroplasta svetlosti, dok metabolcki inhibitori fotosinteze (simazin, diruol, hloramfenikol)
negativno uticu i na sintezu flavonoida (Kefeli i Kalefitch 2002). Svetlost je pocetni inicijator
sinteze fenolnih jedinjenja, a takode i indukuje sintezu flavonoida iz prekursora (kalhoni i

fenolkarbonske kiseline) u hloroplastima i citoplazmi.
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Slika 6. Celija: metaboli¢ki mehanizam biljaka koji se koristi za biosintezu fenola
(prilagodeno iz Tsao 2010, Jacobo-Veldzquez i Cisneros-Zevallos 2012)

Osim stimulacije, inhibicije i regulacije biosinteticCkog mehanizma, za razumevanje ekoloske uloge
fenolnih jedinjenja je vazno utvrditi njihovu lokalizaciju i1 funkciju u pojedinim biljnim organima
i tkivima (Hutzler i sar. 1998). Pokazano je da se fenolna jedinjenja i enzimi ukljuéeni u njihovu
biosintezu najvise akumuliraju u centralnoj vakuoli i ¢elijama pomoc¢nicama, u epidermalnim i
subepidermalnim ¢elijama listova (Moskowitz i Hrazdinal1981, Weissenbock i sar. 1986, Schnabl
i sar. 1989) i izdanaka (Ozimina 1979). Neka jedinjenja se kovaletno vezuju u ¢elijskim zidovima
(Strack 1 sar. 1988, Schnitzler i1 sar. 1996), dok su neka vezana u voskovima ili na spoljasnjoj
povrsini biljnih organa (Schmutz i sar. 1994). Znacajna akumulacija fenolnih jedinjenja u
spoljasnjim izrastajima epidermisa, kao Sto su trihome, potvrduje njihovu UV-zastitnu (Rozema 1
sar. 1997) i antiherbivornu funkciju (Close i McArthur 2002). Polifenolna jedinjenja se
akumuliraju i u ¢elijskim zidovima na povr$ini ploda (Guern i sar. 1987, Monties 1989), a stepen

njihove akumulacije varira zavisno od izlozenosti biljke svetlosti (Wollenweber 1994) i od njenog
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fizioloSkog stanja (Macheix i sar. 1990). Ova jedinjenja su od velike vaznosti za biljku jer ¢ine
integralni deo strukture celijskog zida (kao polimeri), grade¢i mehnicku barijeru u odbrani od
mikroorganizama i znacajni su za organolepticke osobine i pozitivne zdravstvene efekte plodova,

dok neka polifenolna jedinjenja imaju ulogu biljnih pigmenata.

Fenolna jedinjenja se nalaze i u hloroplastima, gde se takode moze odvijati i njihova sinteza
(Pollastri i Tattini 2011, Hernandez i sar. 2009). U hloroplastima, tokom obavljanja reakcija u
svetlosnoj fazi fotosinteze, flavonoidi imaju funkciju u elektronskom transportu i fotofosforilaciji,
a postoji pretpostavka da fenoli imaju i izvesnu ulogu u samoj akumulaciji svetlosne energije
(Kefeli i Kalefitch 2002). Flavonoidi u hloroplastima sprecavaju da slobodni kiseonik (102)
napusti hloroplast, 1 odrZzavaju integritet membrane remodeliraju¢i lipidni sloj tokom celijske
dehidracije (Moellering i sar. 2010, Inoue 2011). Pored toga imaju ulogu supstrata (polifenoli i
njihovi produkti se koriste u razli¢itim biosintetskim putevima), energetskog izvora (transport
elektrona i protona, razmenu jona i membranskog potencijala, obrazovanje radikala) i regulatora

(ucestvuju u enzimskim reakcijama kao inhibitori ili aktivatori) (Kefeli i Kalefitch 2002).

Dokazano je da se uslovima stresa (prekomerno UV zracenje, oStecenje tkiva, infekcija) u biljkama
indukuje sinteza polifenolnih jedinjenja (Dixon i Paiva 1995). Fenolna jedinjenja koja se
akumuliraju pre napada mikroorganizama se javljaju u formi toksina, a postinfekcijska polifenolna
jedinjenja u formi fitoaleksina. Medu polifenolnim toksinima i fitoaleksinima najvaznije su

hidroksikumarini, derivati hidroksicimentne kiseline i flavonoli (Starck 1997).

Fenolna jedinjenja su vazna i za kvalitet hrane biljnog porekla: daju karakteristicnu boju i ukus
svezem vocu, sokovima i vinu. Konzumacija biljnih plodova sa velikim sadrzajem fenola dopinosi
zdravlju ukoliko se oni konzumiraju u svezem stanju, dok se prilikom obrade i skladiStenja fenoli

delimi¢no konvertuju u nove i nedovoljno poznate derivate (Cheynier 2012).

Istrazivanja sadrzaja fenolnih jedinjenja u svezim biljnim plodovima, kao i bioloske aktivnosti
ekstrakata dobijenih iz svezih plodova su aktuelna tokom niza godina (Li i sar. 2016). Mnoge vrste
gajenog voca koje su sastavni deo svakodnevne ishrane su fitohemijski ispitane sa ovog aspekta, i
prisustvo 1 koli¢ina pojedinih fenolnih jedinjenja u njihovim jestivim plodovima su poznati.
Znacajno manje podataka je dostupno za divlje srodnike voénih vrsta koje rastu na prirodnim

staniStima, a do sada uradene studije dokazuju da pojedine retko proucavane, samonikle vrste sa
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jestivim plodovima, narocito one sa prirodnih, nezagadenih staniSta sadrze vece koncentracije
prirodnih antioksidanata u odnosu na gajene vrste (Pawlowska i sar. 2010, Adamczak i sar. 2012,
Mikuli¢-Petkovsek i sar. 2012, Roman i sar. 2013, Ruiz-Rodriguez i sar. 2014, Mikuli¢-Petkovsek
i sar. 2016).

1.4.4.1. Fenolne kiseline

Fenolne kiseline su $iroko rasporstanjeni sekundarni biljni metaboliti koji doprinose jedinstvenom
ukusu i boji povréa i voca (Tomas-Barberan i Espin 2001) i ispoljavaju brojne bioloske aktivnosti
(Dai i Mumper 2010). Njihova sinteza u biljkama se odvija kao odgovor na faktore okruzenja
(svetlost, niske temperature, zagadenje, 1 sl.) 1 u cilju obnavljanja oSte¢enih delova biljnog tkiva

(Kefeli i sar. 2003).

Fenolne kiseline koje su zastupljene u biljnom svetu se sastoje od fenolnog jezgra i bo¢nog niza
koji sadrzi jedan (derivati benzoeve kiseline) ili tri (derivati cimetne kiseline) ugljenikova atoma.

Fenolne kiseline obuhvataju hidroksi i druge funkcionalne derivate benzoeve i cimetne kiseline.

Derivati hidroksibenzoeve kiseline nastaju hidroksilovanjem ili metilovanjem aromati¢nog jezgra,
i najces¢e se u biljkama javljaju, slobodne ili vezane za celijski zid, p-hidroksibenzoeva,
vanilinska, siringinska i protokatehinska kiselina. Derivati hidroksicimetne kiseline imaju Cs-Cs
strukturu, i najzastupljeniji su p-kumarinska, kafena, ferulna i sinapinska kiselina. Prisutne su u
razli¢itim konjugovanim formama, kao estri hidroksi kiselina kao $to su hinska, Sikimska i vinska
kiselina, kao i njihovi glikozidi. U prirodnom obliku se mogu na¢i i u formi glikozida ili estara sa
drugim jedinjenjima, sterolima, alkoholima, glukozidima i hidroksi masnim kiselinama (Macheix
i sar. 1990, Shahidi i sar. 1996).

Fenolne kiseline ispoljavaju antioksidativnu aktivnost u reakciji otpustanja vodonikovog atoma i
reakcijama ,hvatanja“ slobodnih radikala, a njihova efiksanost je u vezi sa brojem i pozicijom
hidroksilnih grupa u molekulu. Antioksidativna aktivnost fenolnih kiselina (monofenola) se
znacajno povecava ukoliko je prisutna jos jedna hidroksilna grupa na orto- ili para- poziciji, kao i
prisustvom jedne ili dve metoksi substitucije na orto-poziciji u odnosu na hidroksilnu grupu
(Cuvelier i sar. 1992, Fukumoto i Mazza 2000, Dewick 2002).
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Derivati hidroksicimetne kiseline su efikasniji antioksidanti od derivata hidroksibenzoeve kiseline

zbog prisustva dvostruke veze koja ucestvuje u stabilizaciji nastalog aroksil radikala rezonancijom

(Pereira i sar. 2009).

Prekursori za sintezu cinami¢nih kiselina su L-fenilalanin i L-tirozin (Ce-C3 gradivni blokovi), i u
prvom koraku biosintetskog puta se vr$i deaminacija sa bo¢nog lanca pri ¢emu se dobija
odgovarajuca trans-cinamic¢na kiselina. U slu¢aju fenilalanina, dobija se cinami¢na kiselina, a u
slu¢aju tirozina dobija se 4-kumarinska kiselina (p-kumarinska). Sve biljke imaju sposobnost
deaminacije fenilalanina pomocu enzima fenilalanin amonijum liaze, ali nemaju 1 sposobnost
transformacije tirozina koja je uglavnom karakteristi¢na za pripadnike familije Poaceae. Jedna od
najrasprostranjenijih cinamicnih kiselina je kafena kiselina (njen sadrzaj u ve¢ini vo¢nih plodova
jeizmedu 75% 1 100% od ukupne koli¢ine hidroksicinaménih kiselina) (Manach i sar. 2004). Javlja
se slobodna, ali ¢es¢e u obliku estara sa hinskom kiselinom (hlorogena kiselina, ili 5-O-
kafeoilhinska kiselina) (Croft 1998). Hlorogena kiselina se moze nac¢i u velikom broju vo¢nih
plodova (borovnice, kivi, §ljive, treSnje, jabuke) 1 u kafi (Clifford 1999). Nalazi se u svim delovima
ploda, sa najve¢om koncentracijom u egzokarpu (Manach i sar. 2004). Sinteza hlorogene kiseline
u biljci je indukovana stresom, odnosno oSte¢enjem biljnog tkiva, i ona ima odbrambenu ulogu u
odnosu na mogu¢i napad mikroorganizama (gljiva) ili ulogu prekursora za sintezu lignina i drugih

polifenolnih barijera (Hahlbrock i Schee 1989, Bernards i Lewis 1992).

Kafeoilhinske kiseline, hlorogena i neohlorogena (Slika 7a, b), poseduju visok anti-oksidativni
kapacitet (Kayano i sar. 2002), deluju¢i na heliranje metalnih jona, inhibiraju¢i oksidaciju lipida i
peroksidativne enzime i eliminiSu¢i slobodne radikale (Kim i sar. 2003). Zahvaljujué¢i ovim
osobinama, neohlorogena 1 hlorogena kiselina Stite niskomolekularni lipoprotein (LDL) od
oksidacije u visokom procentu (86-97%), i time deluju preventivno na nastajanje mnogih
degenerativnih bolesti (Fang i sar. 2002).
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Slika 7a. Hemijska struktura hlorogene kiseline (3-O-kafeoilhinska kiselina, C16H1800)
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Slika 7b. Hemijska struktura neohlorogene kiseline (5-O-kafeoilhinska kiselina, C16H1s0y)

1.4.4.2. Flavonoidi

Flavonoidi predstavljaju najprisutniju grupu prirodnih polifenola (Cohen i Kennedy 2010, Van
Dorsten i sar. 2010), sa vise od 10.000 identifikovanih jedinjenja u vo¢u, povrcu i biljnim napicima
(¢ajevima, vinu) (Coté i sar. 2010, Beecher 2003). Imaju osnovnu hemijsku difenilpropansku
strukturu (Ce-C3-Cs) koja se temelji se na flavonoidnom jezgru sastavljenom od tri fenolna prstena.
Benzenski prsten A kondenzovan je sa tro¢lanim alifatiénim nizom koji zajedno sa kiseonikom
gradi Sesto€lani prsten C, a na poziciji 2 prstena C nalazi se benzenski prsten B. Ovakva osnovna
struktura omogucava mnogobrojne modifikacije: hidroksilacije, O-metilacije hidroksilnih grupa,
dimerizacije, vezivanje neorganskog sulfata, glikolizacije hidroksilnih grupa (nastajanje O-
glikozida) ili flavonoidnog jezgra (nastajanje C-glikozida) (Harborne i Baxter 1999, Quideau i sar.
2011).

Flavonoidi su podeljeni na vise podgrupa: flavani, flavanoni, flavoni, dihiroflavanoli, flavanoli,

flavan-3-oli, flavan-4-oli, flavan-3,4-dioli, peltoginoidi, dihidrohalkoni, halkoni, auroni i
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antocijanini (Slika 8) (Lattanzio 2013). Neke biljne vrste sintetiSu specijalne oblike flavnoida,
izoflavonoide, koji se naj€esce nalaze u leguminozama (Winkel-Shiley 2001). Flavanoli su najSire
rasporstranjena grupa flavonoida u biljkama, a najcesci flavonoli prisutni u hrani su kvercetin i
kampferol (Beecher 2003, Xiao i sar. 2013).

FLAVONOIDI (osnovne podklase)

flavani flavanoni flavoni dihiroflavanoli

OH OH
HO o O o O HO ' o O
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Slika 8. Osnovne podklase flavonoida koji su prisutni u vi§im biljkama
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U biljnom svetu flavonoidi su univerzalno zastupljeni, sintetiSu se u svim organima visih biljka, a
njihovo prisustvo je utvrdeno i kod nekih nizih organizmima. Uloga flavonoida u pigmentaciji i
odbrani biljaka je dokazana; medutim, njihove ostale funkcije jo§ nisu u potpunosti objasnjene,
iako su utvrdena njihova svojstva kao antioksidanata, inhibitora enzima, fotosenzibilizatora 1
prenosioca energije, respiratora u biosintezama (Winkel-Shirley 2002). Sa ekoloske i evolucione
tacke gledista, crvena boja plodova, koja je najces¢a u biljnom svetu, predstavlja adaptivnu
karakteristiku koja podstice frugivoriju ptica zbog upadljivosti ploda (ujedno ukazuje i na njihovu
zrelost); a istovremeno ova adaptacija ima i zastitnu funkciju, posto su ovakvi plodovi neupadljivi
za druge frugivorne organizme koji nisu adekvatni rasejavaci semena (kao na pr. za insekte koji
nisu osetljivi na talasne duZine iz crvenog dela spektra ili sitne ki¢menjake koji ih prepoznaju kao
opasne) (Wilson i Whelan 1990). Ekolosko-fizioloska funkcija flavonoida je regulatorna i signalna
u interakcijama izmedu biljaka i mikroorganizama, takode imaju izuzetno vaznu ulogu u odbrani
kao antimikrobni agensi i odbijaci herbivora, kao i u UV zastiti (Stafford 1990). Brojne studije
potvrduju da flavonoidi uneti hranom ispoljavaju odredene bioloske aktivnosti i da mogu imati
pozitivan zdravstveni efekat na tretirane zivotinje. Metabolizam flavonoida podrazumeva prvo
biolosku transformaciju u crevu pod delovanjem crevne mikroflore, dok se drugi korak

transformacije odigrava u jetri (Kagawa i sar. 2004).

Farmakoloska svojstva flavonoida se istrazuju u velikom obimu, obzirom da je dokazano da
ispoljavaju anti-inflamatornu, antimikrobnu, antifugalnu, estrogenu, enzim-inhibitornu, hipo-
glikemijsku, antialergijsku, analgetsku, kardiotoni¢nu, spazmoliticku, antiulkusnu, vaskularnu i
citotoksi¢nu antitumorsku aktivnost (Hollman i Katan 1999, Cushnie i Lamb 2005). Ipak,
najpoznatija je njihova antioksidativna aktivnost, koja je i najviSe izuavana sa aspekta
farmakoloske primene i zasniva se na mehanizmima otpustanja vodonika, ,.hvatanja“ radikala 1
helatizaciji metala. Smatra se da je upravo njihova antioksidativna aktivnost odgovorna i za sve
druge bioloske aktivnosti koje ispoljavaju, a u kojima je prevencija oksidativnog stresa jedan od

bitnih preduslova (Aron i Kennedy 2008).

Od svih klasa flavonoida, najzastupljeniji u biljnom svetu su flavonoli. Glavni predstavnici ove

grupe su kvercetin i kampferol, koji se u visokim koncentracijama nalaze u luku, kelju, praziluku,
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brokoliju i borovnicama, kao i u crvenom vinu (Manach i sar. 2004). Ova jedinjenja su uglavnom
prisutna u glikozilovanoj formi, a vezani Secer je naj¢esc¢e glukoza ili ramnoza, mada to mogu biti
1 drugi Seceri (galaktoza, arabinoza, ksiloza, glukuronska kiselina). Plodovi najcesc¢e sadrze 5-10
razli¢itih flavonol glikozda koji se akumuliraju na spoljasnjoj strani biljnih organa (ploda) jer je
njihova sinteza stimulisana pod uticajem svetlosti (Macheix i sar. 1990, Price 1 sar. 1995), a slicno
je 1 kod zelenih listova povréa gde je spoljasnje liS¢e bogatije flavonolima u odnosu na unutrasnje

(Herman 1976).

Kvercetin (3,3',4',5,7-pentahidroxiflavon) (Slika 9), spada u najzastupljenije biljne flavonoide.
Nalazi se u velikom broju biljaka (povréu, vocu, zaCinima, ¢ajevima, vinu) i jedan je od najcesce
izuCavanih flavonoida (Manach i1 sar. 2004). Prirodno se javlja u obliku brojnih glikozida,
konjugovan sa Secerima (glukoza, galaktoza, ramnoza); preovladuju¢a forma je kvercetin
konjugovan sa jednim ili dva molekula glukoze — izokvercetin, i kvercetin konjugovan sa
rutinozom — rutin. Razli¢ite forme kvercetina ¢ine 60%-75% od ukupne koli¢ine flavonoida koji
se unosi ishranom (Justesen i sar. 1998). Koli¢ina kvercetina kod gajenih biljaka zavisi od
primenjenih uslova gajenja (Cassidy 1 sar. 2000), kao 1 od izloZenosti suncevoj svetlosti (Price 1

sar. 1995).

Medu polifenolima, kvercetin je jedan od najmo¢nijih antioksidanata, $to je dokazano u brojnim
in vitro (Bors i sar. 1990) i in vivo studijama (Prior 2003). Njegova efikasnost se ispoljava u
,hvatanju“ slobodnih radikala (Rice-Evans i sar. 1995) i inhibiciji oksidacije lipida (Cook i
Samman 1996).
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Kvercetin-3-O-glukuronid
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Slika 9. Molekulska struktura kvercetin aglikona i pet njegovih glikozida
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1.5. Opste karakteristike ispitivanih vrsta
1.5.1. Rosa canina L. (familija: Rosaceae)

Prema podacima iz baze The Plant List (2013) ova vrsta ima 105 sinonima.

Narodni nazivi: divlja ruza, Sipak, divlji Sipak, Sipurak, Sipurkovina, Sipurika, Sipurina, Sip, pasja

ruza

Slika 10. Izgled biljke Rosa canina (foto: J. Baji¢-Ljubicic)

Morfoloske i fenoloske karakteristike: Sipurak je listopadni grm ¢&ija stabla dostizu visinu 1-3 m.
To je pentaploidna vrsta i karakteriSe se izuzetno velikom varijabilnos¢u mnogih morfoloskih
karaktera (Koobaz i sar. 2009). Grane su joj tanke i naj¢esce lu¢no povijene (Slika 10). Po kori
stabala i grana su rasporedene jake, srpasto povijene bodlje. Listovi su dugi, naizmeni¢no i neparno
perasti, sastavljeni od 7-9 listia elipticnog oblika. Moze da se reprodukuje vegetativno,
aseksualno 1 seksualno, pri ¢emu relativni uspeh reprodukcije zavisi od razliitih spoljasnjih 1
unutras$njih faktora. Cvetovi su dvopolni i otvoreni §to omogucéava laksi pristup insektima

polinatorima (Slika 11a). Casi¢ni listi¢i su sa donje strane dlakavi, a sa gornje najée$ée goli. Posle
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cvetanja oni se povijaju, pripajaju uz plod i rano opadaju. Kruni¢ni listic¢i su krupni, bledoruzicaste
boje, kraci od c¢asi¢nih. Cveta krajem maja i1 tokom juna, a plodovi mu sazrevaju u septembru i
oktobru. Plod je zbirna orasica duzine 1-2 cm, ovalnog, rede okruglastog oblika, izrazito crvene
boje (Slika 11b) (Vukiéevi¢ 1972). Prose¢na tezina ploda krec¢e se od 1,3 do 4,58 g (Ercisli i
Esitken 2004).

Slika 11a. Cvet vrste R. canina Slika 11b. Plod vrste R. canina
(fotografije preuzete sa https://easywildflowers.files.wordpress.com)

Ekoloske karakteristike: Sipurak je najrasprostranjenija vrsta iz roda Rosa. Sreée se u nizijskom,
brdskom i planinskom regionu, stanovnik je i svetlih liS¢arskih i ¢etinarskih Suma do nadmorske
visine od 1200 m. Nastanjuje i Sumske proplanke, ¢esta je po ivicama Suma, kao i u Sikarama. Vrlo
je adaptivna prema razli¢itim geoloskim podlogama (silikatnim kre¢njackim stenama,
serpentinskim stenama, peS¢arama i dr.) i razliCitim tipovima zemljiSta (rendzinama, smede

kiselim zemljiStima, opodzoljenim zemjliStima, gajnjaci, Cernozemu, itd) (Mratini¢ i Koji¢ 1998).

Rasprostranjenje: Autohtono rasprostranjenje obuhvata veliki deo Evrope, severo-zapadnu Afriku
(Alzir, Moroko i Tunis) i zapadnu Aziju (Slika 12a). Ova vrsta je introdukovana u Severnu
Ameriku (u manjem stepenu i u Juznu Ameriku), kao i u Australiju (Jiirgens i sar. 2007) (Slika
12h).
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Slika 12. Distribucija vrste R. canina prema: a) Euro+Med PlantBase
b) Global Biodiversity Information Facility

.....

Fraxinetum serbicum mixtum B. Jovanovi¢ 1951, Quercetum frainetto-cerris Rudski (1940) 1949,
Quercetum montanum (B. Jovanovic 1948) Cernjavski et B. Jovanovi¢ 1953 i Pinetum nigrae-
silvestris Z. Pavlovi¢ 1951 (Mratini¢ i Koji¢ 1998).

1.5.2. Crataegus monogyna Jacq. (familija: Rosaceae)

Prema podacima iz baze The Plant List (2013) ova vrsta ima 100 sinonima.

Narodni nazivi: beli glog, glog, jednokosticavi glog, beli trn, bela draca

Morfoloske i fenoloske karakteristike: Beli glog je zZbun ili nisko drvo koje dostize visinu od 5- 10
m sa gustom kro$njom (Slika 13). Drvo gloga ima glatku koru, a na granama se nalazi trnje duzine
5-15 mm. Listovi su polimorfni, duZine 2-4 cm, Siroko jajastog, rombicno-jajastog ili rombicno-
objajastog oblika, useceni na 3-5 delova. Fenotipske razlike u odnosu na oblik i veli¢inu lis¢a
uslovljene su pre svega klimatsko-edafskim faktorima. Cvetovi su dvopolni skupljeni u Stitastu
cvast (Slika 14a). Broj cvetova u cvasti se kre¢e od 4-23 (sa porastom nadmorske visine raste i
broj cvetova u cvasti). Krunicni listi¢i su bele, a brojni prasnici svetlocrvene boje. Cveta od

polovine maja do polovine juna. Plodovi sazrevaju u drugoj polovini
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Slika 13. Izgled biljke Crataegus monogyna (foto: J. Baji¢-Ljubicic)

septembra. Plod je sinkarpna kos$tunica, $iroko jajastog oblika, crvene boje, na ¢ijem se vrhu nalaze
povijeni ¢asi¢ni listi¢i (Slika 14b) (Jovanovi¢ 1972). Prosecna tezina ploda krece se od 2,38 do

3,79 g (Koyuncu i sar. 2007).

Slika 14a. Cvet vrste C. monogyna
Slika 14b. Plod vrste C. monogyna
(fotografije preuzete sa www.english-country-garden.com)

Ekoloske karakteristike: U poredenju sa drugim vrstama roda Crataegus, beli glog se karakterise

najs$irom ekoloskom amplitudom. Srec¢e se na nadmorskim visinama od 100 do 1500 m. Najcesce
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raste po suvljim hrastovim i bukovim sumama, ¢esto u Sikarama, kao i uz ograde i zivice. Najveéu
brojnost ostvaruje u zoni listopadnih Suma na nadmorskim visinama od 900 do 1200 m. Vrlo je
adaptivna prema razli¢itim geoloskim podlogama i razli¢itim tipovima zemljiSta (Mratini¢ i Koji¢

1998).

Rasprostranjenje: Autohtono rasprostranjenje vrste obuhvata veliki deo Evrope, jugo-zapadnu
Aziju i severo-zapadnu Afriku (Slika 15a). Ova vrsta je introdukovana u Severnu Ameriku i
Australiju i Novi Zeland (Lang 1987) (Slika 15b).

Slika 15. Distribucija vrste C. monogyna prema: a) Euro+Med PlantBase
b) Global Biodiversity Information Facility

U Srbiji je veoma rasprostranjena i ulazi u sastav slede¢ih Sumskih zajednica: Carpinetum
orientalis serbicum Rudski 1940 emend. B. Jovanovi¢ 1953, Quercetum farnetto cerris Rudski
(1940) 1949 aculeatetosum B. Jovanovi¢ 1953, Querco-Ostryetum carpinifoliae Ht. 1938, Orno-
Quercetum petraeae-pubescentis M. Jankovi¢ 1980, Fagetum submontanum (Rudski 1949) B.
Jovanovi¢ 1976, a delimi¢no i Fagetum montanum B. Jovanovi¢ 1953 (non Rudski 1949).
(Mratini¢ 1 Koji¢ 1998).
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1.5.3. Prunus spinosa L. (familija: Rosaceae)

Sinonimi: Druparia spinosa Clairv.; P. acacia Crantz ex Por.; P. acacia Crantz; P. acacia-

germanica Crantz; P. domestica var. spinosa (L.) Kuntze (The Plant list, 2013).

Narodni nazivi: trnjina, trnina, trnula, trnavka, trn, crni trn, divlja $ljiva, grulja, kukinja,

derandelj, drag, trlinka

Slika 16. Izgled biljke Prunus spinosa (foto: J. Baji¢-Ljubicié)

Morfoloske i fenoloske karakteristike: Trnjina je listopadni Zbun ili nisko drvo koje dostize visinu
1-5 m. To je alotetraploidna vrsta sa vrlo izrazenom sposobnos¢u vegetativnog razmnozavanja
korenovim izdancima. Habitus je najeSCe okruglast, bez izrazenog debla, sa visSestruko
razgranatim granama (Slika 16). Jednogodisnji letorasti se zavrSavaju trnastim izraStajima. Listovi
su ovalni, 2-4,5 cm dugi i 1,2-2 cm $iroki. Cvetovi su pojedina¢ni, dvopolni, sa pet kremasto-belih
latica (Slika 17a). Kruni¢ni listi¢i su jajastog oblika, duzine 5-8 mm. Bijka cveta u rano prolece (u

martu ili poCetkom aprila), pre listanja. Plod je ljubicasto-plava koStunica
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koja sazreva krajem septembra i po¢etkom oktobra (Slika 17b). Plodovi su uglavnom sitni (1,2-
1,4 cm u precniku), ali se mogu znacajno razlikovati po obliku 1 veli€ini. Mezokarp je Zutozelen,

tvrd, srastao sa kosticom (Jovanovi¢ 1972). Kostica je loptastog oblika, sa dve semenke unutra.

Prosecna tezina ploda krece se od 1,86 do 3,13 g (Erturk 2012).

Slika 17a. Cvet vrste P. spinosa Slika 17b. Plod vrste P. spinosa
(fotografije preuzete sa www.rhs.org.uk/Plants/)

Ekoloske karakteristike: Ova vrsta je rasprostranjena u zoni hrastovih Suma na nadmorskim
visinama do 1000 m. Gusti Zbunovi trnjine su Cesti 1 na neobradenim povrSima, kraj puteva i duz
kanala. OpraSivanje se vrs$i pomocu insekata, a disperziju semena vrSe razne vrste sisara 1 ptica
(Guitian i sar. 1993). Ova vrsta pripada prelaznoj grupi izmedu mezotermnih i termofilnih biljaka.
Uglavnom naseljava osvetljenije delove stanista. Otporna na hladno¢u i moze da podnese mrazeve
i do -30° C. Takode dobro podnosi suSne uslove u staniStu. Najbolje se razvija na dubokim

zemljiStima bez obzira na geolosku podlogu (Mratini¢ i Koji¢ 1998).
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Slika 18. Distribucija vrste P. spinosa prema: a) Euro+Med PlantBase
b) Global Biodiversity Information Facility

Rasprostranjenje: Autohtono rasprostranjenje obuhvata veliki deo Evrope, zapadnu Aziju i
severo-zapadnu Afriku (Slika 18a). Ova vrsta je introdukovana u Severnu Ameriku i Novi Zeland

(Slika 18b). U Srbiji je rasporstranjen u pojasu hrastovih Suma.

1.5.4. Cornus mas L. (familija Cornaceae)

Sinonimi: C. erythrocarpa St.-Lag.; C. flava Steud.; C. homerica Bubani; C. mas f. conica Jovan.;
C. mas f. macrocarpa Dippel; C. mas f. microcarpa Sanadze; C. mas var. oblongifolia Jovan.; C.
mas f. oxycarpa Jovan.; C. mas f. pyriformis Sanadze; C. mascula L.; C. nudiflora Dumort.; C.
praecox Stokes; C. vernalis Salisb.; Eukrania mascula (L.) Merr.; Macrocarpium mas (L.) Nakai

(The Plant List 2013).

Narodni nazivi: dren, tvrdi dren, drenovina, drenjina, drenak, bela svibovina, drenjka, drenula
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Slika 19. Izgled biljke Cornus mas (foto S. Bojovic)

Morfoloske i fenoloske karakteristike: Dren je veliki listopadni grm, visine 3-4 m, ili rede nisko
drvo visine 5-7 m i pre¢nika 20-25 cm. Habitus se odlikuje kratkim deblom i okruglasto-
piramidalnom krunom (Slika 19). Kora na starijim stablima je siva, tanka i plitko ispucana, a na
mladim grani¢icama siva, glatka i sjajna. Jednogodis$nji letorasti su glatki, crvenkasto-zeleni, sa
izrazenim lenticelama. Pupoljci su naspramno rasporedeni. Lisni su izduzeni sa Spicastim vrhom,
sedeci, bez lisnih drski. Cvetni pupoljci su loptasti, na dugim drSkama, zastic¢eni sa Cetiri ljuspasta
listi¢a. Listovi su prosti, elipticnog ili jajasto-elipticnog oblika, sa oStrim vrhom 1 klinastom
osnovom. Sa obe strane liske prekriveni su gustim, ¢ekinjastim maljama. Liska je duzine 4-8 cm,
a Sirine 1,3-3 cm. Veli€ina lista zavisi od plodnosti zemljista. Nervatura lista je zrakasta. Lisna

peteljka je kratka, duzine od 0,5-1 cm. Listovi su poredani naspramno.

Od jednog cvetnog pupoljka formira se Stitasta cvast od 10-23 cvetova (Slika 20a). Svaki cvet je
na sopstvenoj cvetnoj drSci, ljuspasti listi¢i pupoljka po precvetavanju ne otpadaju ve¢ se okrecu

nadole. Cvetovi su dvopolni, iako se ponekad mogu sresti samo morfoloski i funkcionalno muski
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cvetovi. Casica i krunica su Zuti, duzine 4-5 mm i §irine 1-1,5 mm. Pra$nici su dva puta krac¢i od
kruni¢nih listi¢a. Plodnik je sredcvetan dvognezdan sa jednim stubi¢em. Cvetna drska je maljava
i duzine 5-10 mm. U zavisnosti od nadmorske visine, cvetanje se deSava od februara do kraja
aprila. Cvetovi se javljaju vrlo rano u prolece, mnogo pre listanja. To je razlog §to Cesto stradaju

od mrazeva.

Dren cveta veoma rano i predstavlja jednu od najranijih medonosnih biljaka. Oprasivanje je
entomofilno. Plodovi sazrevaju relativno kasno - u toplijim podru¢jima to je sredinom avgusta, a
u hladnijim do sredine septembra. Analogno cvetanju i zrenje plodova na istoj vocki se ne deSava
istovremeno, te na istoj vocki, pa ¢ak i u istoj cvasti u isto vreme ima zrelih i zelenih plodova.
Plodovi su monokarpne koStunice varijabilne po boji, veli¢ini, obliku ploda i kostice (Slika 20b).
Kostica (endokarp) stiti dve semenke (Jovanovi¢ 1976). Prose¢na tezina plodova se krece u

rasponu od 2,38 do 3,79 g (Koyuncu i sar. 2007).

Slika 20a. Cvet vrste C. mas Slika 20b. Plod vrste C. mas

(fotografije preuzete sa www.plantsystematics.org/imgs)

Ekoloske karakteristike: Dren je vrlo adaptivna vrsta. Srece se na razli¢itim nadmorskim visinama
od 100 do 1000, pa i do 1300 m. Najbolje mu odgovaraju topliji tereni 1 polozaji, kao i otvorene
visoravni. Cesto se javlja i po obodu kotlina. Zimski mrazevi mu ne smetaju, ali esto strada u
vreme cvetanja od prole¢nih mrazeva. To upravo i limitira njegovu vecu rasprostranjenost. Srece
se uglavnom u rejonima gde srednja godiSnja temperature nije niza od 10°C. U pogledu geoloske
podloge pokazuje ogromnu prilagodljivost. Podjednako se srec¢e na karbonatnim i silikatnim

terenima. Takode se srec¢e 1 na suvim nerazvijenim deluvijalnim zemljiStima, na rendzinama,
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kiselim zemljistima i dr. Rede se sre¢e na aluvijalnim zemljiStima. Dren je sastavni deo kako
termofilnih hrastovih Suma, tako i Sikara i kamenih fitocenoza. Najvise je zastupljen u svetlim
termofilnim Sumama submediteranske zone. Dren se takode srece i u kserofilnim i termofilnim
zajednicama na visinama od 600 mnv. Srece se i na otvorenim toplim kamenjarima pokraj naselja,
po rubovima Suma i na Sumskim goletima. Dren je mezotermna i submezofitna vrsta. Dobro
podnosi zasenu, ali se normalno razvija i plodonosi na svetlu. Razmnozava se semenom,
korenovim izdancima i izdancima iz panja. Relativno sporo raste, naro€ito na suvim stanistima.
Izdanci sa panja rastu do svoje 5-6 godine relativno brzo, ali na suvim, kamenitim zemljiStima
pocinju da se suSe vec pri starosti od oko 30 godina, dok na bogatijim zemljiStima mogu da

dostignu veliku starost (Mratini¢ i Koji¢ 1998).

Rasprostranjenje: Vrsta je rasprostranjena na Apeninskom i Balkanskom poluostrvu, srednjoj
Evropi, Maloj Aziji, Krimu i Kavkazu (Da Ronch i sar. 2016) (Slika 21a). Ova vrsta je

introdukovana u Severnu i Juznu Ameriku, Australiju i Novi Zeland (Slika 21b).

Slika 21. Distribucija vrste C. mas prema: a) Euro+Med PlantBase
b) Global Biodiversity Information Facility

U Srbiji je rasporstranjena na celoj teritoriji sa hrastovim Sumama (sada$njim ili ranije prisutnim),
kao i u brdskim bukovim Sumama i Sibljacima jorgovana (Querco-Tilietum tomentosae L.
Stjepanovi¢-Veseli¢i¢ 1953, Querco-Carpinetum orientalis B. Jovanovi¢ 1953 (1979), Tilio-
Fagetum submontanum (M. Jankovi¢ et Misi¢ 1960) Misi¢ 1972, Quercetum frainetto-cerris
Rudski (1940) 1949 aculeatetosum B. Jovanovi¢ 1953, Quercetum montanum (B. Jovanovic 1948)

Cernjavski et B. Jovanovié¢ 1953, Querco-Carpinetum orientalis B. Jovanovié¢ 1953 (1979),
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Celtido-Juglandetum B. Jovanovi¢ (1957) 1970, Syringo-Carpinetum orientalis (Grebens¢ikov
1950) Misi¢ 1967, Syringo-Prunetum mahalebi (B. Jovanovi¢ 1949) Misi¢ 1978 (Mratini¢ i Koji¢
1998).

1.5.5. Cornus sanguinea L. (familija Cornaceae)

Sinonimi: C. citrifolia Wahlenb. ;C. latifolia Bray; C. sanguinea subsp. czerniaewii Grosset; C.
sylvestris Bubani; Swida sanguinea (L.) Opiz; Thelycrania sanguinea (L.) Fourr. (The Plant List,
2013)

Narodni nazivi: svib, sviba, pasdren

Slika 22. Izgled biljke Cornus sanguinea (foto: J. Baji¢-Ljubicic)

Morfoloske i fenoloske karakteristike: Svib je veliki listopadni zbun, visine i do 5 m, sa manje-
viSe uspravnim glatkim i duguljastim granama (Slika 22). Izdanci su tanki i Siboliki, prekriveni
sitnim dlakama, na osuncanoj strani ljubicastocrveni, a na zasenjenoj zelenkasti. Kora stabla je
glatka, u starijoj dobi mrezasto ispucana. Ove biljke imaju dobro razvijen vlaknasti korenov
sistem. Pupoljci su bez zastitnih ljuspi, goli. Listovi su jednostavni, Siroko elipti¢ni do jajasti, sa
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obe strane dlakavi. Naizmeni¢no su rasporedeni, duzine 4-8 cm 1 Sirine 2-4 ¢cm, i poprimaju
karakteristi¢nu crvenu boju u jesen. Cvetovi su belicasti, dvopolni (4 latice, 4 tucka, 4 prasnika),
mali (0,5-1 cm), skupljeni u guste, grozdaste cvasti na vrhovima grana (Slika 23a). Oprasivanje
vr$e insekti. Svib cveta u u maju nakon listanja, a ponekad i ponovo u jesen. Plod je okrugla,
glatka, crna bobica posuta sitnim, belim tackicama, koja sadrzi jednu kosticu (Slika 23b)
(Jovanovi¢ 1976). Sazreva krajem avgusta i tokom septembra i veoma je zastupljen u ishrani veceg

broja ptica (Kriisi i Debussche 1988).

Slika 23a. Cvet vrste C. sanguinea Slika 23b. Plod vrste C. sanguinea
(fotgrafije preuzete sa www.hedgingandtrees.co.uk)

Ekoloske karakteristike: Svib se odlikuje velikom ekoloskom amplitudom, tako da ulazi u sastav
razli¢itih Sumskih zajednica, od vlaznih aluvijalnih $uma do kserotermnih hrastovih $uma. Cest je
stanovnik suvih stanista i osunéanih i kamenitih povrsina. Dobro podnosi zasenu, ima izrazitu
izdanacku snagu. U juznijim delovima svog areala ova vrsta raste u planinskim predelima, dok u
hladnijim regionima, kao §to je Skandinavija, naseljava podrucja nize nadmorske visine (Mratini¢

i Koji¢ 1998).
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Slika 24. Distribucija vrste C. sanguinea prema: a) Euro+Med PlantBase
b) Global Biodiversity Information Facility
Rasprostranjenje: Prirodni areal ove vrste obuhvata veé¢i deo Evrope (od Skandinavije, atlanske i
srednje Evrope do Balkanskog poluostrva) i zapadnu Aziju (Kriisi i Debussche 1988) (Slika 24a).
Introdukovana je na pojedina¢nim lokalitetima u Severnoj Americi i Australiji (Slika 24b). U Srbiji
je rasprostranjena, najcesce se nalazi u okviru hrastovih (sadasnjih ili biv§ih) Suma, kao i u okviru

vegetacije sibljaka.

lako su sve istrazivane vrste uobicajeni stanovnici Sumskih ekosistema u brdskom i planinskom
pojasu, u odnosu na izbor staniSta one pokazuju izvesno diferenciranje. Prema prisustvu vrsta u
spektru biljnih zajednica u Srbiji (LakuSi¢ 1 sar. 2005) moze se sagledati njihova ekoloska
razli¢itost. Na osnovu podataka o prisustvu/odsustvu istrazivanih vrsta u 30 zajednica (Slika 25)
uradena je diskriminantna kanonijska analiza (DCA). Na grafiku se uo€ava razdvajanje vrsta
prema njihovom prisustvu u odredenim biljnim zajednicama. Od 30 biljnih zajednica (legenda
slike 25) sve analizirane vrste su prisutne u pet (4, 5, 15, 17 i 18). C. monogyna je najzastupljenija
i ulazi u sastav 28 nabrojanih biljnih zajednica, dok je najmanje zastupljena R. canina (ulazi u
sastav 10 zajednica). Vrste C. mas, C. sanguinea i P. spinosa prisutne su u 16 zajednica, ali se
odlikuju odredenim specifi¢nostima (za C. mas to su zajednice 13, 16, 22, 29 i 30; za C. sanguinea
10, 11,211 27; za P. spinosa 6 i 8).

Povezanost vrsta sa specificnim sintaksonomskim elementima je rezultat razlicitih istorijskih
faktora, a takode odraZava i ekoloski profil svake vrste (Koji¢ 1 sar. 1997, Tabela 1). U skladu sa

,Uredbom o stavljanju pod kontrolu kori§¢enja i prometa divlje flore i faune* Cetiri navedene vrste
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(osim C. sangiunea) spadaju u zasti¢ene divlje vrste flore u Srbiji, i do sada su relativno malo

istrazivane.
0sa canina
A
Cornus mas
A o2
) 22916
% 3(2).13
S 1ot817Crataegus monogynal
= 1990 @3 2423
< - @25 @28
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Slika 25. Analiza prisustva istrazivanih vrsta u biljnim zajednicama na teritoriji Srbije (1 - grcko-
balkanske stepe sa Satureja montana; 2 - suve subkontinentalne stepske travne formacije; 3 -
panonske lesne stepske travne formacije; 4 - subkontinentalne i kontinentalne listopadne Sikare;
5 - balkanske subkontinentalne listopadne Sikare i sibljaci; 6 - grcko-balkanska pseudomakija; 7
- vrbove Sume oko reka, 8 - Boreo-alpijske recne galerije; 9 - jasenovo-jovine i hrastovo-brestovo-
Jjasenove sume duz reka; 10- higrofilne Sume poljskog bresta; 11 - ritske hrastove sume; 12 -
istocne sume medunca, 13 - mezijske bukove Sume; 14 - jugoistocne subtermofilne hrastove Sume;
15 - balkansko-anatolijske termofilne hrastove Sume; 16 - Sume makedonskog hrasta; 17 - stepske
hrastove Sume; 18 - mesovite termofilne sume; 19 - Sume pitomog kestena; 20 - srednjeevropske
acidofilne kontinentalne sume; 21 - kontinentalne sume hrasta kitnjaka; 22 - kontinentalne sume
istocnog hrasta; 23 - brezove Sume na nezamocvarenom terenu; 24 - Suma trepetljike i breze; 25-
Sume hrasta, javora i graba na eutrofnim | mezotrofnim zemljistima; 26 - jasenove Sume izvan
vodotokova; 27 - grabove sume; 28 - sume u klisurama i strmim padinama; 29 - mesovite Sume
crnog bora i mecje leske; 30 - mesovito bukovo-munikove sume)
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Tabela 1. Ekoloske karakteristike ispitivanih vrsta (iz Koji¢ i sar. 1997).

ekoloski

faktori

Rosa canina

submezofita

neutrofilna

prelazna grupa izmedu

oligotrofnih i mezotrofnih

polusciofita

mezotermna

nanofanerofita

vegetacija Sibljaka sa
dominacijom vrsta roda
Prunus (red Prunetalia
spinosae)

Crataegus monogyna

submezofita

prelazna grupa izmedu
neutrofilnih i bazofilnih

prelazna grupa izmedu
oligotrofnih i mezotrofnih

prelazna grupa izmedu
polusciofita i heliofita

mezotermna

fanerofita

Sumske zajednice pretezno
klimatogenog karaktera, u
nizem pojasu, sa umereno
kontinentalnom klimom
(sveza Quercion pubescentis-
petraeae)

Prunus spinosa

subkserofita

prelazna grupa izmedu
neutrofilnih i bazofilnih

mezotrofna

prelazna grupa izmedu
polusciofita i heliofita

prelazna grupa izmedu

mezotermnih i termofilnih

nanofanerofita

kserotermne i heliofitne

fitocenoze Sibljaka, obi¢no

na obodu kserotermnih
Suma, na ¢ernozemu

(sveza Prunion spinosae)

Cornus mas

submezofita

prelazna grupa
izmedu neutrofilnih
i bazofilnih

mezotrofna

polusciofita

mezotermna

nanofanerofita

kseromorfne, svetle
zajednice Suma,
Sikara i Sibljaka
(red Quercetalia
pubescentis)

Cornus sanguinea

submezofita

prelazna grupa izmedu
neutrofilnih i bazofilnih

mezotrofna

polusciofita

mezotermna

nanofanerofita

vegetacija Sibljaka sa
dominacijom vrsta roda
Prunus (red Prunetalia
spinosae)
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1.6. Opste karakteristike ispitivanih lokaliteta
1.6.1. Avala — opis istraZivanog podrucja

Avala, zajedno sa Sumskim kompleksima na teritoriji Zuca, Ripnja, Belog Potoka i Pinosave,
nalazi se na 44°4125" severne geografske duzine, a 20°3051" isto¢ne geografske Sirine. Visoka
je 511 metara sa izrazenom kupom na vrhu, i isprekidana jarugama, izmedu kojih se nalaze uzi
i Siri grebeni (Slika 26). Na istocnoj strani Avale postoje Cetiri potoka koji se ulivaju u
Zavojnicku reku, na zapadnoj strani takode teku Cetiri potoka, a na juznoj pet, i oni se ulivaju
u Topcidersku reku. Na Avali postoji veliki broj tipova zemljiSta sa razli¢itim prelaznim
stadijumima. Generalno, to su smede lesivirana zemljiSta, pseudoglejevi, kiselo smeda
zemljiSta i eutricna smeda zemljista (gajnjace). Hemijska ispitivanja zemljista na Avali ukazuju

na veliku kiselost, naro¢ito kiselo smede i kiselo smede lesivirano zemljiste (Obratov 1986).

Slika 26. Topografska karta Avale (1:25000) [preuzeto iz http://avalainfo.com/o-avali]

Kao najsevernija i najisturenija planina Sumadije, Avala se nalazi pod uticajem kontinentalne
klime Panonske nizije, Sto uslovljava niske zimske i visoke letnje temperature, kao 1
neravnomerni raspored vodenih taloga u toku godine, sa naroc¢ito malim koli¢inama padavina
u kasno letnjim mesecima. Najtopliji meseci su jul i avgust, dok se maksimum taloga javlja
krajem proleca i u jesen, a minimum krajem avgusta. Avala ima vlazniju varijantu umereno-
kontinentalne klime sa srednjom godi$njom temperaturom 9,5°C i srednjom godisnjom

koli¢inom padavina 631,7 mm (Obratov 1986).
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Na severnim i istocnim padinama Avale dominiraju hrastovo-bukove Sume, a na juznim
sladunovo-cerove i kitnjakove Sume (Slika 27). Prema Borisavljevi¢ i sar. (1955), na Avali
postoji viSe Sumskih zajednica: meSovita brdska bukova Suma polidominantnog tipa (Fagetum
mixtum silicicolum), brdska bukova Suma sa lipom (Tilio-Fagetum submontanum), Suma
kitnjaka i graba sa kostrikom (Rusco-Querco-Carpinetum), Suma kitnjaka sa crnim jasnenom
(Orno-Quercetum petreae), Suma sladuna i cera sa kostrikom (Rusco aculeati - Querceto
frainetto cerris), Suma krupnolisnog medunca i crnog jasena (Orno-Quercetum virgilianae).
Prema Dini¢ (1975) postoji i viSe prelaznih varijanti Sumskih zajednica u zavisnosti od
ekspozicije i mikroklimatskih uslova. Sumske zajednice na Avali su u manjoj ili veéoj meri

degradovane.

l‘ G, "'*Q‘.Nf.

Slika 27. Sumska v

egetacija na Avali (foto: J. Baji¢-Ljubicic)

1.6.2. Zlatarsko jezero — opis istrazivanog podruéja

Zlatarsko jezero se nalazi 43°3031" severne geografske Sirine i 19°50'19" isto¢ne geografske
duZine, izmedu planina Zlatara na jugozapadu i Murtenice na severoistoku, na nadmorskoj
visini od 880 m. Jezero je dugacko 15-23 km, $irine 1,5 km, dubine 75 m i povrsine 7,25 km?.
Spada u vestacka, akumulaciona jezera i nastalo je pregradivanjem reke Uvac kod Kokinog
Broda (Slika 28). Zlatarsko jezero lezi na prostorima koji su izgradeni od trijaskih i jurskih
tvorevina, a u manjoj meri i od miocenskih jezerskih sedimenata. Na podruc¢ju od Kokinog

Broda do Nove Varosi nalaze se krecnjaci sa proslojcima laporaca (Ciri¢ 1977, Ciri€ i sar.
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1977). Uporedo sa postojanjem velikog geoloskog diverziteta na podru¢ju planine Zlatar,
zastupljeni su 1 razli¢iti tipovi zemljiSta. NajceS¢e se srece rendzina na krecnjaku, smede
zemljiSte na kre¢njaku, kiselo smede na kristalnim stenama i stenovito zemljiSte (Pavicevi¢ i

sar. 1972).

Slika 28. Polozaj Zlatarskog jezera

Klimatski uslovi na podrucju Zlatarskog jezera su umereno-kontinentalnog tipa. Dominantnom
tipu klime doprinose specificne odlike reljefa, odnosno okruZzenje vecih planinskih masiva, kao
I podjednaka udaljenost od Jadranskog mora (uticaja mediteranske klime) i Panonske nizije
(uticaja kontinentalne klime). Prose¢na koli¢ina padavina iznosi 1010,5 mm, sa najmanjom
koli¢inom u toku jeseni i zime, a najvec¢om s proleca i leti (462 mm tokom vegetacionog
perioda). Prose¢na godiSnja temperatura je 9,3 °C, sa najvisom srednjom temperaturom od 19,1
°C ujulu i najnizom od -2,8 °C u januaru (tokom vegetacionog perioda temperatura je u opsegu
6,8 °C do 13,0 °C). Duzina trajanja sneznog pokrivaca iznosi 110 dana, a relativna vlaznost 65-

72% (Tosi¢ 1986).

Citava oblast planine Zlatar se odlikuje velikim povr§inama pod $umskom vegetacijom, za koju

je karakteristicno da nema izrazito vertikalno zoniranje (Slika 29). Smréeve Sume tipa Oxali
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acetosellae - Piceetum abietis (Rudski 49) Misi¢ i Popovié¢ 1960 obrazuju visinski pojas 1200-
1630 mnv, a smrca prodire 1 u niza stanista bukovih 1 hrastovo-grabovih Suma spustajuci se do
650-750 mnv (Misi¢ 1 Dini¢ 2006). Zastupljene su i smréevo-jelove Sume na severnim
ekspozicijama u pojasu 1150-1300 mnv, a Suma bukve, jele i smrce se prostire u pojasu 1100-
1150 mnv na osojnim i blago nagnutim padinama (Misi¢ i Jovanovi¢ 1983, Misi¢ i sar 1985).
Znacajna je i zajednica belog bora i smrée Piceo abietis - Pinetum sylvestris Stefanovié
(Obratov 1992).

Slika 29. Sumska vegetacija na Zlatarskom jezeru (foto: M. Popovic)

1.6.3. Ozren — opis istrazivanog podrucja

Ozren se nalazi u jugoistocnoj Srbiji, na koordinatama izmedu 43°35'02" severne geografske
Sirine 1 21°50'41" isto¢ne geografske duzine, sa najvi§im vrhom Leskovik, 1178 m. Planina se
nalazi u sastavu prostranog Karpatsko-Balkanskog sistema i prostire se na kre¢njackom
supstratu, ali se lokalno javljaju andeziti 1 silikatna podloga. Od razli¢itih tipova zemljista,

najcesce se srecu rendzina, districno smede i kre¢njacka crnica (Misi¢ 1 Dini¢, 2000).
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Klima je umereno-kontinentalna sa ve¢im godiSnjim temperaturnim kolebanjima i sa ¢esto
izrazenim ekstremnim temperaturnim vrednostima. Prema autorima koji su istrazivali ovo
podrucje, klima ima specificno prelazno obelezje, izmedu stepske, mediteranske i planinske

Sto 1 vegetaciji ovog kraja daje delimi¢no kseromorfan karakter (Misi¢ i Dini¢, 2000).

Ozrenski planinski masiv je pokriven gustim Sumama u kojima preovladuju crni bor, bukva i
hrast kitnjak (Slika 30). Na prostoru planine pojavljuje se niz endemoreliktnih vrsta vezanih za
staniSta serpentinsko-peridotitskih kamenjara, pukotina stena i sipara (Randelovi¢ 1 sar 2005).
Na padinama Ozrena dominiraju klimatogene zajednice Carpino orientalis - Quercetum
frainetto cerris B. Jov. (1953) 1979. Takode, znacajne vegetacijske celine ¢ine kitnjakove
(Querction petraeae cerris Jovanovi¢ et Lakusi¢ 1980) i bukove Sume (Fagion moesiacae
Blec¢i¢ et Laku$i¢ 1970) iznad kojih se razvijaju vegetacija Sibljaka jorgovana, zeljaste

zajednice na kamenjarima i poluprirodni travnjaci (Dikli¢ 1962).

Slika 30. Sumska vegetacija na Ozrenu (fofo: S. Bojovic)
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2. POLAZNE HIPOTEZE - CILJEVI RADA

Sumske drvenaste vrste (potencijalno) jestivih i/ili korisnih plodova, oznagene kao samoniklo
voce, predstavljaju vazan deo specijskog divertiteta u Sumskim ekosistemima Srbije. Vrste
Rosa canina L. (Rosaceae), Crataegus monogyna Jacq. (Rosaceae), Prunus spinosa L.
(Rosaceae), Cornus mas L. (Cornaceae) i Cornus sanguinea L. (Cornaceae), iako su relativno
ceste u flori Srbije, jos uvek nisu dovoljno proucene sa fitohemijskog, kao ni ekolosko-

hemijskog aspekta.

Polaze¢i od pretpostavke da se kvalitativnom i kvantitativnom analizom sadrzaja pojedinih
hemijskih jedinjenja u populacijama sa medusobno udaljenih stanista, kao i u pojedinac¢nim
jedinkama na mikrostani$tu, mogu dobiti informacije o sintezi specificnih sekundarnih
metabolita kao odgovoru na kompleks ekoloskih faktora na stani$tu osnovni ciljevi ovog rada

Su:

> Identifikacija i kvantifikacija fenolne Kkiseline (neohlorogena kiselina [5-O-
kafeoilhinska kiselina]) i pet flavonoida (kvercituron [kvercetin-3-O-glukuronid],
hiperozid [3-O-galaktozid], rutin [kvercetin-3-O-rutinozid], izokvercetin [kvercetin-3-
O-glukozid] i kcercitrin [kvercetin-3-O-ramnozid]) u metanolnim ekstraktima svezih
plodova pet Sumskih drvenastih vrsta samoniklog voca iz tri prirodne populacije sa
teritorije Srbije;

> Procena unutarpopulacione varijabilnosti ispitivanih vrsta na osnovu kvalitativne i

kvantitativne analize sadrzaja odabranih fenolnih jedinjenja u ekstraktima plodova;

> Procena medupopulacione varijabilnosti ispitivanih vrsta na osnovu kvalitativne 1

kvantitativne analize sadrzaja odabranih fenolnih jedinjenja u ekstraktima plodova;

> Procena varijabilnosti izmedu ispitivanih vrsta na osnovu kvalitativne i1 kvantitativne

analize sadrzaja odabranih fenolnih jedinjenja u ekstraktima plodova,;

> Utvrdivanje povezanosti koli¢ine odabranih fenolnih jedinjenja u ekstraktima plodova
ispitivanih vrsta sa nadmorskom visinom, pokrovnos$¢u vegetacije, temperaturom,

koli¢inom padavina i insolacijom na stani§tima proucavanih populacija;

> Doprinos stabilnoj nau¢noj osnovi za ocuvanje biodiverziteta i1 sprovodenju

medunarodnih obaveza o zastiti Sumskih vrsta naseg dela Balkanskog poluostrva.
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3. MATERIJAL | METODE RADA

3.1. Izbor vrsta i lokaliteta

U radu je ispitivan sadrzaj Sest odabranih fenolnih jedinjenja u metanolnim ekstraktima svezih
plodova pet Sumskih drvenastih vrsta: Rosa canina (Rosaceae), Crataegus monogyna
(Rosaceae), Prunus spinosa (Rosaceae), Cornus mas (Cornaceae) i Cornus sanguinea
(Cornaceae). Jedan od vaznijih kriterijuma koji je uticao na izbor vrsta je bio da se one mogu
na¢i na istom ili geografski veoma bliskom i1 ekoloski slicnom Sumskom staniStu, Sto je
znacajno smanjilo listu potencijalnih objekata istrazivanja. Takode, prilikom izbora vrsta bilo
je vazno da neke od odabranih vrsta pripadaju istom rodu ili familiji, kako bi dobijeni rezultati
mogli komparativno da se analiziraju. PoSto je jedan od ciljeva rada bio utvrdivanje
medupopulacione varijabilnosti, prilikom odabira populacija vodilo se ratuna da one budu
relativno udaljene, odnosno da se terenskim istrazivanjima obuhvati isto¢ni, zapadni 1 centralni

deo Srbije.

Sumske zajednice iz kojih su uzimani uzorci plodova za analizu nalazile su se na geografski
udaljenim lokalitetima, tako da je bilo moguée da se procenjuje uticaj sredinskih faktora na
staniStu na kvalitativni i kvantitativni sadrzaj odabranih jedinjenja u plodovima. Svezi plodovi
ispitivanih vrsta su sakupljani sledeé¢im lokalitetima: Avala (Carapi¢ev brest), Zlatarsko jezero
(Kokin brod) i Ozren (selo Lekovac). Geografski polozaj odabranih lokaliteta je prikazan na

slici 31.

Izbor reprezentativnog uzorka za ispitivanje hemijske varijabilnosti, odnosno onog dela
populacije na kojem ¢e se obavljati istrazivanje (u konkretnom slucaju plodovi sa stabala
izabranih vrsta), je sproveden u skladu sa procedurom opisanom od strane Cornelissen i sar.
(2003), pri ¢emu se vodilo racuna da se istrazivane populacije nalaze na istom ili na slicnim
staniStima (pribliZzno sli¢ne biljne zajednice), a da uzorkovane individue budu sli¢ne starosti i
sli¢nog polozaja u okviru biljne zajednice. Broj jedinki koji ¢e biti uzorkovan odreden je na
osnovu testiranja kojim su Stefanovi¢ i sar. (2013) pokazali da je statisti¢ki opravdan onaj broj
jedinki koji obezbeduje da izraCunata srednja vrednost ispitivanih parametara reprezentuje
osnovni skup sa verovatno¢om ve¢om od 95%. U populacijama svake vrste broj uzorkovanih
jedinki je iznosio 10 (n = 10), a svaka vrsta je bila predstavljena sa po tri populacije (svaka

populacija na razli¢itom stanistu).
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Slika 31. Geografski polozaj lokaliteta sa kojih je uzorkovan biljni materijal

3.1.1. Uzorkovanje biljnog materijala

Zreli plodovi pet ispitivanih vrsta su prikupljeni u vreme njihove pune zrelosti (oktobar), na
navedenim lokalitetima, pri ¢emu su terenska istrazivanja obavljena u roku od nekoliko dana
radi uniformnog uzorkovanja. Odabrane populacije su rasle u sklopu spontane flore, na
staniStima koja su bila udaljena od puta i relativno ocuvana u pogledu biljnog pokrivaca. Na
Avali, uzorkovanje plodova ispitivanih vrsta je obavljeno u Sumi hrasta sladuna 1 cera
(Quecetum frainetto-cerris s. lato), na Zlatarskom jezeru u okviru Sume kitnjaka i graba
(Ostryo-Quercetum petraeae s. lato), dok su na Ozernu sve vrste osim P. spinosa bile prisutne
u Sumi sladuna i cera (Quecetum frainetto-cerris s. lato), a vrsta P. spinosa je uzorkovana iz

Sume luznjaka i zutilovke (Genisto-Quercetum roboris s. lato). Sa svake jedinke uzorkovano
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je po pet zrelih plodova, koji su ¢inili zbirni uzorak koji reprezentuje jednu individu (slika 32a,
b, ¢). Na svakom staniStu (3 staniSta), u okviru svake populacije (5 vrsta = 5 populacija), na
ovaj nacin je uzorkovano 10 jedinki (n = 10). Ukupan broj uzoraka je iznosio 5 vrsta x 3 stanista
(populacije) x 10 jedinki = 150. Botanic¢ka determinacija vrsta je uradena na terenu i potvrdena
upotrebom profesionalnih kljuceva za determinaciju (Josifovi¢ 1970-1986), a biljni materijal
(grane, listovi) je deponovan u Institutu za bioloska istrazivanja “Sini$a Stankovi¢®, Univerzitet
u Beogradu. Dalje laboratorijske analize su obavljene u Institutu za bioloSka istrazivanja
“SiniSa Stankovi¢“ i Departmanu za hemiju, biohemiju i zastitu zivotne sredine, Prirodno-

matemati¢kog fakulteta Univerziteta u Novom Sadu.
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3.1.2. Obrada biljnog materijala

Svezi plodovi su odmah nakon branja smesteni u plasticne vrecice, obeleZeni prema vrsti,
lokalitetu 1 geografskim koordinatama stabla. SveZz material je transportovan u laboratoriju u
prenosivom frizideru i preko no¢i smesten u frizideru da bi sutradan bio sortiran (odbaceni su
oSte¢eni, nagnjeCeni plodovi) i ociS¢en od semenki nakon cega se pristupilo proceduri

ekstrakcije.

3.1.3. Priprema ekstrakata

Ekstrakcija je veoma vazan korak u izolaciji, identifikaciji i kvantifikaciji fenolnih jedinjenja,
ali moze se reci da ne postoji pojedinacni standardni metod ekstrakcije. Medu najcesce koriSene
tehnike izolacije fenolnih jedinjenja spada te¢na ekstrakcija (Ignat i sar. 2011), a
najzastupljeniji metodi tecne ekstrakcije su oni koji koriste zakiSeljeni metanol ili etanol kao
rastvarac¢ (Lapornik i sar. 2005, Caridi i sar. 2007). Smatra se da metoda ekstrakcije metanolom

najefikasnija (Kapasakalidis i sar. 2006).

U ovim istraZivanjima odmerena masa svezih plodova bez kostica za svaki pojedina¢ni uzorak
(ukupno 150 uzoraka) je rastvorena maceriranjem u 70% V/V metanolu. Odnos biljnog
matrijala prema rastvaracu bio je 1:10. Po 0,5 g svezih plodova je ekstrahovano sa 5 ml
metanola 70% na sobnoj temperaturi uz muckanje tokom 20 h na 150 rpm/min. Dobijeni
ekstrakti su procedeni kroz membranski filter (0,45 um membranski filter na bazi regenerisane

celuloze), deponovani u frizideru i koriséeni za dalje analize.
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3.2. Odredivanje ukupnih fenola u ekstraktima plodova

Za odredivanje ukupnih fenola kori$¢eni je perikarp svezih plodova. Za svaku vrstu sakupljeno
je po tri uzorka (pet zrelih plodova je €inilo jedan uzorak za analizu) sa tri lokaliteta. Biljni
materijal je samleven u blenderu; od homogenizovanog uzorka izmerene su probe od po 2 g i
ekstrahovane u 70% metanolu. Dobijeni ekstrakti su procedeni kroz membranski filter. Sadrzaj
ukupnih fenola u ekstraktima odreden je spektrofotometrijski metodom po Folin-Ciocalteu
(Singelton i Rosi 1965). Ova metoda je zasnovana na merenju redukujuc¢eg kapaciteta
polifenolnih jedinjenja. Reakciona smeSa je pripremljena meSanjem 0,1 ml metanolnog
rastvora ekstrakta svezih plodova, 7,9 ml dejonizovane vode, 0,5 ml Folin-Ciocalteu-ovog
reagensa i 1,5 ml 20% Na2COs. Istovremeno je pripremljena i slepa proba, smesa od 8 ml
dejonizovane vode, 0,5 ml Folin-Ciocalteu-ovog reagensa i 1,5 ml 20% Na.COs. Nakon
inkubacije od 2 h na sobnoj temperaturi izmerene su apsorbance na A = 760 nm. Kvantifikacija
je izvrSena na osnovu standardne krive galne kiseline (20 - 200 mg/l). Ukupan sadrzaj fenola u
uzorcima izrazen je kao mg ekvivalenta galne kiseline na g sveze tezine ploda (mg GAE/g

SvT).

3.3. Identifikacija i kvantifikacija odabranih fenolnih jedinjenja

3.3.1. Izbor analiti¢ke metode

Hromatografija je fizicka metoda razdvajanja u kojoj se komponente koje se razdvajaju
distribuiraju izmedu dve faze, od kojih je jedna stacionarna (stacionarna faza), dok se druga
mobilna (mobilna faza) kre¢e u odredenom smeru. Raspodela komponenti uzoraka izmedu faza
uzrokovana je sa nekoliko fizicko-hemijskih procesa (adsorpcijom, raspodelom izmedu dve
faze, jonskom izmenom, gel filtracijom, stvaranjem jonskih parova), $to kao posledicu ima da
se komponente smese razli¢ito raspodeljuju izmedu faza i pod uticajem mobilne faze krecu se

kroz stacionarnu fazu razli¢itim brzinama.

Rezultati hromatografske analize se prikazuju na hromatogramu kao signali detektora sa
pikovima na y-osi i retencionog vremena na X-osi. Duzina boravka odredenog jedinjenja u
koloni hromatografa se naj¢esce izrazava preko retencionog vremena, koje predstavlja vreme

koje protekne od ubrizgavanja smeSe do pojave maksimuma signala. Retenciono vreme se
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dodatno koriguje (podeseno, relativno ili korigovano retenciono vreme) zbog uticaja velikog

broja spoljasnjih Cinilaca na reproduktivnost podataka.

Za analize alkaloida, saponina, fenolnih kiselina, fenilpropanoida, flavonoida i lipida se koristi
kombinovana tehnika te¢ne hromatografije 1 masene spekrometrije (LC-MS). Tecni
hromatograf omogucéava razdvajanje slozene smese jedinjenja sa Sirokim spektrom hemijske
polarnosti 1 razli¢itim molekulskim masama, dok maseni spektrometar omogucava njihovu
preciznu detekciju (Boyd i sar. 2008). Maseni detektori su visoko osetljivi analizatori Kkoji
mogu da ,,otkriju” jedinjenja koja su prisutna u vrlo niskim koncentracijama u uzorku, i da ih
identifikuju na osnovu njihove molekulske mase. Veza izmedu teCnog hromatografa i masenog
spektrometra se izvodi preko jonizacionog izvora (koji jonizuje jedinjenja od interesa);
upotrebom jonizacionog izvora dobijaju se protonizovani (u pozitivnom modu) ili
deprotonizovani (u negativnom modu) molekuli, koji se mogu detektovati i simultano
fragmentisati, pri ¢emu se dobija potpuna fragmentacija jedinjenja. U masenom analizatoru,
joni ispitivanih analita razdvajaju se prema odnosu mase i naelektrisanja (m/z). Kada se koriste
dva masena analizatora u tandemu (MS/MYS), ,,prekursor* jon se detektuje u prvom masenom
analizatoru, a ,,produkt“ jon u drugom. Na taj nacin se dobijaju dodatne informacije o strukturi
analiziranih jedinjenja preko specifi¢nih fragmentacionih reakcija (Boyd i sar. 2008) tj. modom
za pracenje izabranog fragmenta (,,selected reaction monitoring®, SRM) ili modom za pracenje
viSestruke fragmentacije (,,multiple reaction monitoring®, MRM). Pouzdanost masene
spektrometrije se zasniva na Cinjenici da su maseni spektri razli¢itih jedinjenja dovoljno
specifi¢ni da omogucéavaju njihovu identifikaciju sa velikim stepenom poverenja, ¢esto i sa

potpunom sigurnoscu.

3.3.2. Izbor fenolnih jedinjenja za ciljanu analizu

U ovom radu je analizirano prisustvo Sest fenolnih jedinjenja, neohlorogene kiseline 1 pet
derivata kvercetina, u plodovima pet Sumskih drvenastih vrsta. Odabrana jedinjenja su poznata
kao veoma jaki antioksidanti (Bors i sar. 1990, Kayano i sar. 2002, Prior 2003) i dokazano je
da imaju brojne bioloske funkcije (antimikrobnu, antialergijsku, antiviralnu, inflamatornu)
(Fang i sar. 2002, Villarino i sar. 2011); njihova bioloska iskoristljivost u ljudskom organizmu
je relativno visoka zbog Cega se prozvodi bogati ovim jedinjenjima preporucuju u isharni

(Hollman i sar. 1999, Gee i sar. 1998, Kim i sar. 2003); intenizivno se istrazuju i postoji veliki
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broj podataka o njihovoj biosintezi i koli¢ini u razli¢itim biljkama (voéu i povréu), ali 1 veliki
interes za nove prirodne izvore (ne-gajenih vrsta, sa prirodnih staniSta) ovih jedinjenja.
Dosadasnja istrazivanja su potvrdila da u plodovima vrsta srodnih ispitivanim vrstama postoje
znacajne koli¢ine selektovanih fenolnih jedinjenja, zbog Cega se vrste iz rodova Cornus,
Prunus, Rosa i Crataegus smatraju bogatim prirodnim izvorima kvercetina i (neo)hlorogene
kiseline (Demir i sar. 2014, Pawlowska i sar. 2010, Mikuli¢-Petkovsek i sar. 2012, Sochor i
sar. 2014). Na osnovu dostupnih podataka, odabrana su jedinjenja za koja je oc¢ekivano da ¢e
biti prisutna u koli¢inama dovoljnim za preciznu kvantifikaciju i utvrdjivanje varijabilnosti

izmedju razli¢itih populacija ispitivanih vrsta.

3.3.3. Hemijski reagensi

Koris¢eni analiticki reagensi i1 standardi odabranih fenolnih jedinjenja su nabavljeni od
kompanija Sigma-Aldrich Chem (Steinheim, Nemacka), Fluka Chemie GmbH (Buchs,
Svajcarska) i ChromaDex (Santa Ana, USA).

3.3.4. Priprema smeSe standardnih rastvora

Pripremljeni su osnovni rastvori pojedina¢nih fenolnih jedinjenja (10 mg/ml) rastvaranjem
standarda u DMSO. Od tako pripremljenih standarda napravljen je osnovni miks u smesi
metanol:voda (1:1), sa koncentracijama od 100 ug/ml. Zatim je, sukcesivnim razblazivanjem

pripremljena serija radnih rastvora u opsegu koncentracija od 15,5 ng/ml do 40 ug/ml.

3.3.5. Hemijsko profilisanje odabranih fenolnih jedinjenja pomoc¢u LC-MS/MS tehnike

Hemijski profil ispitivanih ekstrakata je analiziran primenom tecne hromatografije sa
tandemnom masenom spektrometrijom (LC-MS/MS), koja predstavlja visoko selektivnu
tehniku za pouzdano razdvajanje analita. Tandemno masena spektrometrija je tehnika koja se
zasniva na izolovanju prekursor jona analita (MS1), koji se zatim selektivno fragmentisu i
analiziraju pomocu drugog analizatora (MS2) kako bi se generisali spektri za jonske fragmente
(Slika 33).
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fragmentacija

MS1 MS2 MS2

Slika 33. Dijagram tandemske masne spektrometrije (MS/MS)

Za hemijsko profilisanje odabranih fenolnih jedinjenja koris¢en je Agilent Technologies 1200
Series Rapid Resolution te¢ni hromatograf povezanim sa Agilent Technologies 6410A series
triple-quadrupole MS/MS detektorom sa elektrosprej izvorom jonizacije (ESI) (Slika 34).
Injektovana zapremina svih uzoraka i
standarda bila je 5 pL. Za
hromatografsko razdvajanje koriS¢ena

je Agilent Technologies Zorbax XDB-
! C18 reverzno-fazna kolona (dimenzije
50 mm x 4,6 mm, veliine Cestica 1,8
um), termostatirana na 50 °C. Binarna
mobilna faza sastojala se od 0,05%
mravlje kiseline (A) i metanola (B), sa

brzinom protoka od 1 ml/min.

Slika 34. Izgled aparature Agilent Technologies

Primenjen je gradijentni mod sa
slede¢im odnosom faza: 0 min 30% B, 6 min 70% B, 9 min 100% B, 12 min 100% B, uz
odrzavanje sastava (vreme reekvilibracije) dodatnih 3 min, tako da je ukupno vreme analize

trajalo 15 min.

Eluirana jedinjenja su jonizovana pomocu elektrosprej jonskog izvora ¢iji su parametri bili
podeseni na negativan polaritet, sa azotom kao gasom za susenje (temperatura 350 °C, protok
9,5 L/min) i pritskom gasa za nebulizaciju 50 psi i napona kapilare 4 kV. MS2 Scan mode
(MS1 eksperiment), sa m/z= 120-1000, sken vremenom 200 ms i naponom fragmentacije 135
V je koriS¢en za preliminarni skrining komponenti i selekciju jona prekursora za MS2

eksperimente.

Podaci su analizirani i u pozitivnom i u negativnom modu, za pouzdaniji prenos jona i

odredivanje molekulskih masa. Pomoc¢u “Product lon Scan moda” (MS2 eksperiment) su
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dobijeni spektralni podaci za identifikaciju komponenti. [M+H]* i [M-H] joni
reprezentativnih komponenti su upotrebljeni kao prekursori za CID, kori§¢enjem azota visokog

stepena Cistoce kao kolizionog gasa i kolizione energije u rangu 5-35 V (10 V inkrementi).

Instrument je kontrolisan softverskim sistememom MassHunter ver. B.03.03 (Agilent
Technologies), a dobijeni podaci analizirani pomo¢u MassHunter Workstation Qualitative
Analysis B.06.00 softvera (Agilent Technologies), koji je bio povezan sa NIST MS Search 2.0d
softverom opremljenim sa interno kreiranom LAFIB bibliotekom masenih spektara
(Departman za hemiju, biohemiju i zaStitu zivotne sredine, Prirodno-matematicki fakultet,

Univerzitet u Novom Sadu).
3.3.6. Kvantifikacija odabranih fenolnih jedinjenja pomoéu LC-MS/MS tehnike

Primenom te¢ne hromatografije sa masenim detektorom (Orc€i¢ i sar. 2014) odreden je sadrzaj
odabranih jedinjenja (5-O-kafeoilhinska kiselina, kvercetin-3-O-glukuronid, kvercetin-3-O-
galaktozid, kvercetin-3-O-rutinozid, kvercetin-3-O-glukozid i kvercetin-3-O-ramnozid) u

metanolnim ekstraktima plodova ispitivanih vrsta.

Uzorci su analizirani na Agilent Technologies 1200 Series Rapid Resolution te¢nom
hromatografu povezanim sa Agilent Technologies 6410A series triple-quadrupole MS/MS
detektorom sa elektrosprej izvorom jonizacije (ESI). Komponente su razdvojene na Agilent
Technologies Zorbax XDB-C18 reverzno-faznoj koloni. Binarna mobilna faza sastojala se od
0,05% mravlje kiseine (A) i metanola (B), sa brzinom protoka od 1 ml/min i temperaturom
kolone od 50 °C. Eluat je prosleden na ESI jonski izvor, ¢iji su parametri bili: temperatura gasa
za susenje (N2) 350 °C, protok 9 L/min, pritisak gasa za nebulizaciju 40 psi, napon na kapilari
4 kV, negativan polaritet. Detekcija jona je vrSena u SRM (,,selected reactions monitoring*)
modu, a za svako jedinjenje posebno su optimizovani parametri masenog spektrometra (napon

fragmentora V{1 napon kolizione ¢elije Vc).

Za kvantifikaciju 5-O-kafeoilhinske kiseline koris¢ena je tranzicija 353—191, pracena pri 100
V (Vf) i 10 V (Vc); kvercetin 3-O-glukuronida tranzicija 477—300, pracena pri 100 V (V{) i
10 V (Vc); kvercetin 3-O-rutinozida tranzicija 609—300, prac¢ena pri 135 V (V) 142 V (Vc¢);
kvercetin 3-O-galaktozida tranzicija 463—300, prac¢ena pri 200 V (V1) i 30 V (Vc); kvercetin
3-O-glukozida tranzicija 463—300, pracena pri 210 V (Vf) i 30 V (Vc); kvercetin 3-O-
ramnozida tranzicija 353—191, prac¢ena pri 190 V (Vf) i 27 V (Vc¢) (Tabela 2). Kontrola

instrumenta i obrada rezultata je izvrSena pomocu MassHunter Workstation Qualitative
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Analysis B.06.00 softvera (Agilent Technologies), koji je bio povezan sa NIST MS Search 2.0d

softverom.
Tabela 2. Optimizovani MRM parametri
Jedinjenje Prerl;l;;sor Pr?nollg N V¢ Ve tR
5-O-kafeoilhinska kiselina 353 191 100 10 0.79
kvercetin-3-O-glukuronid 477 300 145 20 1.97
kvercetin-3-O-galaktozid 463 300 200 30 2.03
kvercetin-3-O-rutinozid 609 300 135 42 2.06
kvercetin-3-O-glukozid 463 300 210 30 2.11
kvercetin-3-O-ramnozid 447 300 190 27 2.61

3.3.7. Obrada rezultata

PovrSine pikova iz hromatograma su ocitavane u softveru MassHunter Workstation -
Qualitative Analysis software, verzija B.04.00 (Agilent Technologies). 1z podataka dobijenih
o¢itavanjem povrsina standardnih jedinjenja konstruisane su kalibracione krive (funkcija
logaritma povrsine pika u zavisnosti od logaritma koncentracije standarda, log (A) = f log (C)
u program OriginPro 8, iz kojih je odreden sadrzaj ispitivanih jedinjenja u ekstraktima, a

rezultat je izrazen kao ug ispitivanog jedinjenja na 1 g svezih plodova (pg/g).

3.4. Opis stanista, orografski i mikroklimatski podaci

Geografske pozicije ispitivanih populacija su odredene pomocu ru¢nog uredaja za globalno
pozicioniranje (Garmin eTrex GPS prijemnik), pri ¢emu su zabeleZene koordinate, nadmorska
visina, nagib i ekspozicija na svakom od lokaliteta. Opis biljne zajednice je uraden na osnovu
posmatranja i procena, a geoloske i pedoloske podloge su odredene uz pomoc¢ geoloskih i
pedoloskih karti u razmeri 1:100.000. Klimatoloski podaci za svaki lokalitet (srednje mesecne
vrednosti za temperaturu, koli¢inu padavina 1 insolaciju) tokom vegetacionog perioda
ispitivanih vrsta dobijeni su od Republickog Hidrometeoroloskog Zavoda Srbije (Sektor za
meteoroloski osmatracki sistem). KoriS¢eni su podaci dostupni za mernu stanicu koja je
najbliza ispitivanom lokalitetu, pa su zbog toga korigovani primenom visinskih gradijenata
klimatskih elemenata (Koli¢, 1988) tamo gde se nadmorska visina najblizih meteoroloskih
stanica znac¢ajno razlikovala od nadmorske visine ispitivanih populacija. Takode, u analizi su

koris¢eni podaci dostupni na portalu RHMZS-a (Operativni hidrometeoroloski bilten,

60



Materijal i metode rada

http://www.hidmet.gov.rs/ciril/meteorologija/op_bilteni.php i Sezonski bilteni za Srbiju

http://www.hidmet.gov.rs/podaci/meteorologija/latin/). Pokrovnost vegetacije na lokalitetima

je ona procenjivana na osnovu Braun-Blanquet metode (Wikum i Shanholtzer 1978) i
satelitskih snimaka terena koji su dostupni na portalu www.geosrbija.rs. Podaci za pokrovnost

vegetacije, procenjeni na osnovu pokrovnosti svih ¢lanova zajednice na prostoru od 50 m?,
kretali su se u rasponu od 1 do 5: 1, 1-5%; 2, 5-25%; 3, 25-50%; 4, 50-75%; i 5, 75-100%

pokrovnosti zemljista.

3.5. Statisticka analiza
3.5.1. Deskriptivno statisticka analiza

Za svaku ispitivanu varijablu (pojedina hemijska komponenta) je izra¢unata deskriptivna
statistika (srednje vrednosti, standardne devijacije, medijane, interkvartalne razlike, minimalne
I maksimalne vrednosti) i proverena normalnost distribucije I homogenost varijansi
koris¢enjem hi-kvadrat i Levenov-og testa. Za poredenje srednjih vrednosti ispitivanih varijabli
koris¢ena je ANOVA sa post-ANOVA Bonferroni testom (parametarski test). Za poredenje

medijana ispitivanih svojstava koris¢en je Kruskal-Wallis neparametarski test.
3.5.2. Multivarijantna analiza podataka

Za vizualizaciju grupisanja i odnosa jedinki na osnovu sadrzaja ispitivanih hemijskih jedinjenja
koris¢ene su analiza glavnih komponenti (PCA) i klaster analiza. Njima je prethodila
korelaciona analiza u cilju eliminisanja visokokorelisanih varijabli. Isprobano je vise metoda
klaster analize (i viSe distanci): ,,Average Linkage* (Euclidean distance i Squared Euclidean
distance), ,,Single Linkage* (Euclidean distance i Squared Euclidean distance), ,,Ward’s
Linkage* (Euclidean distance i Squared Euclidean distance), a u radu su prikazane neke od
njih. Diskriminantna analiza je koriS¢ena za utvrdivanje i graficko predstavljanje razlika

izmedu istrazivanih populacija i vrsta.

3.5.3. Hemometrijska analiza

Za ispitivanje varijabilnosti izmedu uzoraka primenjena je slozena hemometrijska analiza, koja
je od ukupnog broja ispitivanih fenolnih jedinjenja (6) diskriminisala osnovna koje doprinose
razdvajanju grupa (vrsta, populacija, individua). Na ovaj nacin je utvrden doprinos pojedinih

jedinjenja razdvajanju grupa i njihova pouzdanost kao diskriminiSucih parametara.
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Zbog razliCitosti ispitivanih svojstava (hemijska jedinjenja) u pogledu njihove varijabilnosti

hemometrijske analize su uradene nakon primene nekoliko preliminarnih koraka:

a) Utvrdeno je da li postoje ekstremno visoke ili niske vrednosti (oznacene kao autlajeri)
koje Cesto mogu da ,,iskrive i ,,zamagle* rezultate koji se dobijaju primenom nekih slozenijih
statistickih analiza. Autlajeri medu dobijenim podacima odredivani su primenom
neparametarskog Grubbs-ovog testa (test statistic T; p<0,05), kao i analizom grafickog prikaza
rezultata predstavljenih kutijastim dijagramima (,,oox and whiskers plot*). Analizom podataka
ovim pristupom definiSu se autlajeri koji se u daljoj analizi glavnih komponenti (PCA) tretiraju

kao suplementi.

b) Odabir testa za medusobno poredenje analiziranih populacija za pojedino svojstvo je
izvrSen na osnovu toga da li vrednosti svojstva prethodno ispunjavaju uslov normalne
raspodele i homogenosti varijansi (primenjeni su hi-kvadrat i Leven-ov test). Na osnovu ovih
pokazatelja primenjuje se testiranje poredenjem srednjih vrednosti (parametarskim ANOVA

testom) ili medijana (neparametarskim Kruskal-Wallis testom).

C) Da bi se iz obimne tabelarne forme odredila i graficki predstavila struktura svojstava i
da bi se utvrdilo kako se oni grupisu, koja svojstva su medusobno povezana, a koja nisu, kakav
je njihov uticaj na ukupnu varijabilnost populacije, kao 1 struktura elemenata (kako se grupisu
pojedinacne idividue, koje su slicne, a koje se razlikuju) primenjena je analiza glavnih
komponenti (PCA). Na ovaj nacin, dobijena je vrednost za kumulativnu varijabilnost koja se
ogleda u vrednostima duz tri ose na PC grafiku. Procenat udela svake ose ukazuje na to koja
svojstva (orjentisana duz date ose) najvise doprinose varijabilnosti uzorka, a visoka vrednost
procenta udela (viSe od 70%) govori o tome da su podaci dobro kompresovani. Da bi se
korigovala moguénost nepouzdanog prikaza podataka oni su prethodno transformisani [y’=
logio (y + 1)] i standardizovani tako §to su glavne komponente izracunate preko korelacione
matrice (matrica kovarijansi za standardizovane vrednosti). Na osnovu sume kvadriranih
korelacija u planu prve dve PC ose procenjuje se doprinos pojedinih svojstava ukupnoj
varijabilnosti uzorka: (suma r?> > 0,8) najbolje predstavljena svojstva, odnosno ona koja
znacajno doprinose ukupnoj varijabilnosti uzorka; (0,6 < suma r? < 0,8), svojstva koja su dobro
prezentovana; (0,4 < suma r?> < 0,6) svojstva osrednje prezentovana; (suma r?> <0,4) slabo

prezentovana svojstva.
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d) Tendencije medu individuama, njihova grupisanja i razdvajanja tumace se u odnosu na
njihov poloZaj u prostoru prve tri PC ose. Na osnovu sume cos? za prve tri ose (< 0,5) zakljucuje

se koliko je individua u ukupnom uzorku statisti¢ki nepouzdano predstavljeno.

e) U hijerarhijskoj klaster analizi istrazivanih vrsta i njihovih populacija (metoda najblizeg
suseda) za odredivanje slicnosti koriS¢ena je standardna ecuklidska udaljenost koja je

izraCunavana kao kvadratni koren iz sume kvadriranih razlika vrednosti za svaku varijablu.

3.5.4. Korelaciona i regresiona analiza odabranih fenolnih jedinjenja sa parametrima

staniS$ta

Koeficijent viSestuke korelacije (Pirsonov koeficijent) je koriS¢en za utvrdivanje stepena
linearne zavisnosti izmedu sadrzaja ispitivanih hemijskih parametara i relavantnih sredinskih
uslova na staniStu (nadmorska visina, pokrovnost vegetacija, temperatura, koli¢ina padavina i
insolacija). Regresionoj analizi je prethodilo testiranje varijabli stanista u cilju utvrdivanja

kolinearnosti.

StatistiCka obrada podataka je radena u programima: Statistica 10, Stata 12, Microsoft Excel

2010, CANOCO 51 XLSTAT.
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4. REZULTATI

4.1. Sadrzaj ukupnih fenola u uzorcima plodova R. canina, C. monogyna, P. spinosa, C. mas

i C. sanguinea

Fenolna jedinjenja predstavljaju najvise ispitivane fitokemikalije 1 veoma Cesto se koriste kao
model sistemi u razli¢itim oblastima istrazivanja biljaka (Boudet 2007). Sadrzaj ukupnih fenola
odreden metodom po Folin-Ciocalteu ne pruza potpuno realnu sliku o kvantitetu polifenolnih
jedinjenja u ekstraktima biljaka, pre svega zbog moguceg prisustva interferirajucih jedinjenja (kao
Sto su Seceri, vitamin C, organske kiseline i neka druga jedinjenja) koja uti¢u na dobijanje visih
vrednosti pri izraCunavanju ukupnog sadrzaja (Garcia-Salas i sar. 2010). Ipak u literaturi i dalje
preovladuju rezultati koji su dobijeni primenom ove metode, tako da je moguée uporediti rezultate

dobijene u ovoj studiji sa rezultatima veceg broja ve¢ publikovanih istrazivanja.

Takode, poznato je da se jedinjenja iz klase biljnih fenola medusobno veoma razlikuju po
polarnosti, tako da i koli¢ina fenolnih jedinjenja u ekstraktu koji se analizira u velikoj meri zavisi
od tipa i polarnosti rastvaraca (Lapornik i sar. 2005). U ovom radu ekstrakcija svih uzoraka
plodova vrSena je metanolom. Sadrzaj ukupnih fenola u analiziranim ekstraktima kretao se od
20,15 + 1,46 mg GAE/g SvT (P. spinosa) do 2,96 + 0,42 GAE/g (C. mas) (Slika 35). Kod svih
istrazivanih vrsta postoje razlike u sadrzaju ukupnih fenola u zavisnosti od lokaliteta sa kojih su

uzimani uzorci za analizu.

Rezultati spektrofotometrijskog odredivanja sadrzaja ukupnih fenola prikazani su slici 35.
Opadajuc¢i redosled biljaka po prose¢nom sadrzaju ukupnih fenola u metanolnom ekstraktu ploda
je: trnjina (18,82 mg GAE/g SvT), svib (10,5), beli glog (7,04), Sipurak (5,7), dren (3,68). Najvece
vrednosti ukupnih fenola zabelezene su u plodovima P. spinosa koji su uzorkovani na Zlatarskom
jezeru (20,15 £ 1,46 mg GAE/g SvT), neznatno niZze vrednosti (1,8% manje) u plodovima sa
Ozrena, a najnize (18% manje) u plodovima sa Avale. Relativno visokim sadrZzajem ukupnih
fenola odlikuju se i plodovi C. sanguinea (najvise u uzorcima sa Zlatarskog jezera 11,86 + 1,53, a
najmanje u uzorcima sa Avale 8,94 + 0,98 mg GAE/g). Plodovi belog gloga i Sipurka imaju sli¢an

sadrzaj ukupnih fenola. Kod gloga vrednosti su bile u rasponu od 7,87 + 0,81 (Zlatarsko jezero)
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do 5,93 + 0,46 (Avala), a kod Sipurka od 6,11 + 0,83 (Zlatarsko jezero) do 5,11 + 0,57 mg GAE/g
(Avala). Najnize vrednosti su zabelezene u uzorcima vrste C. mas (od 4,23 £+ 0,57 u uzorcima sa

Zlatarskog jezera do 2,96 + 0,42 mg GAE/g u uzorcima sa Avale) (Slika 35).

25

Sadrzaj (mg GAE/g SvT ploda)

R. canina C. monogyna P. spinosa C.mas C. sanguinea

m Avala W Zlatarsko jezero mOzren

Slika 35. Sadrzaj ukupnih fenola u ekstraktima plodova ispitivanih vrsta u odnosu na lokalitet sa
kojeg su uzimani uzorci za analizu (X= SD; n=3)

4.2. Kvalitativni i kvantitativni sadrZaj odabranih fenolnih jedinjenja

Kvalitativni 1 kvantitativni sadrzaj odabranih fenolnih jedinjenja u metanolnim ekstraktima svezih
plodova pet vrsta samoniklog voc¢a odredivan je primenom LC-MS/MS tehnike. Fitohemijski
skrining obuhvatio je kvalitativnu i kvantitativnu analizu neohlorogene kiseline i pet derivata
kvercetina u 150 uzoraka (po 30 za svaku vrstu, oznacen kao ukupni uzorak vrste). Pojedinacni
uzorak je reprezentovao jednu jedinku i ¢inilo ga je pet zrelih plodova uzorkovanih sa iste

individue.

Ukupni sadrzaj neohlorogene kiseline (5-O-CQ) u ispitivanim uzorcima prikazan je na slici 36.
Ovo jedinjenje je detektovano u svim analiziranim uzorcima, a njegova koli¢ina znacajno je

varirala kako u odnosu na ispitivanu vrstu, tako i medu uzorcima u okviru iste vrste. Najveca
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koli¢ina (72,3 pg/g svezih plodova) ovog jedinjenja detektovana je u uzorku C. mas, a najmanja u

uzorku P. spinosa (0,1 ug/g SvT).
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Slika 36. Sadrzaj (jg) neohlorogene kiseline u metanolnim ekstraktima svezih plodova (g)
pojedina¢nih uzoraka R. canina, C. monogyna, P. spinosa, C. mas i C. sanguinea.

U odnosu na sve ispitivane vrste (Slika 37), najveca koli¢ina neohlorogene kiseline detektovana je

u ekstraktima plodova C. mas (srednja vrednost ukupnog uzorka 22,05 + 14,85 ug/g SvT). Vrste

C. monogyna (7,58 + 8,27 ug/g SvT) i C. sanguinea (5,86 + 4,92 ug/g SvT) karakteriSu se

viSestruko nizim vrednostima sadrzaja ovog jedinjenja. Najmanje vrednosti su zabelezene kod

vrste P. spinosa (2,02 = 1,29 ug/g SvT) i R. canina (1,23 £ 1 pg/g SvT).

Sadrzaj (ug/g svezih plodova

80 1

70 A

60 -

50 A

40 A

-

= L

C.mas C. monogyna C. sanguinea P. spinosa R. canina

Slika 37. Srednja vrednost (+),
medijana (—), prva-tre¢a kvartila (J),
min-max opseg (L) sadrzaja (ug)
neohlorogene kiseline u metanolnim
ekstraktima svezih plodova (g) ukupnog
uzorka C. mas, C. monogyna, C.
sanguinea P. spinosa i R. canina

Najveca koli¢ina (1759,4 pg/g SvT) kvercetin-3-O-glukuronida (Q-3-O-GIcA) detektovana je u

uzorku C. sanguinea (Slika 38). Svi uzorci ove vrste se karakteriSu znacajno ve¢om koli¢inom
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ovog jedinjenja u odnosu na ostale ispitivane vrste (982,50 & 342,62 pg/g SvT u ukupnom uzorku).

Najmanja koli¢ina zabelezena je u uzorku C. mas (2,7 ug/g SvT).
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Slika 38. Sadrzaj (ug) kvercetin-3-O-glukuronida u metanolnim ekstraktima svezih plodova (g)
pojedina¢nih uzoraka R. canina, C. monogyna, P. spinosa, C. mas i C. sanguinea.

Sadrzaj ovog jedinjenja u pojedinacnim uzorcima drena je pokazivao veliku varijabilnost (81,14

+ 94,95 ng/g SvT). Takode, velika varijabilnost sadrzaja Q-3-O-GlcA zabeleZzena je i u

pojedina¢nim uzorcima Sipurka (36,15 + 34,42 pg/g SvT). U uzorcima trnjine ovo jedinjenje nije

detektovano, dok je izuzetno mala koli¢ina, nedovoljna za kvantifikaciju, detektovana u pojedinim

uzorcima belog gloga (Slika 39).
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Slika 39. Srednja vrednost (+), medijana
(—), prva-tre¢a kvartila (JI), min-max opseg
(4) sadrzaja (ng) kvercetin-3-O-glukuronida
u metanolnim ekstraktima svezih plodova (g)
ukupnog uzorka C. sanguinea, C. mas i R.
canina.
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Prisustvo kvercetin-3-O-galaktozida (Q-3-O-Gal) je detektovano u uzorcima svih analiziranih

vrsta. Najveca koli¢ina (926,8 ug/g svezih plodova) detektovana je u uzorku vrste C. monogyna,

dok je najmanja koli¢ina (0,3 ug/g SvT) detektovana u uzorku drena (Slika 40). Rezultati pokazuju

da ekstrakti plodova belog gloga sadrze vecu koli¢inu ovog jedinjenja u odnosu na ostale ispitivane

vrste (335,41 £ 204,95 pg/g SvT u ukupnom uzorku). Visok sadrzaj ovog jedinjenja, kao i veoma

velika varijabilnost, zabeleZena je i u uzorcima C. sanguinea (264,77 + 275,02 ug/g SvT). U

plodovima Sipurka detektovane su viSestruko manje koli¢ine kvercetin-galaktozida (39,44 + 48,55

ng/g SvT), ali je primetna velika varijabilnost izmedu pojedina¢nih uzoraka. Kod plodova vrsta P.

spinosa i C. mas zabelezene su zna¢ajno manje koli¢ine ovog jedinjenja (9,61 + 7,02 ug/g SvT,
odnosno 5,67 + 4,09 ug/g SvT) (Slika 41).
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Slika 40. Sadrzaj (ug) kvercetin-3-O-galaktozida u metanolnim ekstraktima svezih plodova (g)
pojedina¢nih uzoraka R. canina, C. monogyna, P. spinosa, C. mas i C. sanguinea.
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Slika 41. Srednja vrednost (+),
medijana (—), prva-treca kvartila (),
min-max opseg (L) sadrzaja (pg)
kvercetin-3-O-galaktozida u
metanolnim ekstraktima svezih plodova
(9) ukupnog uzorka C. monogyna, C.
sanguinea, R. canina, P. spinosa i C.
mas
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Kvercetin-3-O-rutinozid (Q-3-O-Rut) je prisutan kod svih ispitivanih vrsta. Najveéa koli¢ina

(190,4 ng/g SvT) ovog jedinjenja detektovana je u uzorku trnjne, a najmanja (0,3 pug/g) u uzorku

drena (Slika 42). Dobijeni rezulatati pokazuju da su najvece koli¢ine ovog jedinjenja prisutne u

ekstraktima plodova vrste P. spinosa (55,92 + 37,99 ug/g SvT). Nize vrednosti su detektovane u

ekstraktima plodova C. sanguinea (42,12 + 27,3 2ug/g SvT) i C. monogyna (27,54 + 34,36 ug/g

SvT). Kod sve tri ispitivane vrste konstatovana je velika varijabilnost u sadrzaju ovog jedinjenja.

Plodovi vrsta C. mas (5,33 + 4,31 pg/g SvT) i R. canina (3,68 + 2,95 ug/g SvT) odlikuju se

visestruko manjim koli¢inama kvercetin-3-O-rutinozida u odnosu na ostale ispitivane vrste (Slika

43).
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Slika 42. Sadrzaj (ug) kvercetin-3-O-rutinozida u metanolnim ekstraktima svezih plodova (g)
pojedinacnih uzoraka R. canina, C. monogyna, P. spinosa, C. mas i C. sanguinea
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Slika 43. Srednja vrednost (+),
medijana (—), prva-tre¢a kvartila (),
min-max opseg (L) sadrzaja (pg)
kvercetin-3-O-rutinozida u metanolnim
ekstraktima  svezih  plodova (g)
ukupnog uzorka P. spinosa, C.
sanguinea, C. monogyna, C. mas i R.
canina
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U uzorcima svih ispitivanih vrsta potvrdeno je prisustvo kvercetin-3-O-glukozida (Q-3-O-Glc).

Najveca kolic¢ina (1055,9 pg/g SvT) ovog jedinjenja detektovana je u uzorku belog gloga, a

najmanja (0,2 png/g SvT) u uzorku drena (Slika 44).
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Slika 44. Sadrzaj (ng) kvercetin-3-O-glukozida u metanolnim ekstraktima svezih plodova (g)
pojedina¢nih uzoraka R. canina, C. monogyna, P. spinosa, C. mas i C. sanguinea.
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Slika 45. Srednja vrednost (+),
medijana (—), prva-treca kvartila (H),
min-max opseg (L) sadrzaja (pg)
kvercetin-3-O-glukozida u
metanolnim ekstraktima svezih
plodova (g) ukupnog uzorka C.
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Uzorci C. monogyna (320,81 + 251,43 ug/g SvT) i C. sanguinea (200,43 + 202,39 ug/g SvT)
karakteriSu se ve¢im vrednostima sadrzaja, kao i velikom varijabilno$¢u, kvercetin-3-O- glukozida
u odnosu na ostale ispitivana vrste (Slika 45). Niske vrednosti sadrzaja ovog jedinjenja
registrovane su u ekstraktima plodova vrste R. canina (33,08 + 41,22 ug/g SvT) i P. spinosa (12,47
+ 6,14 pg/g SvT). Rezultati pokazuju da je najmanji sadrzaj kvercetin-3-O-glukozida prisutan u
plodovima C. mas (4,29 + 3,03 ug/g SvT).

Od pet analiziranih derivara kvercetina, kvercetin-3-O-ramnozid (Q-3-O-Rha) je bio najmanje
zastupljen kod ispitivanih vrsta. Visok sadrzaj ovog jedinjenja je detektovan je samo u uzorcima
Sipurka (najveca koli¢ina 198,5ug/g SvT) i trnjine (197,1ug/g SvT). Kod ostalih analiziranih vrsta
sadrzaj ovog jedinjenje je izuzetno nizak. U deset uzoraka drena prisustvo ovog jedinjenja nije ni
detektovano, dok u 12 uzoraka koli¢ine nisu bile dovoljne za kvantifikaciju. Takode u 13 uzoraka
belog gloga sadrzaj ovog jedinjenja je bio nedovoljan za njegovo kvantitativno odredivanje (Slika

46).

R. canina C. monogyna P. spinosa C. mas C. sanguinea
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Slika 46. Sadrzaj (ug) kvercetin-3-O-ramnozida u metanolnim ekstraktima svezih plodova (g)
pojedina¢nih uzoraka R. canina, C. monogyna, P. spinosa, C. mas i C. sanguinea.

Poredujuéi dobijene rezultate za sve ispitivane vrste (Slika 47), uo¢ljivo je da plodovi P. spinosa
(51,2 £42,56 pg/g SvT) i R. canina (44,15 £ 50,17 pg/g SvT) sadrze velike koli¢ine kvercetin-3-
O-ramnozida. U uzorcima belog gloga (0,08 = 0,11 ng/g SvT), drena (0,05 = 0,11 pg/g SvT) i
sviba (0,25 + 0,25 pg/g SvT) sadrzaj ovog jedinjenja je bio izrazito nizak (maksimalne vrednosti

nisu prelazile vrednost od 0,5ug/g SvT).
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Slika 47. Srednja vrednost (+), medijana
(—), prva-tre¢a kvartila (1), min-max (L)
opseg sadrzaja (ug) kvercetin-3-O-
ramnozida u metanolnim ekstraktima
svezih plodova (g) ukupnog uzorka P.
spinosa, R. canina, C. sanguinea C.
monogyna i C. mas.
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Slika 48. Relativni odnos (procentualno ucesée) sadrzaja Sest fenolnih jedinjenja u ukupnom
uzorku plodova analiziranih vrsta
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Rezultati

Relativni odnos (procentualno ucesce) sadrzaja svih analiziranih jedinjenja u ukupnom uzorku
pokazuje znacajne razlike medu analiziranim vrstama (Slika 48). Kod vrste R. canina procentualno
uces¢e analiziranih jedinjenja je relativno ujednaceno (20-28%), sa izuzetkom kvercetin-
rutinozida (2.3%) i neohlorogene kiseline (0,8%). Kod C. monogyna uoc¢ljiva je dominacija
kvercetin-galktozida (59%) i glukozida (35%), a kod P. spinosa dominacija kvercetin-rutinozida
(43%) i ramnozida (39%). Za vrste C. mas i C. sanguinea karakteristi¢no je dominantno prisustvo

kvercetin-glukuronida (68%, odnosno 61%) .

4.3. Kvalitativni i kvantitativni sadrzaj odabranih fenolnih jedinjenja kod

analiziranih vrsta u odnosu na lokalitet

4.3.1. SadrZaj odabranih fenolnih jedinjenja kod vrste Rosa canina u odnosu na lokalitet

Fitohemijski skrining usmeren na kvalitativnhu analizu neohlorogene kiseline i pet derivata
kvercetina primenom LC-MS/MS tehnike dokazao je prisustvo ovih jedinjenja u svim uzorcima
vrste R. canina. Hromatograf za standardne rastvore i reprezentativni hromatogram metanolnih

ekstrakta plodova R. canina prikazani su na slikama 49a i 49b.
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Slika 49a. Hromatogram za standardne rastvore Sest ispitivanih jedinjenja (u koncentraciji 2,5
pug/mL): (1) 5-O-CQ 1,12 min; (2) Q-3-O-GIcA 3,2 min; (3) Q-3-O-Gal 3,26 min; (4) Q-3-O-Rut
3,31 min; (5) Q-3-0O-Glc 3,33 min; (6) Q-3-O-Rha 3,87 min.
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Slika 49b. Reprezentativni hromatogram ekstrakta plodova R. canina (uzorak br. 010; 99,9 mg
svezeg uzorka/mL 70% MeOH): (1) 5-O-CQ 1,07 min; (2) Q-3-O-GIcA 3,05 min; (3) Q-3-O-Gal
3,12 min; (4) Q-3-0O-Rut 3,16 min; (5) Q-3-O-Glc 3,18 min; (6) Q-3-O-Rha 3,72 min.

Rezultati pokazuju da se od svih ispitivanih jedinjenja po koli¢ini jasno izdvaja kvercetin-
ramnozid [Q-3-O-Rha] (44,15 + 50,17 pg/g SvT). Velika varijabilnost sadrzaja ovog jedinjenja
rezultat je razlika u sadrzaju u odnosu na lokalitet sa koga su uzorci plodova Sipurka sakupljani,
kao i razlika medu individuama iz iste populacije (Slika 50). U ekstraktima plodova jedinki iz
populacije sa Zlatarskog jezera detektovane su najvece vrednosti (59,68 + 75,97 ng/g SvT), a
uocljiva je 1 velika varijabilnost unatar ove populacije. Takode visoke vrednosti sadrzaja (50,65 +
34,43 ng/g SvT), ali i manja varijabilnost, detektovane su u populaciji sa Ozrena. Najmanja

koli¢ina je zabeleZena u populaciji sa Avale (22,11 + 16,95 pg/g SvT).

Sledece jedinjenje rangirano po koli¢inama prisutnim u ekstraktima plodova Sipurka je kvercetin-
glukuronid [Q-3-O-GIcA] (36,15 + 34,42 ug/g SvT). Jedinke iz populacije sa Zlatarskog jezera sa
kojih su uzorkovani plodovi sadrze najvecu koli¢inu ovog derivata kvercetina (67,1 £ 43,27 pug/g
SvT). Znatno nize vrednosti detektovane su u populaciji sa Avale (21,44 + 11,58 pg/g SvT) i sa
Ozrena (19,91 + 14,59 pg/g SvT).

Medu selektovanim jedinjenjima tre¢e po koli¢ini je kvercetin-glukozid [Q-3-O-Glc] (33,08 +
41,22 pg/g SvT). I u pogledu sadrzaja ovog jedinjenja jasno se izdvajuju jedinke iz populacije sa
Zlatarskog jezera (69,52 + 54,79 pg/g SvT), u odnosu na populaciju sa Avale (15,49 + 12,94 ng/g
SvT) i sa Ozrena (14,24 + 9,56 pg/g SvT). Niske vrednosti su detektovane za kvercetin-rutinozid
[@-3-O-Rut] (3,68 + 2,95 pg/g SvT) i neohloregenu kiselinu [5-O-CQ]J (1,23 £ 1 pg/g SvT). | za
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Rezultati

ova jedinjenja najvece vrednosti su zabelezene u populaciji sa Zlatarskog jezera (4,77 + 3,06 pug/g
SvT, odnosno 1,81 + 1,44 ng/g SvT). Koli¢ina ovih jedinjenja u ekstraktima plodova jedinki iz
populacija sa Avale i Ozrena su medusobno sli¢ne (Q-3-O-Rut 3,34 + 1,44 pg/g SvT, odnosno
2,94 + 2,01 pg/g SvT; 5-O-CQ 0,94 £ 0,66 ng/g SvT, odnosno 0,95 + 0,44 ng/g SvT).
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Slika 50. Sadrzaj (ug) kvercetin-3-O-ramnozida (Q-3-O-Rha), kvercetin-3-O-galaktozida (Q-3-O-
Gal), kvercetin-3-O-glukuronida (Q-3-O-GIcA), kvercetin-3-O-glukozida (Q-3-O-Glc),
kvercetin-3-O-rutinozida (Q-3-O-Rut) i neohlorogene kiseline (5-O-CQ) u metanolnim
ekstraktima svezih plodova (g) pojedina¢nih uzoraka R. canina sa Avale, Zlatarskog jezera i
Ozrena
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Rezultati

Relativni odnos (procentualno ucesce) sadrzaja svih analiziranih jedinjenja u plodovima R. canina

pokazuje izvesne razlike medu analiziranim populacijama (Slika 51). Uzorci iz populacija sa Avale

.....

procentualnog uceséa kvercetin-galktozida i glukozida, a povecanje uc¢es¢a ramnozida.
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Slika 51. Relativni odnos (procentualno ucesce) sadrzaja Sest fenolnih jedinjenja u uzorcima iz
tri populacije R. canina

4.3.2. SadrzZaj odabranih fenolnih jedinjenja kod vrste Craetegus monogyna u odnosu na
lokalitet

Kvalitativna analiza odabranih fenolnih jedinjenja dokazala je prisustvo pet jedinjenja u svim
uzorcima vrste C. monogyna, dok je kvercetin-3-O-glukuronid detektovan u samo 10 (od ukupno
30) uzoraka. Hromatograf za standardne rastvore i reprezentativni hromatogram metanolnih
ekstrakta plodova C. monogyna prikazani su na slikama 52a i 52b).
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Slika 52a. Hromatogram za standardne rastvore Sest ispitivanih jedinjenja (u koncentraciji 2,5
pg/mL): (1) 5-O- CQ 0,76 min; (2) Q-3-O-GIcA 1,94 min; (3) Q-3-O-Gal 2,0 min; (4) Q-3-O-Rut
2,04 min; (5) Q-3-O-Glc 2,08 min; (6) Q-3-O-Rha 2,59 min.
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Slika 52b. Reprezentativni hromatogram ekstrakta plodova C. monogyna (uzorak br. 016; 100,7
mg svezeg uzorka/mL 70% MeOH, rastvoreno 4x u mobilnoj fazi (25,2 mg/mL)): (1) 5-O-CQ
0,75 min; (3) Q-3-O-Gal 1,99 min; (4) Q-3-O-Rut 2,01 min; Q-3-O-Glc 2,06 min; (6) Q-3-O-Rha
2,58 min.

Kvantitativni skrining odabranih fenolnih komponenti ekstrakata ploda C. monogyna potvrdio je
prisustvo pet jedinjenja u slede¢em redosledu: Q-3-O-Gal (335,41 £204,95 nug/g SvT), Q-3-O-Glc
(200,43 + 202,39 pg/g SvT), Q-3-O-Rut (27,54 + 34,36 pg/g SvT), 5-0-CQ (7,58 + 8,27 ug/g
SvT) i Q-3-O-Rha (0,08 £ 0,11 pg/g SvT), dok je Q-3-O-GlIcA bio zabelezen samo u uzorcima sa

lokaliteta Ozren, ali u koli¢inama nedovoljnim za kvantifikaciju (Slika 53).
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Rezultati

Najveca koli¢ina kvercetin-galaktozida je prisutna u ekstraktima plodova jedinki u populaciji sa
Avale (467,18 +£203,06 ng/g SvT). Nize vrednosti su detektovane u populaciji sa Zlatarskog jezera
(345,23 £176,51 pg/g SvT), a najniZe u populaciji sa Ozrena (193,83 + 145,88 pg/g SvT). Sledece
jedinjenje po kvantitativnom sadrzaju, kvercetin-glukozid, najvise vrednosti ima u populaciji sa
Avale (345,23 + 176,51 pg/g SvT). Relativno visoke vrednosti detektovane su 1 u populaciji sa
Zlatarskog jezera (195,56 + 125,93 pg/g SvT), a najnize u populaciji sa Ozrena (77,24 + 63,67
png/g SvT).

U odnosu na ova dva derivata kvercetina, sva ostala ispitivana jedinjenja se karakteriSu znatno
manjom koli¢inom u uzorcima sa sva tri lokaliteta. Sadrzaj kvercetin-rutinozida je najveci (mada
1 veoma varijabilan) u populaciji sa Avale (48,52 + 50,38 pg/g SvT), nizi u populaciji sa Ozrena
(23,92 £ 16,95 pg/g SvT), a najnizi u populaciji sa Zlatarskog jezera (10,19 £ 11,91 pg/g SvT).
Neohlorogena kiselina je najzastupljenija u ekstraktima plodova jedinki iz populacije sa Zlatarskog
jezera (9,6 = 9,48 ng/g SvT), nize vrednosti su detektovane u populaciji sa Avale (7,39 + 6,88ug/g
SvT), a najnize u populaciji sa Ozrena (5,76 = 8,66 ug/g SvT).

Rezultati pokazuju da je kvercetin-rutinozid prisutan u vrlo malim koli¢inama u sve tri ispitivane
populacije, (Avala 0,14 + 0,13 pg/g SvT; Ozren 0,06 + 0,1 pug/g SvT; Zlatarsko jezero 0,04 + 0,05
pg/g SvT), dok je kvercetin-glukuronid detektovan samo u uzorcima sa Ozrena, ali u koli¢inama

koje nisu dovoljne za kvantifikaciju.
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Slika 53. Sadrzaj (ug) kvercetin-3-O-galaktozida (Q-3-O-Gal), kvercetin-3-O-glukozida (Q-3-O-
Glc), kvercetin-3-O-rutinozida (Q-3-O-Rut), neohlorogene kiseline (5-O-CQ), kvercetin-3-O-
ramnozida (Q-3-O-Rha) i kvercetin-3-O-glukuronida (Q-3-O-GIcA) u metanolnim ekstraktima
svezih plodova (g) pojedinac¢nih uzoraka belog gloga (C. monogyna) sa Avale, Zlatarskog jezera i

Ozrena

procentualno uéesce (%)
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Slika 54. Relativni odnos (procentualno ucesce) sadrzaja Sest fenolnih jedinjenja u uzorcima iz

tri populacije C. monogyna
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Rezultati

Relativni odnos (procentualno uceSc¢e) sadrzaja svih analiziranih jedinjenja u plodovima C.
monogyna je relativno sli¢an medu analiziranim populacijama (Slika 54). Razlike koje se mogu
uociti izmedu uzoraka iz populacija sa Avale i Ozrena su povecavanje procentualnog ucesca
kvercetin-galaktozida, a smanjenje procentualnog uc¢esca glukozida, kao i znacajno manje ucescée

kvercetin-rutinozida u uzorcima sa Zlatarskog jezera.

4.3.3. Sadrzaj odabranih fenolnih jedinjenja kod vrste Prunus spinosa u odnosu na lokalitet

Kvalitativna analiza odabranih fenolnih jedinjenja u uzorcima vrste P. spinosa pokazala je da samo
kvercetin-3-O-glukuronid nije detektiovan, dok su sva ostala ispitivana jedinjenja prisutna.
Hromatograf za standardne rastvore i reprezentativni hromatogram metanolnih ekstrakta plodova

trnjine prikazani su na slikama 55a i 55b).
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Slika 55a. Hromatogram za standardne rastvore Sest ispitivanih jedinjenja (u koncentraciji 2,5
ug/mL): (1) 5-O- CQ 1,06 min; (2) Q-3-O-GlIcA 3,01 min; (3) Q-3-O-Gal 3,08 min; (4) Q-3-O-
Rut 3,12 min; (5) Q-3-O-Glc 3,13 min; (6) Q-3-O-Rha 3,69 min.
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Slika 55b. Reprezentativni hromatogram ekstrakta plodova P. spinosa (uzorak br. 107; 100,8 mg
svezeg uzorka/mL 70% MeOH): (1) 5-O- CQ 1,10 min; (3) Q-3-O-Gal 3,28 min; (4) Q-3-O-Rut
3,29 min; (5) Q-3-0O-Glc 3,32 min; (6) Q-3-0-Rha 3,86 min.

Kvantitativna analiza ekstrakata plodova vrste P. spinosa (Slika 56) pokazuje da se od svih
ispitivanih jedinjenja po koli¢ini izdvajaju kvercetin-rutinozid [Q-3-O-Rut] (55,92 + 37,99 ug/g
SvT) i kvercetin-ramnozid [Q-3-O-Rha] (51,20 + 42,56 pg/g SvT). Najveée vrednosti kvercetin-
rutinozida detektovane su u populaciji sa Zlatarskog jezera (71,5 + 58,68 pg/g SvT), za njima sledi
populacija sa Ozrena (55,25 + 12,49 png/g SvT), a najmanje su u populaciji sa Avale (41 = 23,12
ng/g SvT). Najveca, istovremeno i najvarijabilnija, koli¢ina kvercetin-ramnozida u ekstraktima
plodova trnjine detektovana je u populaciji sa Zlatarskog jezera (68,96 + 62,65 pg/g SvT), za njom
sledi populacija sa Ozrena (43,65 + 15,35 ug/g SvT), a najnize vrednosti su u populaciji sa Avale
(40,99 + 33,88 ng/g SvT).

Rezultati pokazuju da su sli¢ne koli¢ine detektovane za kvercetin-glukozid [Q-3-O-Glc] (12,47 +
6,14 ng/g SvT) i kvercetin-galaktozoid [Q-3-O-Gal] (9,61 + 7,02 ug/g SvT). Najveéa koli¢ina
kvercetin-glukozida detektovana je u populaciji sa Zlatarskog jezera (13,45 £ 7,02 pg/g SvT),
nesto manja u populaciji sa Ozrena (12,52 + 5,29 pg/g SvT) i najmanja u populaciji sa Avale
(11,45 £ 6,49 ng/g SvT). U pogledu kvercetin-galaktozida veoma sli¢na koli¢ina detektovana je u
populaciji sa Avale (10,52 + 7,93 nug/g SvT) 1 sa Ozrena (10,17 + 6,3 pg/g SvT), a najmanja u
populaciji sa Zlatarskog jezera (8,14 + 7,25 pg/g SvT). Detektovane koli¢ine neohlorogene

kiseline su bile male u sve tri ispitivane populacije (Zlatarsko jezero 1,81 = 1,44 pug/g SvT; Ozren
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0,95 + 0,44 ng/g SvT; Avala 0,94 + 0,66 pg/g SvT). Kvercetin-glukuronid nije detektovan u

ekstraktima plodova trnjine.
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Slika 56. Sadrzaj (ug) kvercetin-3-O-rutinozida (Q-3-O-Rut), kvercetin-3-O-ramnozida (Q-3-O-
Rha), kvercetin-3-O-glukozida (Q-3-O-Glc), kvercetin-3-O-galaktozida (Q-3-O-Gal),
neohlorogene kiseline (5-O-CQ) i kvercetin-3-O-glukuronida (Q-3-O-GIcA) u metanolnim
ekstraktima svezih plodova (g) pojedina¢nih uzoraka trnjine (P. spinosa) sa Avale, Zlatarskog
jezera i Ozrena

Relativni odnos (procentualno uéesée) sadrzaja svih analiziranih jedinjenja u plodovima P. spinosa
je relativno sli¢an medu analiziranim populacijama (Slika 57). Kao i kod vtste C. monogyna,

razlike koje se mogu uociti izmedu uzoraka sa Avale i Ozrena su povecavanje procentualnog
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ucesca kvercetin- galaktozida, a smanjenje procentualnog ucescéa glukozida, kao 1 znacajno manje

ucesce kvercetin-rutinozida u uzorcima sa Zlatarskog jezera.
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4.3.4. SadrZaj odabranih fenolnih jedinjenja kod vrste Cornus mas u odnosu na lokalitet

Kvalitativna analiza odabranih fenolnih jedinjenja dokazala je prisustvo pet ispitivanih jedinjenja
u svim uzorcima drena, dok je kvercetin-3-O-ramnozid detektovan u 20 (od ukupno 30) uzoraka.
Hromatograf za standardne rastvore i reprezentativni hromatogram metanolnih ekstrakta plodova
C. mas prikazani su na slikama 58a i 58b.
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Slika 58a. Hromatogram za standardne rastvore Sest ispitivanih jedinjenja (u koncentraciji 2,5
pug/mL): (1) 5-O- CQ 1,08 min; (2) Q-3-O-GlcA 3,12 min; (3) Q-3-O-Gal 3,19 min; (4) Q-3-O-
Rut 3,23 min; (5) Q-3-O-Glc 3,25 min; (6) Q-3-O-Rha 3,80 min.
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Slika 58b. Reprezentativni hromatogram ekstrakta plodova C. mas (uzorak br. 066; 100,1 mg
svezeg uzorka/mL 70% MeOH): (1) 5-O- CQ 1,13 min; (2) Q-3-O-GlIcA 3,20 min; (3) Q-3-O-Gal
3,28 min; (4) Q-3-0O-Rut 3,35 min; (5) Q-3-O-Glc 3,36 min.

Kvantitativna analiza odabranih fenolnih jedinjenja u ekstraktima plodova drena pokazala je da je
kvercetin-galaktozid prisutan u najvecoj koli¢ini (81,14 + 94,95 pg/g SvT) (Slika 59). Velika
varijabilnost u koli¢ini ovog jedinjenja rezultat je razlika koje postoje izmedu istrazivanih
populacija, kao i unutar samih pupulacija. Najvece vrednosti kvercetin-glukuronida [Q-3-O-GIcA]
detektovane su u plodovima jedinki koje pripadaju populaciji sa Zlatarskog jezera (121,35 + 99,18
pg/g SvT). NeSto manje vrednosti su zabeleZene u populaciji sa Ozrena (117,61 £96,98 pg/g SvT),
dok su vrednosti u populaciji sa Avale viSestruko manje (4,45 = 1,5 pg/g SvT).

Neohlorogena kiselina (22,05 + 14,85 pg/g SvT) detektovana je u svim analiziranim uzorcima.
Koli¢ina i ovog jedinjenja je najveca je u uzorcima sa Zlatarskog jezera (81,14 + 94,95 pg/g SvT),
za njom slede uzorci sa Ozrena (25,34 + 9,73 pg/g SvT), a najmanja u uzorcima sa Avale (9,98 +

8,33 nug/g SvT).

Veoma sli¢ne vrednosti detektovane su za kvercetin-galaktozoid [Q-3-O-Gal] (5,67 + 4,09 ug/g
SvT), kvercetin-rutinozid [Q-3-O-Rut] (5,33 £ 4,31 ug/g SvT) i kvercetin-glukozid [Q-3-O-Glc]
(4,29 £ 3,03 pg/g SvT). Kvercetin-galaktozida ima najvise u uzorcima sa Zlatarskog jezera (7,35
+ 4,66 pg/g SvT), slede uzorci sa Ozrena (6,64 + 3,85 pg/g SvT), a najmanje u uzorcima sa Avale
(3,01 = 2,3 pg/g SvT). ) Utvrdene koli¢ine za kvercetin-rutinozid su veoma sli¢ne za sve tri
ispitivana populacije (Zlatarsko jezero 7,39 + 5,09 ng/g SvT; Ozren 6,72 + 3,59 pg/g SvT; Avala
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5,33 £4,31 pg/g SvT). Koli¢ine kvercetin-glukozida su veoma sli¢ne u uzorcima sa Zlatarskog

jezera (5,61 + 3,73ug/g SvT) i Ozrena (5,38 + 2,1 pg/g SvT), dok su u uzorcima sa Avale

detektovane manje koli¢ine (1,89 + 1,28 pg/g SvT).

Kvantitativna analiza je pokazala da je kvercetin-ramnozid [Q-3-O-Rha] prisutan u ispitivanim

uzorcima u veoma maloj koli¢ini (0,05 = 0,11 pg/g SvT). Ovo jedinjenje nije detektovano u

uzorcima sa Avale, dok u nekim uzorcima sa Zlatarskog jezera i Ozrena njihova koli¢ina nije bila

dovoljna za kvantifikaciju.
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Slika 59. Sadrzaj (ug) kvercetin-3-O-glukuronida (Q-3-O-GlIcA), neohlorogene kiseline (5-O-
CQ), kvercetin-3-0-galaktozida (Q-3-O-Gal), kvercetin-3-O-rutinozida (Q-3-O-Rut), kvercetin-3-
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O-glukozida (Q-3-O-Glc) i1 kvercetin-3-O-ramnozida (Q-3-O-Rha) u metanolnim ekstraktima
svezih plodova (g) pojedina¢nih uzoraka drena (C. mas) sa Avale, Zlatarskog jezera i Ozrena

Relativni odnos (procentualno uc¢esée) sadrzaja svih analiziranih jedinjenja u plodovima C. mas
pokazuje relativno velike razlike medu analiziranim populacijama (Slika 60). Uzorci iz populacija
sa Zlatarskog jezera i Ozrena su medusobno vrlo sli¢ni, dok je kod uzoraka sa Avale uocljivo

povecanje procentualnog ucesca neohlorogene kiseline 1 kvercetin-galaktozida, a znacajno

smanjenje ucesc¢a kvercetin-glukonorida.
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Slika 60. Relativni odnos (procentualno ucesce) sadrzaja Sest fenolnih jedinjenja u uzorcima iz
tri populacije C. mas

4.3.5. Sadrzaj odabranih fenolnih jedinjenja kod vrste Cornus sanguinea u odnosu na
lokalitet

Kvalitativna analiza neohlorogene kiseline i pet derivata kvercetina dokazala je prisustvo ovih
jedinjenja u svim uzorcima sviba. Hromatograf za standardne rastvore i reprezentativni

hromatogram metanolnih ekstrakta plodova C. sanguinea prikazani su na slikama 61a i 61b.
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Slika 6la. Hromatogram za standardne rastvore Sest ispitivanih jedinjenja (u koncentraciji 2,5
ug/mL): (1) 5-O-CQ 1,06 min; (2) Q-3-O-GIcA 3,01 min; (3) Q-3-O-Gal 3,08 min; (4) Q-3-O-Rut
3,12 min; (5) Q-3-O-Glc 3,13 min; (6) Q-3-O-Rha 3,69 min.

%10 4 -ESIMRM Frag=190.0V CID@27.0 (447.0000 ->300.0000) 048_20x_|.d
24

1.8+

1.6

1.4

1.2

14

0.8

0.6

0.4+

0.2 1

0

T T
04 06 08

T T T T T T T T T T T T T T
1 12 1.4 16 18 2 22 24 26 28 3 32 34 36 38 4 42 44
Counts vs. Acquisition Time (min)

Slika 61b. Reprezentativni hromatogram ekstrakta plodova C. sanguinea (uzorak br. 048; 99,0 mg
svezeg uzorka/mL 70% MeOH, rastvoreno 20x u mobilnoj fazi (5 mg/mL)): (1) 5-O-CQ 1,06 min;
(2) Q-3-O-GlcA 3,01 min; (3) Q-3-O-Gal 3,11 min; (4) Q-3-O-Rut 3,13 min; (5) Q-3-O-Glc 3,17
min; (6) Q-3-O-Rha 3,71 min.

Kvantitativna analiza je pokazada da je u ekstraktima plodova sviba (Slika 62) kvercetin-

glukuronid prisutan u najvec¢oj koli¢ini u odnosu na ostala istrazivana fenolna jedinjenja (989,5 +

342,62 pg/g SvT). Visoke vrednosti kvercetin-glukuronida detektovane su u sve tri proucavane
populacije (Zlatarsko jezero 1090,82 & 383,02 ng/g SvT; Ozren 988,39 + 327,31 ng/g SvT; Avala
868,29 + 311,21 ng/g SvT).
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U ispitivanim uzorcima utvrdene su sli¢ne koli¢ine kvercetin-glukozida (320,81 + 251,43 pg/g
SvT) i kvercetin-galaktozida (264,77 + 275,02 ug/g SvT). Najveca koli¢ina kvercetin-glukozida
detektovana je u plodovima jedinki iz populacije sa Zlatarskog jezera (390,27 + 311,62 ng/g SvT),
nesto manja u populaciji sa Ozrena (374,24 + 232,71 pg/g SvT), a najmanja u populaciji sa Avale
(197,91 £+ 164,7 ug/g SvT). Najveca koli¢ina kvercetin-galaktozida detektovana je u plodovima
jedinki iz populacije sa Zlatarskog jezera (333,08 + 327,71 nug/g SvT), neSto manja u populaciji sa
Ozrena (309,52 + 294,72 ng/g SvT), a najmanja u populaciji sa Avale (151,71 £ 166,87 pg/g SvT).

Koli¢ina kvercetin-rutinozida u ukupnom uzorku iznosila je 42,12 + 27,33 pg/g SvT, pri ¢emu su
najvece vrednosti detektovane u uzorcima sa Zlatarskog jezera (54,56 + 31,25 ng/g SvT), nesto
manje u uzorcima sa Ozrena (51,07 £ 17,53 ug/g SvT), a najmanje u uzorcima na Avali (20,72 +
18,77 ng/g SvT). I neohlorogena kiselina (5,76 = 4,76 pg/g SvT) je prisutna u svim analiziranim
uzorcima. NajviSe vrednosti detektovane u uzorcima sa Zlatarskog jezera (7,05 = 5,1 ug/g SvT),
nesto manje u uzorcima sa Ozrena (5,79 + 3 pg/g SvT), a najmanje u uzorcima na Avali (4,44 +
5,86ug/g SvT). Kvercetin-ramnozid je bio najmanje zastupljen u zbirnom uzorku sviba (0,25 +
0,25 ng/g SvT). Male koli¢ine ovog jedinjenja detektovane su u sve tri proucavane populacije

(Zlatarsko jezero 0,2 + 0,31 pg/g SvT; Ozren 0,29 + 0,3 pg/g SvT; Avala 0,17 £ 0,09 ug/g SvT).
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Slika 62. Sadrzaj (ng) kvercetin-3-O-glukuronida (Q-3-O-GIcA), kvercetin-3-O-glukozida (Q-3-
O-Glc), kvercetin-3-O-galaktozida (Q-3-O-Gal), kvercetin-3-O-rutinozida (Q-3-O-Rut),
neohlorogene kiseline (5-O-CQ) i kvercetin-3-O-ramnozida (Q-3-O-Rha) u metanolnim
ekstraktima svezih plodova (g) pojedinac¢nih uzoraka sviba (C. sanguinea) sa Avale, Zlatarskog
jezera i Ozrena

Relativni odnos (procentualno uc¢esée) sadrzaja svih analiziranih jedinjenja u plodovima C. mas
pokazuje da je u sve tri populacije kvercetin-glukonorid dominantno prisutan, ali se mogu uociti i
izvesne razlike medu analiziranim populacijama (Sika 63). Uzorci iz populacija sa Zlatarskog
jezera i Ozrena su medusobno vrlo sli¢ni, dok je u odnosu na njih kod uzoraka sa Avale uocljivo
povecanje procentualnog ucesca i kvercetin-galaktozida i glukozida, a znaCajno smanjenje ucesca

neohlorogene kiseline.
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Slika 63. Relativni odnos (procentualno ucesée) sadrzaja Sest fenolnih jedinjenja u uzorcima iz
tri populacije C. mas

4.4. Korelaciona analiza sadrZaja odabranih fenolnih jedinjenja

Sastav i sadrzaj sekundarnih metabolita u jedinkama koje rastu i razvijaju se u okviru prirodnih
populacija zavisi od brojnih faktora, donekle od unutrasnjih, ali pre svega od brojnih sredinskih
faktora koji prostorno i vremenski mogu da variraju u velikom stepenu. lako su jedinke sa kojih
su uzimani uzorci za analizu pripadale geografski udaljenim populacijama, koriste¢i podatke o
kvantitativnom sadrzaju za sva analizirana jedinjenja napravljena je korelaciona matrica (izracunat
Pearson-ov koeficijent linearne korelacije), kako bi se utvrdilo koja jedinjenja su najvise korelisana

i da li postoje razlike u stepenu zavisnosti u odnosu na populaciju i vrstu.

4.4.1. Korelaciona analiza sadrZaja odabranih fenolnih jedinjenja kod vrste R. canina u

odnosu na populaciju iz koje su uzimani uzorci

Rezultati korelacione analize sadrzaja odabranih fenolnih jedinjenja uzoraka sa Avale i Zlatarskog
jezera pokazuju da statisti¢ki znacajna korelacija (r = 0,82; p <0,05) postoji samo izmedu sadrzaja
kvercetin-3-O-rutinozida (Q-3-O-Rut) kod uzoraka sa Avale i neohlorogene kiseline (5-O-CQ)

kod uzoraka sa Zlatarskog jezera (slika 64).
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Slika 64. Korelaciona analiza sadrZaja
odabranih fenolnih jedinjenja uzoraka R.
canina sa Avale (A) i Zlatarskog jezera
(2); za signifikantne korelacije (p<0,05)
prikazan je Pirsonov koeficijent linearne
korelacije (r)

5-0-CQ (2)

Q-3-0-Rut (A)

Korelaciona analiza uzoraka sa Avale i Ozrena (slika 65) pokazuje da postoji statisti¢ki znacajna
korelacija (r = 0,66) izmedu sadrzaja Q-3-O-Rut (Avala) i 5-O-CQ (Ozren).
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Slika 65. Korelaciona analiza sadrzaja
odabranih fenolnih jedinjenja uzoraka
s 1. R. canina sa Avale (A) i Ozrena (O); za
§ N N T signifikantne  korelacije  (p<0,05)
2 prikazan je Pirsonov koeficijent
linearne korelacije (r)

Q-3-0-Rut (A)

Korelaciona analiza uzoraka sa Zlatarskog jezera i Ozrena (Slika 66) pokazuje da statisticki
znacajna korelacija (r = 0,91) postoji samo za sadrzaj neohlorogene kiseline (5-O-CQ) u

plodovima jedinki iz obe populacije.
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4.4.2. Korelaciona analiza sadrZaja odabranih fenolnih jedinjenja kod vrste C. monogyna u

odnosu na populaciju iz koje su uzimani uzorci

Rezultati korelacione analize sadrzaja odabranih fenolnih jedinjenja uzoraka sa Avale i Zlatarskog
jezera pokazuju da su koeficijenti korelacije prili¢no niski i da ne postoji statisticki znacajna

korelacija izmedu ispitivanih jedinjenja. Korelaciona analiza uzoraka sa Avale i Ozrena (Slika 67)
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Rezultati

pokazuje da postoji vise statistiCki znacajnih korelacija: izmedu sadrzaja Q-3-O-Rut u uzorcima
sa Ozrena i 5-O-CQ u uzorcima sa Avale (r = 0,71), Q-3-O-Rut u uzorcima iz obe populacije (r =
0,66),kao i Q-3-O-Rut (O) i Q-3-O-Glc (A) (r=0,67).
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r=0,673; p=0,033
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Slika 67.

Korelaciona analiza

sadrzaja

odabranih fenolnih jedinjenja uzoraka C.
monogyna sa Avale (A) i Ozrena (O); za
signifikantne korelacije (p<0,05) prikazan je
Pirsonov koeficijent linearne korelacije (r)

Korelaciona analiza uzoraka sa Zlatarskog jezera i Ozrena (Slika 68) pokazuje da statisti¢ki

znacajna korelacija postoji za sadrzaj 5-O-CQ u plodovima jedinki iz obe populacije (r = 0,97),

kao i za 5-O-CQ u uzorcima sa Zlatarskog jezera i Q-3-O-Rut u uzorcima sa Ozrena (r = 0,77).
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Rezultati

r =0,969; p = 0,000 r=0,765; p=0,010
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Slika 68. Korelaciona analiza sadrzaja odabranih fenolnih jedinjenja uzoraka C. monogyna sa
Zlatarskog jezera (Z) i Ozrena (O); za signifikantne korelacije (p<0,05) prikazan je Pirsonov
koeficijent linearne korelacije (r)

4.4.3. Korelaciona analiza sadrzaja odabranih fenolnih jedinjenja kod vrste P. spinosa u

odnosu na populaciju iz koje su uzimani uzorci

Rezultati korelacione analize uzoraka sa Avale i Zlatarskog jezera (Slika 69) pokazuju da
statisticki znacajna korelacija (r = 0,69) postoji samo izmedu sadrzaja Q-3-O-Rut (A) i Q-3-O-Gal
(2).

r=0,694; p =0,026

® Slika 69. Korelaciona analiza sadrzaja
- . odabranih fenolnih jedinjenja uzoraka P.
% g spinosa sa Avale (A) i Zlatarskog jezera (Z);
. za signifikantne korelacije (p<0,05) prikazan
o ’ = je Pirsonov koeficijent linearne korelacije (r)
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Korelaciona analiza uzoraka sa Avale i Ozrena (Slika 70) pokazuje da statisticki znacajna
korelacija postoji zmedu sadrzaja 5-O-CQ (A) i Q-3-O-Gal (O) (r = 0,69), kao i izmedu 5-O-CQ
(A) i1 Q-3-0-Glc (O) (r=0,66).

r=0,694; p=0,026 r=0,665; p=0,036

Q-3-0-Gal ()
Q-3-0-Glc (0)

5-0-CQ (A) 5-0-CQ (A)

97



Rezultati

5:0-CQ (A) Q-3-0-Gal (A) | [ Q-3-0Rut(A) | [ Q-3-0-Glc (A) | [ Q-3-O-Rha (A)
IIII III,,II,I IIIIII III,II,II IIIIII
5-0-CQ (0) o ° ° o °
II \o\:\\\\\\ : @ ° 00® _° | oo ° e° | o: 8
III,,,I °o ¢ ° ° ° : o °° ¢ ° : °o °
Q-3-0-Gal (0) 0 ’ ° . .
0% ° ° e ° o ° ° ° e ° °e °
° \\\\7\0\\0\ ° / )
777..'.. ®° ° 8 o 0% o° °q o ® o
-3-O-Rut (O ° ° ° ° °
Q ( ) / ° . ° R ° R ° ° o/oo
g8 ° ° % oo ° o “\9\ 00 &
III__IIII . o o o o
Q-3-0-Glc (0) o © ° o° ° S ° 0 ° ° o, ° °
° o o °
o o N ° | e 0
I I L) ° ¢ ® %o ¢ °@ %o
NEND_RER . o o o .
-3-0-Rha (O ° ° ° °
Q ( ) ° % % o Py ° o, o ° o 4 o °o: °
° o ° ———— o |
I II ° o ° ° °
Il Nl | |- o o o o o o o o

Slika 70. Korelaciona analiza sadrzaja odabranih fenolnih jedinjenja uzoraka P. spinosa sa Avale
(A) i Ozrena (0); za signifikantne korelacije (p<0,05) prikazan je Pirsonov koeficijent linearne
korelacije (r)

Rezultati korelacione analize sadrzaja odabranih fenolnih jedinjenja uzoraka sa Zlatarskog jezera
i Ozrena (Slika 71) pokazuju da statisti¢ki znacajna korelacija postoji za sadrzaj 5-O-CQ u
jedinkama iz obe populacije (r=0,69), kao i za sadrzaj Q-3-O-Gal u uzorcima sa Zlatarskog jezera

i 5-O-CQ u uzorcima sa Ozrena (r = 0,65).
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Slika 71. Korelaciona analiza sadrzaja odabranih fenolnih jedinjenja uzoraka P. spinosa sa
Zlatarskog jezera (Z) i Ozrena (O)
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Rezultati

4.4.4. Korelaciona analiza sadrZaja odabranih fenolnih jedinjenja kod vrste C. mas u odnosu

na populaciju iz koje su uzimani uzorci

Korelaciona analiza sadrzaja odabranih fenolnih jedinjenja uzoraka vrste C. mas sa Avale i
Zlatarskog jezera, kao 1 sa Avale i Ozrena pokazuje da ne postoji statisticki znacajna korelacija
izmedu ispitivanih jedinjenja. Nasuprot tome, postoji 20 statisticki znacajnih korelacija (Pirson-ov
koefijent korelacije se kretao u rasponu od 0,63 do 0,96; p<0,05) sadrzaja odabranih fenolnih
jedinjenja izmedu uzoraka sa Zlatarskog jezera i Ozrena (Slika 72). Posebno se izdvaja kvercetin

glukozid u uzorcima sa Zlatarskog jezera ¢iji je sadrzaj korelisan sa sadrzajim svih Sest ispitavanih

jedinjenja u uzorcima sa Ozrena.
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Slika 72. Korelaciona analiza* sadrzaja odabranih fenolnih jedinjenja uzoraka C. mas sa
Zlatarskog jezera (Z) i Ozrena (O)
*(grafici su osenceni za statisticki znacajne korelacije; p < 0,05)
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Rezultati

4.4.5. Korelaciona analiza sadrZaja odabranih fenolnih jedinjenja kod vrste C. sanguinea u

odnosu na populaciju iz koje su uzimani uzorci

Isto kao i kod vrste C. mas, korelaciona analiza sadrZaja analiziranih jedinjenja u uzorcima vrste
C. sanguinea sa Avale i Zlatarskog jezera, kao i sa Avale i Ozrena pokazuju da ne postoji statisticki
znacajna korelacija izmedu sadrzaja ispitivanih jedinjenja. Nasuprot tome, uporedujuci uzorke sa
Zlatarskog jezera 1 Ozrena, korelacija izmedu sadrZaja vecine analiziranih jedinjenja je statisticki
znacajna (Pirsonov koefijent korelacije se kretao od 0,64 do 0,98) (Slika 73). Stepen korelacije je
naizrazeniji kod kvercetin-glukonorida u uzocima sa Zlatarskog jezera (znacajno je korelisan je sa

svim analiziranim jedinjenjima u uzorcima sa Ozrena).
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Slika 73. Korelaciona analiza* sadrzaja odabranih fenolnih jedinjenja uzoraka C. sanguinea sa
Zlatarskog jezera (Z) i Ozrena (O)
*(grafici su osenceni za statisticki znacajne korelacije; p < 0,05)
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Rezultati

4.4.6. Korelaciona analiza sadrZaja odabranih fenolnih jedinjenja u uzorcima R. canina, C.

monogyna i P. spinosa (fam. Rosacae)

Rezultati korelacione analize sadrzaja analiziranih fenolnih jedinjenja uzoraka R. canina (Rc) i C.

monogyna (Cm) pokazuju da statisticki znacajna korelacija postoji za sadrzaje 5-O-CQ u uzorcima
od obe vrste (r=0,63) (Slika 74).
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Slika 74. Korelaciona analiza* sadrzaja odabranih fenolnih jedinjenja uzoraka vrste R. canina (Rc)

i C. monogyna (Cm) *(grafici su osenceni za statisticki znacajne korelacije; p < 0,05)
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Rezultati

Korelaciona analiza sadrzaja analiziranih fenolnih jedinjenja uzoraka R. canina (Rc) i P. spinosa
(Ps) pokazuju da je sadrzaj 5-O-CQ (Rc) statisticki zna¢ajno korelisan sa (PS) sadrzajem Q-3-O-
Gal (r=0,45), Q-3-O-Rut (r=0,73) i Q-3-O-Glc (r=0,37). Takode je utvrdeno da je (PS) sadrzaj Q-
3-O-Rut korelisan sa (Rc) sadrzajem Q-3-O-Rut (r=0,56), Q-3-O-Glc (r=0,39) i Q-3-O-Rha (r =
0,61) (Slika 75).
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Slika 75. Korelaciona analiza* sadrzaja odabranih fenolnih jedinjenja uzoraka vrste R. canina (Rc)
i P. spinosa (Ps) *(grafici su osenceni za statisticki znacajne korelacije; p <0,05)

Korelaciona analiza sadrzaja analiziranih fenolnih jedinjenja uzoraka C. monogyna i P. spinosa

pokazuje da ne postoji statisticki znacajna korelacija izmedu ispitivanih jedinjenja.
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4.4.7. Korelaciona analiza sadrZaja odabranih fenolnih jedinjenja u uzorcima C. masi C.

sanguinea (fam. Cornaceae)

Korelaciona analiza sadrZaja analiziranih fenolnih jedinjenja uzoraka C. mas (Cm) i C. sanguinea
(Cs) pokazuju da statisticki znacajna korelacija postoji za (Cs) sadrzaj 5-O-CQ i (Cm) sadrzaj 5-
0O-CQ (r = 0,40), Q-3-O-Gal (r = 0,48) i Q-3-O-Glc (r = 0,50) (Slika 76).
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Slika 76. Korelaciona analiza* sadrzaja odabranih fenolnih jedinjenja uzoraka vrste C. mas (Cm)
i C. sanguinea (Cs) *(grafici su osenceni za statisticki znacajne korelacije; p <0,05)
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4.5. Varijabilnost sadrZaja odabranih fenolnih jedinjenja kod ispitivanih vrsta

Dobijeni rezultati pokazuju da je ukupna koli¢ina odabranih fenolnih jedinjenja u plodovima
ispitivanih vrsta, iako u apsolutnim iznosima mala, veoma varijabilna. Kvantifikacija odredenih
tipova sekundarnih metabolita kod razli€itih biljaka pruza moguénost da se da se utvrdi hemijska
distanca izmedu razli¢itih vrsta i populacija, da se proceni adaptivni odgovor ispitivanih biljnih
vrsta u odnosu na odredene ekoloske faktore u razli¢itim staniStima i njihov adaptivni potencijal.
Podaci dobijeni u kvantitativnoj analizi sadrzaja odabranih fenolnih jedinjenja kod pet ispitivanih
drvenastih vrsta Sumskog samoniklog voca koriS¢eni su u obradi koja obuhvata upotrebu
statistickih procedura i multivarijantnih statistickih analiza kojima se razdvajaju grupe, utvrduje
stepen varijabilnosti 1 procenjuje uticaj pojedinih komponenti na distinkciju (stepen razlicitosti)
izmedu njih. lako, teoretski, u fitohemijskim studijama svaki od analiziranih metabolita moze biti
koriS¢en za diskriminaciju izmedu razli¢itih grupa (isptivanih vrsta i njihovih populacija), oni
svakako nisu podjednako relevantni, tako da je multivarijantna statisticka analiza kori$¢ena da bi
se za svaku ispitivanu vrstu odredila najrelevantnija varijabla, odnosno dominantni faktor

razdvajanja grupa kao mogu¢i indikator za razli¢ite adaptivne strategije.

4.5.1. Varijabilnost sadrZaja odabranih fenolnih jedinjenja u plodovima R. canina

Osnovni pokazatelji deskriptivne statistike (srednje vrednosti, standardne devijacije, medijane,
interkvartalne razlike, minimalne i maksimalne vrednosti) sadrzaja Sest odabranih fenolnih
jedinjenja (oznacenih kao svojstvo) u analiziranim plodovima kod jedinki iz tri populacije R.
canina prikazani su u Tabeli 3. Analizom podataka utvrdeno je da 13 od ukupno 180 dobijenih
rezultata za vrstu R. canina (7,2%) predstavlja autlajere koji su u daljoj analizi glavnih komponenti

(PCA) tretirani kao suplementi.
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Tabela 3. Osnovni pokazatelji deskriptivne statistike (srednje vrednosti, standardne devijacije, medijane, interkvartalne razlike i min-
max opseg) sadrzaja odabranih fenolnih jedinjenja (s1-s6) u analiziranim plodovima kod jedinki iz tri populacije R. canina

: 5-0-C -3-O-GIcA -3-0-Gal
lokalitet Q Q Q
(s1) (s2) (s3)
A 0,94 (0,65) 21,44 (11,58)b 17,92 (15,44)'D 3,34 (3,56) 15,49 (12,94) 22,11 (16,95)
Avala 8541444 18,4 (12,3-26,7) 11,35 (9,9-15,4) 19(1,1-4,4) 10,5 (8,7-10,8) 26,2 (5,7-33,3)
[0,3-20,5] [7,8-40,7] [6,5-56,3] [0,6-12,1] [5,7-43,3]b [1,6-52,1]
a a
Slatarsko 181 (1:44) 67,10 (43,27) 84,06 (62,91) 4,77 (3,06) 69,52 (54,79) 50,65 (34,43)
jezero 6,2 (2,7-85) 73,0 (25,4-99,0) 66,85 (29,4-147,9) 4,05 (2,3-7,6) 51,25(32,3-99,6) 11,7 (2,6-113,2)
[1,5-17,6] [14,1-132,6] [18,2-179] [0,8-9,5] [16,6-182,9] [2,2-198,5]
0,95 (0,44) 19,91 (14,60)° 16,35 (10,58)" 2,94 (2,01) 14,29 (9,56) 59,68 (75,97)
Ozren 544 (3,3-7,3) 15,25 (7,7-31,3) 11,15 (8,6-26,0) 1,85 (1,4-5,2) 8,7 (8,4-16,3) 43,8 (26,8-87,4)
[2,2-10,9] [4,6-42,0] [4,9-36,8] [0,8-6,2] [5,0-34,5]° [5,5-105,4]
poredenja  ns CFypr=9,72% Fa27= 10,40 ns PHy3 = 13,35 ns
tri 1,23 (0,65) 36,15 (24,45) 39,44 (19,20) 3,68 (2,95) 33,08 (41,22) 44,15 (50,14)
'°k_"’"('jteta 4,3 (2,5-7,4) 2445 (12,3-407) 192 (110-351) 2,25 (L,7-5.2) 16,65 (87-350) 27,9 (55-62,1)
ZaJedno g 3.90 5] [4,6-132,6] [4,9-179,0] [0,6-12,1] [5,0-182,9] [1,6-198,5]

Velicina zbirnog uzorka (broj elemenata zbirnog uzorka), n=30 (1 vrsta x 3 lokaliteta x 10 individua = 30), ukupno numeric¢kih podataka=
180 (n=30 x 6 svojstava = 180)

A= srednja vrednost (standardna devijacija)

B = medijana (interkvartilna razlika-IQR) [min-max]

C= F-pokazatelj (ANOVA) sa brojevima stepeni slobode

D= H-pokazatelj (Kruskal-Wallis test) sa brojevima stepeni slobode

ns = nesignifikantna razlika izmedu srednjih vrednosti ili medijana (p > 0,05)

* = statisticki znacajna razlika izmedu srednjih vrednosti ili medijana (p < 0,05)

ab = razli¢ita slova u koloni oznacavaju statisti¢ki znadajne razlike medu lokalitetima
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Medusobno poredenje analiziranih populacija za pojedino svojstvo vrseno je poredenjem njihovih
srednjih vrednosti (parametarskim ANOVA testom) ili medijana (neparametarskim Kruskal-
Wallis testom), zavisno od toga da li vrednosti svojstva prethodno ispunjavaju uslov normalne
raspodele i homogenosti varijansi (primenjeni su hi-kvadrat i Leven-ov test) (Tab 3). Utvrdeno je
da postoje statisticki znacajne razlike izmedu populacija za sledeca svojstva: s2, kvantitativni
sadrzaj kvercetin-glukuronida u analiziranim uzorcima plodova Sipurka (F2,27=9,72; p<0,05) i s3,
sadrzaj kvercetin-galaktozida (F2.27 = 10,4; p<0,05); kao i izmedu njihovih medijana za svojstvo
s5, sadrzaj kvercetin-glukozida (Hz,30= 13,35; p<0,05) (Slika 77). Za tri navedena svojstva najvece
vrednosti zabeleZzene su medu individuama koje pripadaju populaciji sa Zlatarskog jezera, a

najmanje u populaciji na Ozrenu.
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Slika 77. Uporedna analiza populacija R. canina na osnovu srednjih vrednosti (ANOVA) ili
medijana (Kruskal-Wallis test) sadrzaja ispitivanih fenolnih jedinjenja, zavisno od toga da li
vrednosti svojstva prethodno ispunjavaju uslov normalne raspodele i homogenosti varijansi (SV -
srednja vrednost; SG - standardna greska srednje vrednosti; SD - standardna devijacija)

Analiza glavnih komponenti je uradena na transformisanim [y'= logio (y + 1)] i standardizovanim
podacima tako Sto su glavne komponente izracunate preko korelacione matrice (matrica
kovarijansi za standardizovane vrednosti). Kumulativna varijabilnost sadrzana u prve tri PC-0se
iznosi 89,51%, sa oCekivanim najve¢im udelom prve ose, koja objasnjava vise od polovine ukupne
varijabilnosti (54,9%). Druga (23,19%) i treéa (11,35%) osa znacajno manje doprinose
objasnjavanju grupisanja ispitivanih svojstava individua. Prve dve ose objasnjavaju ukupno
78,16% ukupne varijabilnosti (karakteristicne vrednosti korelacione matrice, tj. ajgenvrednosti
>1). Rezultati pokazuju da su najbolje predstavljena svojstva s3, s5 1 s2 (sadrzaj kvercetin-
galaktozida, -glukozida i -glukuronida u analiziranim uzorcima plodova Sipurka), odnosno da ova
Svojstva imaju najvazniju ulogu u ukupnoj varijabilnosti polaznog skupa podataka. Na formiranje
prve ose (PCL1 ili Faktor 1) najvise uticu s3 (sadrzaj kvercetin-galaktozida) i s5 (sadrzaj kvercetin-
glukozida). Na formiranje druge ose (PC2 ili Faktor 2) najvise uti¢e s6 (sadrzaj kvercetin-
ramnozida). Struktura svojstava i njihovi odnosi vidljivi su u grafickoj prezentaciji analize glavnih
komponenti (grafici optereCenja na prve dve glavne komponente, ,, loading plots“, Slika 78).
Dobijeni rezultati pokazuju da postoji izrazena pozitivna korelacija izmedu s2, s3, s4 i s5, kao i da

su ova svojstva negativno korelisana sa s6. Tendencije medu individuama, njihova grupisanja
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(odnosno razdvajanja) mogu se odrediti su na osnovu njihove pozicije u prostoru prve tri PC ose.

Od ukupno 30 analiziranih, 9 jedinki (7 iz populacije sa Zlatarskog jezera i po jedna iz poluacije

sa Avale i Ozrena) jasno se izdvajaju od ostalih koje su grupisane u prostoru prve tri PC ose (Slika

79).

Faktor 2 (23,19%)
o

Faktor 1 (54,97%)

Slika 78. Struktura svojstava (“loading
plot*) odredena pomocu analize glavnih
komponenti (PCA, faktor 1-2) kod
jedinki vrste R. canina (s1, 5-O-CQ); s2,
Q-3-0-GlcA; s3, Q-3-0O-Gal; s4, Q-3-O-
Rut; s5, Q-3-0-Glc; s6, Q-3-O-Rha)

< OWRA

Slika 79. Polozaj (“score plot®) u prostoru prve tri
PC ose (faktor 1-3) analiziranih individua R. canina
(1-30) odreden na osnovu sadrzaja odabranih
fenolnih jedinjenja

Razdvajanje jedinki koje pripadaju razli¢itim populacijama u prostoru prve tri PC ose je prikazano

na slici 80. Grupa od 16 jedinki (medu kojima polovinu ¢ine jedinke sa Avale) nalazi se u prostoru

u kome se preklapaju sve tri populacije. Jedinke koje pripadaju populacijama sa Avale i Ozrena

medusobno su mnogo sli¢nije nego jedinke koje pripadaju populaciji sa Zlatarskog jezera, koja je

najvarijabilnija.
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Qlomed

Slika 80. Razdvajanje u prostoru prve tri PC ose (faktor 1-3) populacija R. canina (1: individue iz
populacije sa Avale, 2: populacije sa Zlatarskog jezera, 3: populacije sa Ozrena) na osnovu
sadrzaja odabranih fenolnih jedinjenja

U hijerarhijskoj klaster analizi istrazivanih populacija (metoda najblizeg suseda) za odredivanje
sli¢nosti koriS¢ena je standardna euklidska udaljenost. Dobijeni rezultati pokazuju jasno izdvajanje

populacije sa Zlatarskog jezera, $to je predstavljeno na dendogramu (Slika 81).

Euklidska udaljenost

oF. =

Avala Ozren Zlatarsko jezero

Slika 81. Dendogram (euklidske udaljenosti) za tri populacije vrste R. canina
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4.5.2. Varijabilnost sadrZaja odabranih fenolnih jedinjenja u plodovima C. monogyna

Osnovni pokazatelji deskriptivne statistike (srednje vrednosti, standardne devijacije, medijane,
interkvartalne razlike, minimalne i maksimalne vrednosti) sadrzaja Sest odabranih fenolnih
jedinjenja (oznacenih kao svojstvo) u analiziranim plodovima kod jedinki iz tri populacije C.
monogyna prikazani su u Tabeli 4. Ispitivanjem podataka detektovano je 5% autlajera (9 od 180

podataka) koji su u naknadnoj PCA tretirani kao suplementi.

Medusobno poredenje populacija za svaku pojedina¢nu varijablu vrSeno je parametarskim i
neparametarskim testovima, zavisno od toga da li vrednosti svojstva ispunjavaju uslov normalne
raspodele i homogenosti varijansi. Utvrdeno je da postoje statisticki znacajne razlike medu
populacijama za svojstvo s3, sadrzaj kvercetin-galaktozida (F227 = 6,01; p<0,05), svojstvo s4,
kvercetin-rutinozida (F2.27 = 3,81; p<0,05), kao i za svojstvo s5, kvercetin-glukozida (Hz30=13,57;
p<0,05) i svojstvo s6, kvercetin-3-O-ramnozida (Hz230 = 6,83; p<0,05) (Slika 82). Za sva cetri
navedena fenolna jedinjenja najveée vrednosti zabelezene su u plodovima jedinki koji pripadaju

populaciji sa Avale.

Analiza glavnih komponenti (PCA) koriS¢ena je da bi se utvrdila i graficki predstavila struktura
istrazivanih svojstava 1 odredio njihov uticaj na ukupnu varijabilnost sadrZaja odabranih fenolnih
jedinjenja u plodovima jedinki iz tri istrazivane populacije belog gloga. Takode, ovom analizom
utvrdivana je 1 struktura elemenata, odnosno pojedinacnih individua, kako bi graficki u
trodimenzionalnom prostoru predstavili njihovo grupisanje i medusobne sli¢nosti 1 razlike.
Rezultati PCA su pokazali da prva osa objasnjava 45,13%, druga 19,54%, a tre¢a 16,29% nacin
grupisanja ispitivanih svojstava. Prve dve ose objaSnjavaju ukupno 64,67% ukupne varijabilnosti,
sa ajgenvrednostima >1. Najbolje je reprezentovano svojstvo s5 (sadrzaj kvercetin-glukozida),
tako da se moze rec¢i da sadrzaj ovog jedinjenja ima najvazniju ulogu u varijabilnosti sadrzaja
odabranih fenolnih jedinjenja u ukupnom uzorku belog gloga. Dobro su prezentovana svojstva s3
(sadrzaj kvercetin-galaktozida), i s6 (-ramnozida). Svojstvo sl (sadrzaj neohlorogene kiseline) je
osrednje prezentovano, dok je svojstvo s4 (-rutinozid) slabo prezentovano. Na formiranje prve ose
najvise uticu svojstva s5 i s3 (sadrzaj kvercetin-glukozida i -galaktozida). Na formiranje druge ose
najviSe utice svojstvo s6 (sadrzaj kvercetin-ramnozida). Struktura svojstava i njihovi odnosi

prikazani su na slici 83.
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Tabela 4. Osnovni pokazatelji deskriptivne statistike (srednje vrednosti, standardne devijacije, medijane, interkvartalne razlike i min-
max opseg) sadrzaja odabranih fenolnih jedinjenja (s1-s6) u analiziranim plodovima kod jedinki iz tri populacije C. monogyna

oKalitet Q-3-0-GIcA Q-3-0O-Gal Q-3-O-Rut Q-3-0-Glc Q-3-O-Rha
oKallte (s2) (s3) (s4) (s5) (s6)
A 7,39 (6,88) - 467,18 (203,06)% 48,52 (50,38)% 328,50 (277,43) 0,14 (0,13)
Avala s g o5 (3 5.8 5) - 4712 (352,5-526,2) 24,8 (11,1-85,4) 2455 (219,8-339) 0,1 (0,1-0,1)
[1,1-251] - [215,7-926,8] [7,3-145,5] [89,1-1056]a [0,0-0,5]a
Zlatarsko | 260 (9:49) - 34523 (176,51)%° 10,19 (11,91)° 77,24 (63,67) 0,06 (0,10)
jezero | 5.4 (4,6-11,9) - 321(209,1-484,4)  575(1,0-11,9) 161,35 (146,7-210,6) 0,001 (0,001-0,1)
[2,3-34,3] - [53,6-612] [0,7-32,6] [46,6-447,3]° [0,001-0,1]°
5,76 (8,66) tragovi 193,83 (145,88)° 23,92 (16,950 195,56 (125,93) 0,04 (0,05)
Ozren 3 35 (2,1-5,0) ragovi 141,5 (97,6-277) 18,3 (14,1-22,3) 46,35 (28,6-109,6) 0,001 (0,001-0,1)
[0,9-30,0] g [43,7-442] [5,9-54,9] [28-190,4]c [0,001-0,3]b
poredenja  ns - CF,,7=6,01% For=3,81%* PH,4 =13,57* Hz30= 6,83*
tri 7,58 (8,29) - 335,41 (204,95) 27,54 (34,37) 200,43 (202,39) 0,08 (0,11)
'°k_""éteta 5,0 (3,1-8,5) i 321 (173-472) 157 (7,3-30,2)  161,3 (68,7-237,8) 0,001 (0,001-0,1)
ZaJ€AN0 11 9.34 3] - [43,7-926,8] [0,7-145,5] [28-1056] [0,001-0,5]

Velicina zbirnog uzorka (broj elemenata zbirnog uzorka), n=30 (1 vrsta x 3 lokaliteta x 10 individua = 30), ukupno numerickih podataka=
180 (n=30 x 6 svojstava = 180)

A= srednja vrednost (standardna devijacija)

B = medijana (interkvartilna razlika-IQR) [min-max]

C= F-pokazatelj (ANOVA) sa brojevima stepeni slobode

D= H-pokazatelj (Kruskal-Wallis test) sa brojevima stepeni slobode

ns = nesignifikantna razlika izmedu srednjih vrednosti ili medijana (p > 0,05)

* = statisticki znacajna razlika izmedu srednjih vrednosti ili medijana (p < 0,05)

ab = razli¢ita slova u koloni oznacavaju statisti¢ki zna¢ajne razlike medu lokalitetima
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Rezultati

1z grafickog prikaza (prve dve ose) moze se uoditi da su kvercetin-glukozid i -galaktozid (s3 i s5)
medusobno visoko pozitivno korelisani, dok su kcercetin-ramnozid i -rutinizid (s6 i s4) medusobno
visoko negativno korelisani. Tendencije medu individuama, njihova grupisanja i razdvajanja
vidljiva su u prostoru prve tri PC ose (Slika 84). Lose je predstavljeno 6 jedinki: 5, 8, 9, 10, 26 i
30 (suma cos? za prve tri ose < 0,5). Moze se uo¢iti relativno homogena grupa od 23 individue,
dok je 7 individua rasuto u trodimenzionalnom prostoru oko njih. Razdvajanje jedinki koje

pripadaju razli¢itim populacijama u prostoru prve tri PC ose je prikazano na slici 85.

Faktor 2 (19,55%)

< IOWRA

B 0 1
Faktor 1 (45,13%)

Slika 83. Struktura svojstava (“loading Slika 84. Polozaj (“score plot) u prostoru prve tri PC
plot™) odredena pomocu analize ose (faktor 1-3) analiziranih individua C. monogyna
glavnih komponenti (PCA, faktor 1-2) (1-30) odreden na osnovu sadrzaja odabranih fenolnih
kod jedinki vrste C. monogyna (s1, 5- jedinjenja  (crni  krugovi  predstavijaju  lose
0O-CQ; s2, Q-3-O-GlIcA; s3, Q-3-O- predstavljene jedinke)

Gal; s4, Q-3-O-Rut; s5, Q-3-O-Glc; s6,

Q-3-0O-Rha)
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Qiomed

Slika 85. Razdvajanje u prostoru prve tri PC ose (faktor 1-3) populacija C. monogyna (1: individue
iz populacije sa Avale, 2: populacije sa Zlatarskog jezera, 3: populacije sa Ozrena) na osnovu
sadrzaja odabranih fenolnih jedinjenja

Hijerarhijska Kklaster analiza je pokazala da su populacije medusobno sli¢ne, sa tendencijom

izdvajanja populacije sa Ozrena koja je vise izdvojena na dendogramu (Slika 86).

Euklidska udaljenost

N
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] O O ol Il Y TR B o A A e T 0

Avala Zlatarsko jezero Ozren

Slika 86. Dendogram (euklidske udaljenosti) za tri populacije vrste C. monogyna
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Rezultati

4.5.3. Varijabilnost sadrzaja odabranih fenolnih jedinjenja u plodovima P. spinosa

Osnovni pokazatelji deskriptivne statistike sadrzaja Sest odabranih fenolnih jedinjenja (oznacenih
kao svojstvo) u analiziranim plodovima jedinki iz tri populacije P. spinosa prikazani su u Tabeli
5. Ispitivanjem podataka detektovano je 3,9% autlajera (7 od 180 podataka) koji su u naknadnoj
PCA tretirani kao suplementi.

Za medusobno poredenje populacija koriS¢eni su parametarski (ANOVA) 1 neparametarski
(Kruskal-Wallis) testovi, zavisno od toga da li vrednosti varijabli prethodno ispunjavaju uslov
normalne raspodele i homogenost varijansi. Utvrdeno je da statisticki znacajne razlike medu
populacijama postoje samo za svojstvo s1, sadrzaj neohlorogene kiseline (H,30) = 10,50, p<0,05)
(Slika 87). Sadrzaj ovoj jedinjenja u analiziranim plodovima trnjine je najveéi kod jedinki iz
populacije sa Zlatarskog jezera, manji kod jedinki iz populacije sa Ozrena (prosecna vrednost je
74,6% u odnosu na vrednosti sa Zlatarskog jezera), a najmanji u populaciji sa Avale (prose¢na

vrednost je 41,2% u odnosu na vrednosti sa Zlatarskog jezera).

PCA je predstavljala slede¢i korak u statisti¢koj obradi i grafickoj prezentaciji dobijenih rezultata
za tri analizirane populacije trnjine. Rezultati analize glavnih komponenti su pokazali da prva osa
objasnjava 56,05%, druga 28,32%, a treca 9,41% ukupne varijabilnosti sadrzaja fenolnih
jedinjenja. Prve dve ose objaSnjavaju ukupno 84,37% ukupne varijabilnosti, sa ajgenvrednostima
>1. Najbolje reprezentovana svojstva koja imaju i najvecu ulogu u ukupnoj varijabilnosti su: s5
(sadrzaj kvercetin-glukozida), s3 (-galaktozida), s6 (-ramnozida) i s1 (neohlorogene kiseline), §to
je utvrdeno na osnovu sume kvadriranih korelacija u planu 1-2 (suma r?> > od 0,8). Dobijeni
rezultati pokazuju da je dobro prezentovano i svojstvo s4, sadrzaj kvercetin-rutinozida (0,6 < suma
r’ < 0,8). U ekstraktima plodovima analiziranih jedinki prisustvo kvercetin-glukuronida nije

utvrdeno.
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Rezultati

Tabela 5. Osnovni pokazatelji deskriptivne statistike (srednje vrednosti, standardne devijacije, medijane, interkvartalne razlike i min-
max) sadrzaja odabranih fenolnih jedinjenja (s1-s6) u analiziranim plodovima kod jedinki iz tri populacije P. spinosa

okalitet Q-3-O-GlcA Q-3-0-Gal Q-3-O-Rut Q-3-0-Glc Q-3-O-Rha
OKallte (s2) (s3) (s4) ) (s6)
A 1,16 (1,41)" 0,0 (0,0) 10,52 (7,93) 41,00 (23,12) 11,45 (6,49) 40,99 (33,88)
Avala 54 g (02.17) 0,0 (0,0-0,0) 7,0 (4,2-16,0) 37,45 (23,4-523) 10,95 (5,4-17,7) 35,5 (17,3-49,0)
[0,1-4,7] [0,0-0,0] [1,6-23,0] [16,0-93,1] [2,9-20,7] [7,5-120,4]
Jlatarsko | 2:80 (0.97)° 0,0 (0,0) 8,14 (7,25) 71,50 (58,68) 13,45 (7,01) 68,96 (62,65)
jezero 2.8 (2:3-31) 0,0 (0,0-0,0) 6,0 (3:2:9,1) 47,8 (27,9-116,7) 12,9 (7,3-20,7) 37,9 (27,6-109,7)
[1,4-4,4] [0,0-0,0] [1,4-24.0] [20,5-190,4] [2,7-22,9] [6,5-197,1]
2,09 (0,04) 0,0 (0,0) 10,17 (6,30) 55,25 (12,49) 12,52 (5,29) 43,6 (15,35)
Ozren 5 05 (1,6-2,5) 0,0 (0,0-0,0) 11,9 (3,5-15,3) 49,6 (46,4-67,4) 13,2 (7,4-17,3) 49,9 (33,4-54,7)
[0,9-4,4] [0,0-0,0] [2,6-19,3] [38,3-76,1] [3,8-19,4] [18,2-62,3]
poredenja P H,3=10,50* - ns ns ns ns
i 2,02(1,29) 0,0 (0,0) 9,61 (7,02) 55,92 (37,99) 12,47 (6,14) 51,20 (42,57)
'°k_"’"('jteta 1,95 (0,9-2,6) 0,0 (0,0-0,0) 7.5 (3,5-15,3) 48,95 (33,7-63,1) 12,35 (7,3-17,4) 41,6 (22,7-55,7)
zajedno 19 1.4 7] [0,0-0,0] [1,4-24,0] [16,0-190,4] [2,7-22,9] [6,5-197,1]

Veli¢ina zbirnog uzorka (broj elemenata zbirnog uzorka), n=30 (1 vrsta x 3 lokaliteta x 10 individua = 30), ukupno numeric¢kih podataka=
180 (n=30 x 6 svojstava = 180)

A= srednja vrednost (standardna devijacija)

B = medijana (interkvartilna razlika-IQR) [min-max]

C= F-pokazatelj (ANOVA) sa brojevima stepeni slobode

D= H-pokazatelj (Kruskal-Wallis test) sa brojevima stepeni slobode

ns = nesignifikantna razlika izmedu srednjih vrednosti ili medijana (p > 0,05)

* = statisticki znacajna razlika izmedu srednjih vrednosti ili medijana (p < 0,05)

ab = razli¢ita slova u koloni oznacavaju statisti¢ki zna¢ajne razlike medu lokalitetima
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Sadrzaj Q-3-O-Rut (ug/g) Sadrzaj 5-O-CQ (ug/g)

Sadrzaj Q-3-O-Rha (ug/g)
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Slika 87. Uporedna analiza populacija trnjine
na osnovu srednjih vrednosti (ANOVA) ili
medijana  (Kruskal-Wallis
ispitivanih fenolnih jedinjenja, zavisno od
toga da li vrednosti svojstva prethodno
ispunjavaju uslov normalne
homogenost varijansi

sadrzaja

raspodele i
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Rezultati

Na formiranje prve ose najvise uticu s5 (sadrzaj kvercetin-glukozida) i s6 (kvercetin-ramnozida).

Na formiranje druge ose najvise utice sl (sadrzaj neohlorogene kiseline). Struktura svojstava i

njihovi medusobni odnosi graficki su predstavljeni na slici 86.

Rezultati pokazuju da su visoko pozitivno korelisana svojstva s6 i s5, kao i s1 i s4 (Slika 88).

Tendencije medu individuama i populacijama, njihova grupisanja/razdvajanja vidljiva su u

prostoru prve tri PC ose (Slika 89 i 90). Sve individue su dobro predstavljene na planu prve tri ose

(suma cos? je kod svih > 0,8). Mogu se se uociti dve relativno homogene grupe od po 9 jedinki,

dok su ostale rasute u prostoru oko njih (7 jedinki iz polulacije sa Zlatarskog jezera, 4 iz populacije

sa Avale i 1 iz populacije sa Ozrena).

s3

s5
s6

Faktor 2 (28,32%)

s4

s1

oS

0
Faktor 1 (56,05%)

Slika 88. Struktura svojstava (“loading
plot ) odredena pomocu analize glavnih
komponenti (PCA, faktor 1-2) kod
jedinki vrste P. spinosa (s1, 5-O-CQ;
s2, Q-3-0-GlcA; s3, Q-3-0O-Gal; s4, Q-
3-O-Rut; s5, Q-3-O-Glc; s6, Q-3-O-
Rha)

¢ IOMR

Slika 89. Polozaj (“score plot®) u prostoru prve tri PC
ose (faktor 1-3) analiziranih individua P. spinosa (1-
30) odreden na osnovu sadrzaja odabranih fenolnih
jedinjenja
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< JOWRA

Slika 90. Razdvajanje u prostoru prve tri PC ose (faktor 1-3) populacija P. spinosa (1: jedinke iz
populacije sa Avale, 2: populacije sa Zlatarskog jezera, 3: populacije sa Ozrena) na osnovu
sadrzaja odabranih fenolnih jedinjenja

Rezultati klaster analize pokazuju da su sadrzaj ispitivanih fenolnih jedinjenja, kao i njegova
varijabilnost, u velikom stepenu sli¢ni kod jedinki iz sve tri populacije, sa tendencijom izdvajanja

populacije sa Avale koja je vise izdvojena na dendogramu (Slika 91).

Euklidska udaljenost

IN)
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L @ i lay g Uiy o | @iy |

Avala Zlatarsko jezero  Ozren

Slika 91. Dendogram (euklidske udaljenosti) za tri populacije vrste P. spinosa
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Rezultati

4.5.4. Varijabilnost sadrZzaja odabranih fenolnih jedinjenja u plodovima C. mas

Osnovni pokazatelji deskriptivne statistike sadrZaja Sest odabranih fenolnih jedinjenja (oznacenih
kao svojstvo) u analiziranim plodovima kod jedinki iz tri populacije C. mas prikazani su u Tabeli
6. Analizom podataka utvrdeno je da 7 od 180 podataka (3,9%) predstavljaju autlajere, tako da su

oni u narednim analizama tretirani kao suplementi.

Prvi korak u analizi dobijenih rezultata, primenom hi-kvadrat i Levenov-og testa, odnosio se ne
utvrdivanje da li je distribucija svake varijable normalno ili priblizno normalno rasporedena, i da
li postoji homogenost njihovih varijansi. Pomoc¢u parametarskih i neparametarskih testova
utvrdivano je da li postoji statisticka znacajnost razlika izmedu populacija za pojedino svojstvo
zavisno od toga da li vrednosti svojstva ispunjavaju uslov normalne raspodele i homogenost
varijansi. Analiza dobijenih rezultata pokazla je da postoje statistiCki znaCajne razlike medu
populacijama za svojstvo sl, sadrzaj neohlorogene kiseline (F227 = 7,76; p<0,05), s2, sadrzaj
kvercetin-glukuronida (F227 = 6,88; p<0,05), s3, sadrzaj kvercetin-galaktozida (F227 = 3,89;
p<0,05), s4, sadrzaj kvercetin-rutinozida (F227= 6,77; p<0,05) i za s5, sadrzaj kvercetin-glukozida
(F2.27 = 6,53; p<0,05) (Slika 92). Za svih pet navedenih svojstava najvece vrednosti pokazuje
populacija sa Zlatarskog jezera i Ozrena (medu njima nema statisticki znaCajne razlike), a
najmanje vrednosti populacija sa Avale. Sadrzaj kvercetin-3-O-ramnozida (s6) je bio izuzetno
nizak, u plodovima jedinki sa Avale nije ni detektovan, dok je kod vecine ostalih njegova
koncentracija bila nedovoljna za kvantifikaciju (samo kod 7 plodova je bilo moguce utvrditi njegov

sadrzaj koji nije prelazio vrednosti od 0,5 ng/g SvT).

Dalja statisticka obrada rezultata obuhvatila je analizu glavnih komponenti. Rezultati PCA su
pokazali da prve tri ose objaSnjavaju 91,97% ukupne varijabilnosti, pri ¢emu je doprinos prve ose
najveci (64,99%). Ukupnoj varijabilnosti druga koponenta doprinosi sa 16,73%, a treca sa 10,25%.
Prve dve ose objaSnjavaju ukupno 81,72% ukupne varijabilnosti, sa ajgenvrednostima >1. Na
osnovu sume kvadriranih korelacija u planu 1-2 (suma r?>0,8) uo¢ava se da su najbolje
reprezentovana svojstva s5 (sadrzaj kvercetin-glukozida), s2 (kvercetin-glukuronida), s3

(kvercetin-galaktozida) i s4 (kvercetin-rutinozida).
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Tabela 6. Osnovni pokazatelji deskriptivne statistike (srednje vrednosti, standardne devijacije, medijane, interkvartalne razlike i min-
max) sadrzaja odabranih fenolnih jedinjenja (s1-s6) u analiziranim plodovima kod jedinki iz tri populacije C. mas

: 5-0-CQ Q-3-O-GlcA Q-3-0-Gal Q-3-O-Rut
lokalitet
(s1) (s2) (s3) (s4)
A998 (8,33)° 4,45 (1,50)° 3,01 (2,30)° 1,89 (1,03)" 1,89 (1,28)° 0,0 (0,0)
Avala - eg7(38-17,2) 4,4(2,9-5,6) 2,4 (10-5,3) 2,3(08-27) 1,6 (0,7-3,0) 0,0 (0,0-0,0)
[0,9-24,1] [2,7-6,9] [0,3-6,7] [0,3-2,9] [0,2-4,1] [0,0-0,0]
Zlatarsko | 3082 (16.94)° 121,35 (99,18)" 7,35 (4,66)° 7,39 (5,09)° 5,61 (3,73)° 0,09 (0,16)
jezero 24,9 (20,6-31,8) 102,6 (39-170) 6,3 (3,8-10,4) 6,3 (3,1-10,8) 45 (2,8-9,2) 0,001 (0,001-0,1)
[14,4-72,3] [27,3-306,2] [1,1-14.9] [2,4-18,2] [1,3-11,4] [0,001-0,5]
25,34 (9,73)% 117,61 (96,98)* 6,64 (3,85)% 6,72 (3,59)° 5,38 (2,10)% 0,07 (0,10)
Ozren o5 (19,6-28,33) 75,4 (33,2-198,6) 6,25 (3,5-9,4) 5,9 (3,1-9,5) 4,9 (3,3-7,7) 0,001 (0,001-0,1)
[11,9-45,1] [25,3-284,4] [1,5-13,7] [2,4-12,9] [2,6-8,3] [0,001-0,3]
poredenja  CF,,;=7,76* F07= 6,88 Fa27=3,89% Fo27=6,77% F227= 6,53% ns
tri 22,05 (14,35) 81,14 (94,95) 5,67 (4,09) 5,33 (4,31) 4,29 (3,03) 0,05 (0,11)
'°k?"(';eta 21,7(137-256) 36,1 (56-158,1) 4.4 (2,9-8,8) 3,1 (2,6-8,6) 3,25 (1,7-5,8) 0,001 (0,001-0,1)
Zajedno  109.72 3] [2,7-306,2] [0,3-14,9] [0,3-18,2] [0,2-11,4] [0,001-0.5]

Velicina zbirnog uzorka (broj elemenata zbirnog uzorka), n=30 (1 vrsta x 3 lokaliteta x 10 individua = 30), ukupno numeric¢kih podataka=
180 (n=30 x 6 svojstava = 180)

A= srednja vrednost (standardna devijacija)

B = medijana (interkvartilna razlika-IQR) [min-max]

C= F-pokazatelj (ANOVA) sa brojevima stepeni slobode

D= H-pokazatelj (Kruskal-Wallis test) sa brojevima stepeni slobode

ns = nesignifikantna razlika izmedu srednjih vrednosti ili medijana (p > 0,05)

* = statisticki znacajna razlika izmedu srednjih vrednosti ili medijana (p < 0,05)

ab = razli¢ita slova u koloni oznacavaju statisti¢ki znadajne razlike medu lokalitetima
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Slika 92. Uporedna analiza populacija drena na osnovu srednjih vrednosti (ANOVA) ili medijana
(Kruskal-Wallis test) sadrzaja ispitivanih fenolnih jedinjenja, zavisno od toga da li vrednosti
svojstva prethodno ispunjavaju uslov normalne raspodele i homogenost varijansi
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Na formiranje prve ose najvise uticu s2 (sadrzaj kvercetin-glukuronida) i s5 (sadrzaj kvercetin-
glukozida). Na formiranje druge ose najvise uti¢e s6 (sadrzaj kvercetin-ramnozida). Struktura
analiziranih svojstava i njihovi odnosi graficki su predstavljeni na slici 93. Sva svojstva su
medusobno pozitivno korelisana, a najveci stepen korelisanosti je izmedu s3, s4 i s5. Tendencije
medu individuama i populacijama, njihova grupisanja, odnosno razdvajanja vidljiva su u prostoru
prve tri PC ose (Slika 94 i 95). Lose su predstavljene tri individue: 3, 6 i 27 (suma cos? za prve tri
ose <0,5). U prostoru prve tri ose moze se uociti grupa od 19 jedinki, dok je ostalih 11 rasporedeno

oko njih (medu njima dominiraju jedinke sa Avale).
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Slika 93. Struktura svojstava (“loading Slika 94. Polozaj (“‘score plot*) u prostoru prve tri PC
plot”) odredena pomocu analize o0se (faktor 1-3) analiziranih individua C. mas (1-30)
glavnih komponenti (PCA, faktor 1-2) odreden na osnovu sadrzaja odabranih fenolnih
kod jedinki vrste C. mas (s1, 5-O-CQ); jedinjenja
s2, Q-3-0O-GIcA,; s3, Q-3-0-Gal; s4, Q-
3-O-Rut; s5, Q-3-O-Glc; s6, Q-3-O-
Rha)
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Slika 95. Razdvajanje u prostoru prve tri PC ose (faktor 1-3) populacija C. mas (1: jedinke iz

populacije sa Avale, 2: populacije sa Zlatarskog jezera, 3: populacije sa Ozrena) na osnovu
sadrZaja odabranih fenolnih jedinjenja

Klaster analiza je pokazala da su populacije sa Zlatarskog jezera i Ozrena medusobno sli¢ne, kao

i da se jasno izdvaja populacija sa Avale, $to je uocljivo na prikazanom dendogramu (Slika 96).

Euklidska udaljenost

I o o T O e v 0 O

Bk | |

Avala Zlatarsko jezero Ozren

Slika 96. Dendogram (euklidske udaljenosti) za tri populacije vrste C. mas
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4.5.5. Varijabilnost sadrzaja odabranih fenolnih jedinjenja u plodovima C. sanguinea

Osnovni pokazatelji deskriptivne statistike Sest svojstava analiziranih kod tri populacije C.
sanguinea prikazani su u Tabeli 7. Ispitivanjem podataka detektovano je 6,7% autlajera (12 od 180

podataka) koji su u naknadnoj PCA tretirani kao suplementi.

Medusobno poredenje populacija za pojedino svojstvo vrSeno je poredenjem njihovih srednjih
vrednosti (ANOVA) ili medijana (Kruskal-Wallis test), zavisno od toga da li vrednosti svojstva
prethodno ispunjavaju uslov normalne raspodele i homogenost varijansi. Utvrdeno je da postoje
statisticki znacajne razlike medu populacijama samo za svojstvo s4, sadrzaj kvercetin-rutinozida
(F2,27=6,35; p<0,05) (Slika 97). Sadrzaj ovog jedinjenja je najveci u plodovima jedinki populacije
sa Ozrena 1 Zlatarskog jezera (medu njima nema statisticki znacajne razlike), a najmanji u

populaciji sa Avale.

Analiza glavnih komponenti je izvrSena na standardizovanom setu podataka i bila je usmerena na
utvrdivanje 1 graficki prikaz strukture istrazivanih svojstava. Rezultati PCA su pokazali da prva
osa objasnjava 62,58%, druga 13,37%, a tre¢a 9,28% inicijalne informacije. Na formiranje prve
ose najvise utice s3, sadrzaj kvercetin-3-O-galaktozida. Na formiranje druge ose najvise uticu s4
(sadrzaj kvercetin-rutinozida) i s1 (sadrzaj neohlorogene kiseline). Struktura svojstava i njihovi
odnosi vidljivi su na slici 98. Rezultati pokazuju da su sva svojstva medusobno pozitivno
korelisana, a najveci stepen korelisanosti je izmedu s5, s3 i s6. Takode, visok stepen korelisanosti
postoji izmedu svojstava sl i s4. Tendencije medu individuama i populacijama, njihova grupisanja
I razdvajanja vidljiva su u prostoru prve tri PC ose (Slika 99 i 100). Lose su predstavljene jedinke:
8, 10, 23 i 30 (suma cos? za prve tri ose < 0,5). Od osnovne, relativno homogene grupe individua,

izdvaja se 5 jedinki (tri su iz populacije sa Avale i po jedna iz druge dve populacije).
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Tabela 7. Osnovni pokazatelji deskriptivne statistike (srednje vrednosti, standardne devijacije, medijane, interkvartalne razlike i min-
max) sadrzaja odabranih fenolnih jedinjenja (s1-s6) u analiziranim plodovima kod jedinki iz tri populacije C. sanguinea

: 5-0-CQ Q-3-O-GIcA Q-3-0-Gal Q-3-O-Rut
lokalitet
(s1) (s2) (s3) (s4)
A4,44(586) 868,29 (311,21) 151,71 (166,36) 20,72 (18,77)° 197,91 (164,70) 0,17 (0,09)
Avala 86 (14-44) 816 (614,1-979,3) 106,7 (51-141,5)  13,1(8,9-32,7) 163,9 (101,1-197,4)  0,15(0,1-0,2)
[0,3-20,5] [575,9-1575,8] [18,8-575,4] [3,7-65,7] [28,9-594,5] [0,1-0,4]
Jlatarsko 705 (5:10) 1090,82 (383,02) 333,08 (327,71) 45,56 (31,25) 390,27 (311,62) 0,30 (0,30)
jezero  6,2(2,7-85)  1013,1(758,5-1351,5) 2037 (1185-470,5) 59,4 (33,8-65,4) 259,3 (172,2-659,9) 0,25 (0,1-0,3)
[1,5-17,6] [571-1759,4] [31,1-912,1] [14,2-118,1] [74,9-900,2] [0,001-1,1]
5,79 (2,99) 988,39 (327,31) 309,52 (294,72) 51,07 (17,53) 374,24 (232,71) 0,29 (0,30)
Ozren 5 45(33-7,3) 974,1(792,6-1172,4)  188,9 (104,2-445,1) 54,8 (38,9-55,5) 255,4 (228,4-683) 0,2 (0,1-0,3)
[2,2-10,9] [498,6-1625,3] [54,9-889,7] [24,5-77,6] [105,5-715,7] [0,1-1,1]
poredenja ns ns ns CF,27=6,35" ns ns
tri 5,76 (4,76) 982,50 (342,62) 264,77 (275,02) 42,12 (27,32) 320,81 (251,43) 0,25 (0,25)
'Ok_""'('jteta 43(25-74) 9188 (7351-1172,4) 275,02 (75,2-285,8) 36,6 (16,3-61,1) 2247 (151,6-359,5) 0,2 (0,1-0,3)
ZaJeano 19 3.20,5] [498,6-1759,4] [18,8-912,1] [3,7-118,1] [28,9-900,2] [0,001-1,1]

Veli¢ina zbirnog uzorka (broj elemenata zbirnog uzorka), n=30 (1 vrsta x 3 lokaliteta x 10 individua = 30), ukupno numerickih podataka=
180 (n=30 x 6 svojstava = 180)

A= srednja vrednost (standardna devijacija)

B = medijana (interkvartilna razlika-IQR) [min-max]

C= F-pokazatelj (ANOVA) sa brojevima stepeni slobode

D= H-pokazatelj (Kruskal-Wallis test) sa brojevima stepeni slobode

ns = nesignifikantna razlika izmedu srednjih vrednosti ili medijana (p > 0,05)

* = statisticki znacajna razlika izmedu srednjih vrednosti ili medijana (p < 0,05)

ab = razli¢ita slova u koloni oznacavaju statisti¢ki znadajne razlike medu lokalitetima
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Slika 97. Uporedna analiza populacija sviba na osnovu srednjih vrednosti (ANOVA) ili medijana
(Kruskal-Wallis test) sadrzaja ispitivanih fenolnih jedinjenja, zavisno od toga da li vrednosti
svojstva prethodno ispunjavaju uslov normalne raspodele i homogenost varijansi
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Slika 98. Struktura svojstava (“loading
plot*) odredena pomocu analize glavnih
komponenti (PCA, faktor 1-2) kod jedinki
vrste C. sanguinea (s1, 5-O-CQ; s2, Q-3-
O-GIcA; s3, Q-3-0O-Gal; s4, Q-3-O-Rut;
s5, Q-3-0-Glc; s6, Q-3-O-Rha)
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Slika 99. Polozaj (“score plot®) u prostoru prve tri
PC ose (faktor 1-3) analiziranih individua C.
sanguinea (1-30) odreden na osnovu sadrZaja
odabranih fenolnih jedinjenja

Slika 100. Razdvajanje u
prostoru prve PC ose (faktor 1-
3) populacija C. sanguinea (1:
jedinke iz populacije sa Avale,
2: populacije sa Zlatarskog
jezera, 3: populacije sa
Ozrena) na osnovu sadrzaja
odabranih fenolnih jedinjenja
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Klaster analiza je pokazala da su populacije sa Zlatarskog jezera i Ozrena medusobno sli¢ne, kao

i da se izdvaja populacija sa Avale, §to je uocljivo na prikazanom dendogramu (Slika 101).

Euklidska udaljenost

Avala Zlatarsko jezero  Ozren

Slika 101. Dendogram (euklidske udaljenosti) za tri populacije vrste C. sanguinea

4.5.6. Uporedna analiza varijabilnosti sadrzaja odabranih fenolnih jedinjenja u plodovima
predstavnika familije Rosaceae (R. canina, C. monogyna i P. spinosa)

Osnovni pokazatelji deskriptivne statistike (srednje vrednosti i standardne devijacije) Sest
svojstava analiziranih kod R. canina, C. monogyna i P. spinosa prikazani su u Tabeli 8.
Ispitivanjem podataka detektovano je 5,4% autlajera (29 od 540 podataka) koji su u naknadnoj

PCA tretirani kao kao suplementi.

Medusobno poredenje populacija za pojedino svojstvo vrSeno je poredenjem njihovih srednjih
vrednosti (ANOVA II). Utvrdeno je da postoje statisticki znacajne razlike medu vrstama, medu
populacijama i u njihovoj interakciji za sl (sadrzaj neohlorogene kiseline), s2 (kvercetin-
glukuronida), s3 (kvercetin-galaktozida) i s5 (kvercetin-glukozida). Za s4 (sadrzaj kvercetin-
rutinozida) 1 s6 (sadrzaj kvercetin-ramnozida) razlike su znacajne samo izmedu vrsta. Analizirani
plodovi jedinki vrste R. canina sadrze vecu koli¢inu kvercetin-glukuronida i kvercetin-ramnozida
u odnosu na ostale dve ispitivane vrste iz familije Rosaceae. Analizirani plodovi jedinki vrste C.
monogyna bogatiji su u sadrzaju kvercetin-galaktozida i kvercetin-glukozida, a plodovi jedinki
vrste P. spinosa bogatiji su u sadrzaju neohlorogene kiseline, kvercetin-rutinozida i kvercetin-
ramnozida (Slika 102).
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Tabela 8. Osnovni pokazatelji deskriptivne statistike (srednje vrednosti, standardne devijacije) sadrzaja odabranih fenolnih jedinjenja

(s1-s6) u analiziranim plodovima kod jedinki iz tri populacije koje pripadaju vrstama R. canina, C. monogyna i P. spinosa (familija
Rosaceae)

Q-3-0-GlcA  Q-3-O-GIcA Q-3-O-Rut Q-3-0-Glc Q-3-O-Rha

faktor

(s2) (s3) (s4) (s5) (s6)

R canina A0,32(0,13)°  36,15(34,42)% 39,44 (48,65)" 3,68 (2,95)° 33,08 (41,21)° 44,15 (50,14)

C. monogyna 0,80 (0,12)° 0,0 (0,0)° 335,41 (204,96) 27,54 (34,37)° 200,43 (202,39) 0,08 (0,11)"

. spinosa 2,02 (1,29) 0,0 (0,0)° 9,61 (7,02)° 5592 (37,99 12,47 (6,14)°  51,20(42,57)

BF, 8= 48,36™ F26:=53,00* F28:=107,35™ F261=65,89™ Fr8:1=28,62* Fre1=16,51%

Avala 3,16 (4,97)° 715 (12,14)° 16521 (245,08) 30,95 (36,90) 118,48 (216,26)° 21,08 (27,09)

IolzaBI;tet J1atarsko jezero 4,74 (6,42)° 22,37 (40,2)° 14581 (18021)°° 28,382 (4542) 92,84 (108,94)% 42,89 (63,04)

Oren 2,93 (5,29)° 6,64 (1254)°  7345(118,97)° 2737 (24:83) 34,67 (47,25° 31,45 (30,97)
F21=6,25* Fo0=9,72* F20:=6,01* ns Foe1=4,97* ns
int(eli?('éc)iia Fag1=4,23% Fu2=9,72% F41=6,00* ns Fs81=5,06™ ns

Veli¢ina zbirnog uzorka (broj elemenata zbirnog uzorka), n=90 (3 vrste x 3 lokaliteta x 10 individua = 90), ukupno numeric¢kih podataka= 540 (n=90
X 6 svojstava = 540). U poredenju srednjih vrednosti primenjena je dvo-faktorska analiza varijanse (ANOVA II). Faktor A (vrsta biljke) sa 3 nivoa:
vrsta 1 (R. canina), vrsta 2 (C. monogyna),vrsta 3 (P. spinosa), faktor B (lokalitet) sa 3 nivoa: Avala, Zlatarsko jezero i Ozren i njihove interakcije.
A= srednja vrednost (standardna devijacija); = F-test pokazatelj sa brojevima stepeni slobode; ns = nesignifikantna razlika izmedu srednjih vrednosti
populacija (p > 0,05); * = statisticki znacajna razlika (p < 0,05). " = razli¢ita slova u koloni oznacavaju statisti¢ki zna¢ajne razlike medu lokalitetima.
Radi lakSeg poimanja predstavljeni su original podaci (ne-transformisani), dok je ANOV AvrSena na transformisanim podacima.
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Slika 102. Uporedna analiza sadrzaja ispitivanih fenolnih jedinjenja u plodovima Sipurka, belog
gloga i trnjine na osnovu srednjih vrednosti ili medijana, zavisno od toga da li vrednosti svojstva

ispunjavaju uslov normalne raspodele i homogenosti varijansi
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Rezultati PCA su pokazali da prva osa objasnjava 52,39%, druga 29,52%, a tre¢a 8,22% inicijalne
informacije i da prve dve ose pokazuju ajgen vrednosti >1. Na osnovu sume kvadriranih korelacija
u planu 1-2 (suma r? > 0,8) moze se zakljuciti da su najbolje reprezentovana s3 (sadrzaj kvercetin-
galaktozida), s5 (kvercetin-glukozida), s2 (kvercetin-glukuronida ) i s4 (kvercetin-rutinozida).
Nesto slabije su predstavljena sl (sadrzaj neohlorogena kiselina) i s6 (sadrzaj kvercetin-
ramnozida) (suma r2 0,6 - 0,8). Na formiranje prve ose PC1 najvise uti¢u s5 (sadrzaj kvercetin-
glukozida), s3 (kvercetin-galaktozida) i s6 (kvercetin-ramnozida). Na formiranje druge ose najvise
utice s4 (sadrzaj kvercetin-rutinozida). Struktura svojstava i njihovi odnosi prikazani su na slici
103. Najveci stepen pozitivne korelisanosti je izmedu svojstava s3 1 s5. Uoc€ljivo je i1 postojanje
negativne korelacije izmedu svojstva s1 sa s2 i s6. Tendencije medu jedinkama, njihova grupisanja
i razdvajanja mogu se uociti u prostoru prve tri PC ose (Slika 104). Sve jedinke su dobro
predstavljene na planu prve tri ose. Kod R. canine 7 jedinki (6 iz populacije sa Zlatarskog jezera i
jedna iz populacije sa Avale) se razlikuje od ostalih koje su grupisane. Kod C. monogyna samo
dve jedinke (obe iz populacije sa Avale) se razlikuju od ostalih koje su grupisane. Uocljivo je da
su jedinke koji pripadaju vrsti P. spinosa mnogo kompaktnije rasporedene u prostoru prve tri ose
(Slika 105).

s2

LONRA

\ ss

Faktor 2 (29.52%)

0
Faktor 1 (52,40%)

Slika 103. Struktura svojstava (“loading Slika 104. Polozaj (“score plot®) u prostoru prve
plot*) odredena pomocu analize glavnih tri PC ose (faktor 1-3) analiziranih jedinki vrsta R.
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komponenti (PCA, faktor 1-2) kod jedinki canina (1-30), C. monogyna (31- 60) i P. spinosa
vrsta R. canina, C. monogyna i P. spinosa (61-90) odreden na osnovu sadrzaja odabranih
(s1, 5-0-CQ; s2, Q-3-O-GIcA; s3, Q-3-O- fenolnih jedinjenja

Gal; s4, Q-3-O-Rut; s5, Q-3-0O-Glc; s6, Q-

3-0-Rha)

LIOVRA

Slika 105. Razdvajanje u prostoru prve tri PC ose (faktor 1-3) analiziranih jedinki R. canina (1);
C. monogyna (2) i P. spinosa (3) na osnovu sadrzaja odabranih fenolnih jedinjenja

Klaster analiza je pokazala razli¢it stepen izdvajanja populacija, dok su vrste jasno izdvojene

(Slika 106 i 107). Na prikazanom dendogramu uo¢ljivo je da su vrste R. canina i P. spinosa

medusobno sli¢nije u odnosu na C. monogyna.
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Euklidska udaljenost
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Slika 106. Dendogram (euklidske udaljenosti) za populacije vrsta R. canina (1 - Avala, 2 -
Zlatarsko jezero, 3 - Ozren), C. monogyna (4 - Avala, 5- Zlatarsko jezero, 6 - Ozren) i P. spinosa
(7 - Avala, 8 - Zlatarsko jezero, 9 - Ozren)
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R. canina P. spinosa C. monogyna

Slika 107. Dendogram (euklidske udaljenosti) za vrste R. canina, C. monogyna i P. spinosa
(Rosaceae)

4.5.7. Uporedna analiza varijabilnosti sadrzaja odabranih fenolnih jedinjenja u plodovima
predstavnika familije Cornaceae (C. mas i C. sanguinea)

Osnovni pokazatelji deskriptivne statistike (srednje vrednosti i standardne devijacije) za Sest
svojstava analiziranih kod C. mas i C. sanguinea prikazani su u Tabeli 9. Ispitivanjem podataka
detektovano je 3,9% autlajera (14 od 360 podataka) koji su u naknadnoj PCA tretirani kao

suplementi.

135



Rezultati

Tabela 9. Osnovni pokazatelji deskriptivne statistike (srednje vrednosti, standardne devijacije) sadrzaja odabranih fenolnih jedinjenja
(s1-s6) u analiziranim plodovima kod jedinki iz tri populacije koje pripadaju vrstama C. mas i C. sanguinea (familija Cornaceae)

- 5-0-CQ Q-3-0O-GIcA Q-3-O-GIcA Q-3-O-Rut
axtor (s1) (s2) (s3) (s4)
C. mas A 2205 (14,857 81,14 (94,96)" 5,67 (4,09)° 5,33 (4,31)° 4,29 (3,03)° 0,05 (0,11)°
biljna
Vrsta{ A) 5,76 (4,76)° 982,5 (342,62)% 264,77 (275,02)® 42,12 (27,32)® 320,81 (251,43)* 0,25 (0,25)°
C. sanguinea
B F1,54: 90,54* F1,54:197,66* F1,54:27,20* F1,54:72,65* F1,54:16,27* F1,54:25,02*
Avala 7,21 (7,56)° 436,37 (492,19) 77,36 (137,88) 11,31 (16,15)° 99,90 (151,53)" 0,08 (0,11)
a a a
lokalitet Zlatarsko jezero 18,93 (17,23) 606,08 (567,00) 170,21 (280,72) 30,97 (32,56) 197,94 (291,45) 0,19 (0,26)
(B)
Oaren 15,56 (12,23)® 553,00 (504,72) 158,08 (255,53) 28,89 (25,87)" 189,81 (247,91)% 0,18 (0,24)
F154=7,94% ns ns F15:=8,36% F15=7,57* ns
'”t(eArikBC)”a Fsi=7,58"% ns ns F1s:=4,36% F15:=5,37% ns

Veli¢ina zbirnog uzorka (broj elemenata zbirnog uzorka), n=60 (2 vrste x 3 lokaliteta x 10 individua = 60), ukupno numerickih podataka=
540 (n=60 x 6 svojstava = 360). U poredenju srednjih vrednosti primenjena je dvo-faktorska analiza varijanse (ANOVA 11). Faktor A
(vrsta biljke) sa 2 nivoa: vrsta 1 (C. mas), vrsta 2 (C. sanguinea), faktor B (lokalitet) sa 3 nivoa: Avala, Zlatarsko jezero i Ozren i njihove
interakcije. A = srednja vrednost (standardna devijacija); B= F-test pokazatelj sa brojevima stepeni slobode; ns = nesignifikantna razlika
izmedu srednjih vrednosti populacija (p > 0,05); * = statisti¢ki znacajna razlika (p < 0,05). P = razli¢ita slova u koloni oznacavaju
statisticki znacajne razlike medu vrstama i lokalitetima. Radi lakSeg poimanja predstavljeni su original podaci (ne-transformisani), dok
je ANOVA vrsena na transformisanim podacima.
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Rezultati

Medusobno poredenje populacija za pojedino svojstvo vrSeno je poredenjem njihovih srednjih
vrednosti (ANOVA 1I). Rezultati ove analize su pokazali da postoje statisticki znacajne razlike
medu vrstama, medu lokalitetima i u njihovoj interakciji za svojstva sl (sadrzaj neohlorogene
kiseline), s4 (sadrzaj kvercetin-rutinozida) i s5 (sadrzaj kvercetin-glukozida). Plodovi jedinki koje
pripadaju vrsti C. sanguinea u odnosu na vrstu C. mas su bogatiji u sadrzaju svih analiziranih

svojstava osim za svojstvo s1 (neohlorogena kiselina) (Slika 108).

Analiza glavnih komponenti je izvrSena na standardizovanom setu podataka i bila je usmerena na
utvrdivanje 1 graficki prikaz strukture istrazivanih svojstava. Rezultati PCA su pokazali da prva
osa objasnjava 75,81%, druga 14,61%, a treca 5,42% inicijalne informacije (sve tri ose zajedno
objasnjavaju 95,84% ukupne varijabilnosti). Samo prva osa pokazuju ajgenvrednosti >1. Na
osnovu sume kvadriranih korelacija u planu 1-2 (suma r? > 0,8) moze se zakljuéiti da su najbolje
reprezentovana sl (sadrzaj neohlorogene Kkiseline), s5 (kvercetin-glukozida), s3 (kvercetin-
galaktozida), s2 (kvercetin-glukuronida) i s4 (kvercetin-rutinozida). Nesto slabije (0,6 < suma r? <
0,8) je predstavljeno s6 (sadrzaj kvercetin-ramnozida). Na formiranje prve ose najvise uticu s3
(sadrzaj kvercetin-galaktozida), s5 (kvercetin-glukozida) i s2 (kvercetin-glukuronida). Na
formiranje druge ose najvise utice sl (sadrzaj neohlorogene kiseline). Struktura svojstava i njihovi
odnosi prikazani su na slici 109. Uocljiv je izuzetno visok stepen pozitivne korelisanosti izmedu
s2is4, kao iizmedu s3 i s5, dok je s1 negativno korelisan sa ostalim svojstvima. Tendencije medu
jedinkama, njihova grupisanja i razdvajanja, prikazana su u prostoru prve tri PC ose (Slika 110 i
111). Sve jedinke su jako dobro predstavljene (suma cos? za prve tri > 0,8). Kod vrste C. mas 8
jedinki se razlikuje od ostalih koje su grupisane i sve pripadaju populaciji sa Avale. Kod C.
sanguinea 4 jedinke (2 iz populacije sa Avale) se razlikuju od ostalih koje se nalaze u relativno
homogenoj grupi u prostoru prve tri ose. Opsti je utisak vrlo jasnog izdvajanja vrsta Sto potvrduje

i klaster analiza (Slika 112).
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Slika 108. Uporedna analiza sadrzaja ispitivanih fenolnih jedinjenja u plodovima drena i sviba
na osnovu srednjih vrednosti ili medijana, zavisno od toga da li vrednosti svojstva ispunjavaju

uslov normalne raspodele i homogenosti varijansi
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plot™) odredena pomocu analize glavnih PC ose (faktor 1-3) analiziranih jedinki vrsta C. mas
komponenti (PCA, faktor 1-2) kod jedinki (1-30) i C. sanguinea (31- 60) odreden na osnovu
vrsta C. mas i C. sanguinea (s1, 5-O-CQ; sadrzaja odabranih fenolnih jedinjenja
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Slika 111. Razdvajanje u
prostoru prve tri PC ose
(faktor 1-3) jedinki vrsta C.
mas (1) i C. sanguinea (2) na
osnovu sadrzaja odabranih
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Slika 112. Dendogram (euklidske udaljenosti) za populacije vrsta C. mas (11- Avala, 12-
Zlatarsko jezero, 13- Ozren), C. sanguinea (21- Avala, 22- Zlatarsko jezero, 23- Ozren)

4.5.8. Uporedna analiza varijabilnosti sadrzaja odabranih fenolnih jedinjenja u plodovima
vrsta R. canina, C. monogyna, P. spinosa, C. mas i C. sanguinea

Osnovni pokazatelji deskriptivne statistike (srednje vrednosti 1 standardne devijacije) za Sest
svojstava analiziranih kod R. canina, C. monogyna, P. spinosa, C. mas i C. sanguinea prikazani
su u Tabeli 10. Ispitivanjem podataka detektovano je 3,2% autlajera (29 od 900 podataka) koji su

u naknadnoj PCA tretirani kao suplementi.

Medusobno poredenje populacija za pojedino svojstvo vrSeno je poredenjem njihovih srednjih
vrednosti (ANOVA 1II). Utvrdeno je da postoje statisticki znacajne razlike medu vrstama za svako
analizirano svojstvo (Slika 113). Razlike i medu vrstama i medu lokalitetima postoje za svojstva
sl (sadrzaj neohlorogene kiseline), s4 (kvercetin-rutinozida) i s5 (kvercetin-glukozida). Takode
jasno se uocava da su plodovi jedinki koje pripadaju populaciji sa Zlatarskog jezera bogatiji u

sadrzaju neohlorogene kiseline, kvercetin-rutinozida i kvercetin-galaktozida.
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Tabela 10. Osnovni pokazatelji deskriptivne statistike (srednje vrednosti, standardne devijacije) sadrzaja odabranih fenolnih jedinjenja
(s1-s6) u analiziranim plodovima kod jedinki iz tri populacije koje pripadaju vrstama R. canina, C. monogyna, P. spinosa, C. mas i C.
sanguinea

fakt 5-0-CQ Q-3-O-GIcA Q-3-O-Rut Q-3-0-Glc Q-3-O-Rha
axtor (s1) (s2) (s4) ) (s6)
R. canina A123(1,000°  36,15(34,42)° 3944 (48,65)° 3,68 (2,95)° 33,08 (41,21)° 44,15 (50,14)
C. monogyna 7,58 (8,27)° 0,0 (0,0)° 335,41 (204,96)% 27,54 (34,37)° 200,43 (202,39)* 0,08 (0,11)°
P. spinosa 2,02 (1,29)° 0,0 (0,0)° 9,61 (7,02)° 55,92 (37,99)% 12,47 (6,14)° 51,20(42,57)°
C. mas 22,05 (14,85 81,14 (94,96)" 5,67 (4,09)° 5,33 (4,31)° 4,29 (3,03)° 0,05 (0,11)°
C. sanguinea 576 (4,76)°  982,5(342,62)% 264,77 (275,02)% 4212 (27,32)° 320,81 (251,43)° 0,25 (0,25)"
B F4,135=88,17* F4,135=221,06* F4,135=38,71* F4,135=52,64* F4,135=32,17* F4,135=24,54*
Avala 478 (6,39)° 178,84 (373,05) 130,07 (211,68) 23,09 (31,65)°  111,05(191,49)% 12,68 (23,29)
okalitet Zlatarsko jezero 10,42 (13,74) 255,85 (457,23) 155,57 (223,43) 29,68 (40,41)° 134,88 (206,56)" 25,81 (52,90)
OKallte
(B) Ozren 7,99 (10,66) 22518 (414,70) 107,30 (188,28) 27,98 (25,000* 96,72 (176,20)° 18,94 (37,32)
F2135=9,19™ ns ns F2135=6,57" F2135=4,84™ ns
inta?(ch)ija Fe135=7,37" ns Fe.135=3,19™ Fe135=2,16™ Fe.135=5,07™ ns

Veli¢ina zbirnog uzorka (broj elemenata zbirnog uzorka), n=150 (5 vrsta x 3 lokaliteta x 10 individua = 150), ukupno numerickih
podataka= 900 (n=150 x 6 svojstava = 900). U poredenju srednjih vrednosti primenjena je dvo-faktorska analiza varijanse (ANOVA 11).
Faktor A (vrsta biljke) sa 5 nivoa: vrsta 1 (R. canina), vrsta 2 (C. monogyna), vrsta 3 (P. spinosa), vrsta 4 (C. mas) i vrsta 5 (C.
sanguinea); faktor B (lokalitet) sa 3 nivoa: Avala, Zlatarsko jezero i Ozren i njihove interakcije. » = srednja vrednost (standardna
devijacija); B= F-test pokazatelj sa brojevima stepeni slobode; ns = nesignifikantna razlika izmedu srednjih vrednosti populacija (p >
0,05); * = statisticki znacajna razlika (p < 0,05). P = razli¢ita slova u koloni oznacavaju statisti¢ki znacajne razlike medu vrstama i
lokalitetima. Radi lakSeg poimanja predstavljeni su originalni podaci (ne-transformisani), dok je ANOVA vrSena na transformisanim
podacima.
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Slika 113. Uporedna analiza sadrzaja ispitivanih fenolnih jedinjenja u plodovima svih
analiziranih vrsta na osnovu srednjih vrednosti ili medijana, zavisno od toga da li vrednosti
svojstva ispunjavaju uslov normalne raspodele i homogenosti varijansi
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Rezultati

Analiza glavnih komponenti je izvrSena na standardizovanom setu podataka i bila je usmerena
na utvrdivanje i graficki prikaz strukture istrazivanih svojstava. Rezultati PCA su pokazali da
prva osa objasnjava 39,61%, druga 27,25%, a treca 15,09% inicijalne informacije (Sve tri ose
zajedno 81,95%). Prve dve ose inaju ajgen vrednosti >1. Na osnovu sume kvadriranih
korelacija u planu 1-2 (suma r?> > 0,8) moze se zaklju¢iti da su najbolje reprezentovana s5
(sadrzaj kvercetin-glukozida) 1 s3 (sadrzaj kvercetin-galaktozida). Varijabilnost sadrzaja ova
dva jedinjenja u 150 analiziranih plodova najviSe doprinosi ukupnoj varijabilnosti sadrzaja
analiziranih fenolnih jedinjenja. Nesto slabije (0,6 < suma r? < 0,8) je predstavljeno s6 (sadrzaj
kvercetin-ramnozida, dok su s2 (sadrzaj kvercetin-glukuronida) i s4 (kvercetin-rutinozida)
slabo prezentovana (suma r? < 0,4). Na formiranje prve ose najvise uti¢u s5 (sadrzaj kvercetin-
glukozida) i s3 (kvercetin-galaktozida). Na formiranje druge ose najvise uti¢e sl (sadrzaj
neohlorogene kiseline). Struktura svojstava i njihovi odnosi prikazani su na slici 114.
Tendencije medu individuama, njihova grupisanja/razdvajanja mogu se uociti u prostoru prve
dve PC ose (Slika 1151 116) i u prostoru prve tri ose (Slika 117 i 118). Izuzimajuci 12 jedinki
(20, 36, 42, 44, 45, 49, 50, 53, 54, 55, 56 i 92), ostale su dobro prestavljene na planu prve tri
ose (suma cos? za prve tri ose > 0,5). Opsti je utisak priliéno jasnog izdvajanja vrsta i populacija
Sto potvrduje i klaster analiza (Slika 119 i 120).

!

Faktor 2 (27,25%)

= 0 1
Faktor 1 (39,61%)

Slika 114. Struktura svojstava odredena pomocu analize glavnih komponenti (PCA) kod
plodova jedinki vrsta R. canina, C. monogyna, P. spinosa, C. mas i C. sanguinea (s1, 5-O-CQ;
s2, Q-3-O-GlcA,; s3, Q-3-0O-Gal; s4, Q-3-0O-Rut; s5, Q-3-0O-Glc; s6, Q-3-O-Rha)
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Slika 115. Razdvajanje u prostoru prve dve PC ose populacija svih analiziranih vrsta na osnovu
sadrzaja odabranih fenolnih jedinjenja (R. canina 1 - Avala; 2 - Zlatarsko jezero; 3 - Ozren; C.
monogyna 4 - Avala; 5 - Zlatarsko jezero; 6 - Ozren; P. spinosa 7 - Avala; 8 - Zlatarsko jezero;
9 - Ozren; C. mas 10 - Avala; 11 - Zlatarsko jezero; 12 - Ozren; C. sanguinea 13 - Avala; 14 -

Zlatarsko jezero; 15 - Ozren)

2.5
4
®
4
2.0 ps
44 o0
40,4 s 4 ® 2
15 2 4.4%‘4'. o0 % 9 e b
® :4. ii 4 e ® g
4
1.0 2 55
4 22 @
L 2; %’%5 5 OO 5
4 ® 5 55, ©
22 ® 2 5
N o5 4 p ® °8 , 5 5 28,5 5 e® o
<] e e ,0 0 . 8505
o 2 5 2 @2 55005%
X~ 4 ™ ® 5 © 25,5 5
© 0.0 ] e > ¢ 2" o
U % 43 -3 % 5 % g
o? 3 3 2 2 5
s * Pe 22 &
-0.5 3 3 3 9 e ®
o3 %3333 i e ®¢q1 % 5
weVew . ° ¢
-1.0 331103 ° 3.1 o*
13‘1.1 3 e ®
o® 181 1 3 1
15 o003 p1. ® 1
101 ° 1'
2.5 2.0 -1.5 -1.0 -05 0.0 05 1.0 1.5 2.0 25
Faktor 1

Slika 116. Razdvajanje u prostoru prve dve PC ose jedinki koje pripadaju svim analiziranim
vrstama na osnovu sadrzaja odabranih fenolnih jedinjenja (1 - R. canina; 2 - C. monogyna,; 3 -

P. spinosa; 4 - C. mas; 5 - C. sanguinea)
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Slika 117. Razdvajanje
u prostoru prve tri PC
ose jedinki iz
populacija svih
analiziranih vrsta na
osnovu sadrzaja
odabranih fenolnih
jedinjenja (R. canina
1- Avala; 2- Zlatarsko
jezero; 3- Ozren;

C. monogyna 4- Avala;
5- Zlatarsko jezero; 6-
Ozren; P. spinosa

7- Avala; 8- Zlatarsko
jezero; 9- Ozren; C.
mas 10- Avala; 11-
Zlatarsko jezero; 12-
Ozren; C. sanguinea
13- Avala; 14-
Zlatarsko jezero; 15-
Ozren)

Slika 118.
Razdvajanje u
prostoru prve tri PC
ose jedinki svih
analiziranih vrsta na
osnovu sadrzaja
odabranih fenolnih
jedinjenja:

1 - R. canina;

2 - C. monogyna;

3 - P. spinosa;

4 - C. mas;

5 - C. sanguinea
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Slika 119. Dendogram (euklidske udaljenosti) za sve analizirane populacije (R. canina 11 -
Avala, 12 - Zlatarsko jezero, 13 - Ozren; C. sanguinea 51 - Avala, 52 - Zlatarsko jezero, 53 -
Ozren; C. monogyna 21 - Avala, 22 - Zlatarsko jezero, 23 - Ozren; P. spinosa 31 - Avala, 32 -
Zlatarsko jezero, 33 - Ozren; C. mas 41 - Avala, 42 - Zlatarsko jezero, 43 - Ozren)
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Slika 120. Dendogram (euklidske udaljenosti) za sve analizirane vrste

4.6. Diskriminantna analiza uzoraka na osnovu sastava odabranih fenolnih jedinjenja

Pored analize glavnih komponenti, kao multivarijantna statisticka metoda kojom se utvrduju
odnosi izmedu uzoraka, Cesto se koristi 1 diskriminantna analiza. Ova statisticka analiza se
zasniva na utvrdivanju najvece distance izmedu unapred odredenih grupa, u ovoj studiji to su

populacije (odnosno vrste), iz kojih su uzimani uzorci za analizu.
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4.6.1. Diskriminantna analiza uzoraka R. canina, C. monogyna, P. spinosa, C. mas i C.

sanguinea U 0dnosu na populaciju

Rezultati diskriminantne analize (DA) uzoraka R. canina (Slika 121a) pokazuju da svojstva
koja imaju najveci efekat na diskriminaciju u odnosu na prvu osu su sadrzaj kvercetin-
galaktozida (s3) i kvercetin-glukozida (s5). Doprinos druge ose u diskriminaciji populacije je
relativno mali (12,23%). Na drugoj diskriminantnoj osi razdvajanje se vrsi preko sadrzaja
kvercetin-ramnozida (s6). 1z grafickog prikaza pozicije analiziranih jedinki u prostoru prve i
druge diskriminantne ose (Slika 121b) jasno se uocava da su na osnovu sadrzaja analiziranih
jedinjenja jedinke iz populacija sa Zlatarskog jezera i Ozrena jasno razdvojene. Polozaj jedinki
iz populacije sa Avale se velikim delom preklapa sa druge dve analizirane populacije.
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Slika 121 a) Struktura svojstava (DA) kod uzoraka plodova jedinki vrste R. canina (s1, 5-O-
CQ; s2, Q-3-0O-GlIcA,; s3, Q-3-0-Gal; s4, Q-3-O-Rut; s5, Q-3-0O-Glc; s6, Q-3-O-Rha)

b) Pozicije analiziranih jedinki u prostoru prve i druge diskriminantne ose (A - populacija sa
Avale; Z - populacija sa Zlatarskog jezera; O - populacija sa Ozrena)

Rezultati diskriminantne analize (DA) uzoraka C. monogyna (Slika 122a) pokazuju da prva
osa doprinosi diskriminaciji populacija sa 59,77%, Sto je znacajno manje u poredenju sa drugim
analiziranim vrstama. Sadrzaj kvercetin-rutinozida (s4) ima najveci efekat na diskriminaciju u
odnosu na prvu osu. Na drugoj diskriminantnoj osi razdvajanje se vrsi preko sadrzaja kvercetin-
glukozida (s5) i kvercetin-galaktozida (s3). Iz grafickog prikaza pozicije analiziranih jedinki u

prostoru prve i druge diskriminantne ose (Slika 122b) uocava se da 5 jedinki iz razli¢itih
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populacija ima slican sastav (pozicionirane su oko koordinacionog centra), $to rezultuje u

delimi¢nom preklapljenju populacija.
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Slika 122 a) Struktura svojstava (DA) kod uzoraka plodova jedinki vrste C. monogyna (s1, 5-
0-CQ; s2, Q-3-0-GlcA; s3, Q-3-0O-Gal; s4, Q-3-O-Rut; s5, Q-3-O-Glc; s6, Q-3-O-Rha)

b) Pozicije analiziranih jedinki u prostoru prve i druge diskriminantne ose (A - populacija sa
Avale; Z - populacija sa Zlatarskog jezera; O - populacija sa Ozrena)

Rezultati diskriminantne analize (DA) uzoraka P. spinosa (Slika 123a) pokazuju da sadrzaj
neohlorogene kiseline (s1) ima najveci efekat na diskriminaciju u odnosu na prvu osu.
Doprinos druge ose u diskriminaciji populacije je relativno mali (10,76%). Na drugoj

diskriminantnoj osi razdvajanje se vrsi preko sadrzaja kvercetin-rutinozida (s4).

Iz grafickog prikaza pozicije analiziranih jedinki u prostoru prve i druge diskriminantne ose
(Slika 123b) uocava se da su jedinke iz populacije sa Avale najvise dispergovane u prostoru
prve i druge ose, dok su jedinke iz druge dve populacije grupisane u kompaktnije, medusobno
preklopljene grupe koje se najve¢im delom nalaze u prostoru koji pokriva populacija sa Avale

(samo jedna jedinka iz populacija sa Zlatarskog jezera se nalazi van ovog prostora).
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Slika 123 a) Struktura svojstava (DA) kod uzoraka plodova jedinki vrste P. spinosa (s1, 5-O-
CQ; s2, Q-3-0O-GlcA; s3, Q-3-0-Gal; s4, Q-3-O-Rut; s5, Q-3-0O-Glc; s6, Q-3-O-Rha)
b) Pozicije analiziranih jedinki u prostoru prve i druge diskriminantne ose (A - populacija sa
Avale; Z - populacija sa Zlatarskog jezera; O - populacija sa Ozrena)
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Slika 124 a) Struktura svojstava (DA) kod uzoraka plodova jedinki vrste C. mas (s1, 5-O-CQ;
s2, Q-3-0-GlcA,; s3, Q-3-0O-Gal; s4, Q-3-O-Rut; s5, Q-3-0O-Glc; s6, Q-3-O-Rha)

b) Pozicije analiziranih jedinki u prostoru prve i druge diskriminantne ose (A - populacija sa
Avale; Z - populacija sa Zlatarskog jezera; O - populacija sa Ozrena)

Rezultati diskriminantne analize (DA) uzoraka C. mas (Slika 124a) pokazuju da prva osa
doprinosi diskriminaciji populacija sa 98,57%. Sadrzaj kvercetin-glukunorida (s2) ima najveci

efekat na razdvajanje u odnosu na prvu osu. Doprinos druge ose je izuzetno mali (svega 1,43%),
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a razdvajanje na ovoj osi se vrsi preko sadrzaja kvercetin-ramnozida (s6). 1z grafi¢kog prikaza
pozicije analiziranih jedinki u prostoru prve i druge diskriminantne ose (Slika 124b) uo¢ava se
da su jedinke iz populacije sa Avale jasno izdvojene. Jedinke iz druge dve populacije se
medusobno preklapaju, pri ¢emu se jedinke iz populacije sa Ozrena nalaze u kompaktnijoj
grupi koja je sadrzana u veéem prostoru koji zauzimaju jedinke iz populacije sa Zlatarskog

jezera.

Rezultati diskriminantne analize (DA) uzoraka C. sanguinea (Slika 125a) pokazuju da prva osa
doprinosi razdvajanju populacija sa 96,46%. Sadrzaj kvercetin-rutinozida (s4) ima najveci
efekat na diskriminaciju u odnosu na prvu osu. Doprinos druge ose je mali (3,54%), a
razdvajanje na ovoj osi se vrsi preko sadrzaja kvercetin-glukunorida (s2). Iz grafickog prikaza
pozicije analiziranih jedinki u prostoru prve i druge diskriminantne ose (Slika 125b) uo¢ava se
da 8 jedinki iz razli¢itih populacija ima slian sastav (pozicionirane su u negativnom kvadrantu
i prve 1 druge ose u blizini koordinacionog centra), $to rezultuje u medusobnom preklapljenju
populacija. Jedinke iz populacije sa Avale su vise dispergovane u prostoru. Najkompaktnije su
rasporedene jedinke iz populacije sa Ozrena i samo 2 jedinke se ne preklapaju sa populacijom

za Zlatarskog jezera.
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Slika 125 a) Struktura svojstava (DA) kod uzoraka plodova jedinki vrste C. sanguinea (s1, 5-
0-CQ; s2, Q-3-0O-GIcA; s3, Q-3-O-Gal; s4, Q-3-0O-Rut; s5, Q-3-0-Glc; s6, Q-3-0-Rha)

b) Pozicije analiziranih jedinki u prostoru prve i druge diskriminantne ose (A - populacija sa
Avale; Z - populacija sa Zlatarskog jezera; O - populacija sa Ozrena)
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4.6.2. Diskriminantna analiza uzoraka R. canina, C. monogyna, P. spinosa, C. mas i C.

sanguinea U 0dNOSU na vrstu

Diskriminantna analiza (DA) uzoraka svih ispitivanih vrsta pokazuju da se ukupna varijabilnost
sadrzaja odabranih fenolnih jedinjenja moze objasniti sa 4 ose (Slika 126), pri ¢emu je doprinos
prve ose najveci (73,90%). Rezultati (Slika 127a) pokazuju da svojstvo s2 (sadrzaj kvercetin-
glukonirida) ima najveci efekat na diskriminaciju u odnosu na prvu osu (F1). Doprinos druge
ose (F2) u diskriminaciji vrsta je 11,65 %. Na drugoj diskriminantnoj osi razdvajanje se vrsi

preko sadrzaja neohlorogene kiseline (s1).

Iz grafickog prikaza pozicije analiziranih jedinki u prostoru prve i druge diskriminantne ose
(Slika 127b) jasno se uocava da su na osnovu sadrzaja analiziranih jedinjenja jedinke koje
pripadaju vrsti C. sanguinea jasno izdvojene. Kod ostalih vrsta uo¢ljivo je preklapanje koje je
najizrazenije kod vrste R. canina. Jedinke koje pripadaju ovoj vrsti su najkompaktnije
rasporedene u prostoru prve dve DA ose. Takode, izrazena kompaktnost je karakteristi¢na i za
jedinke koje pripadaju vrsti P. spinosa. Za razliku od njih jedinke koje pripadaju vrstama C.
monogyna i C. mas pokazuju veéi stepen varijabilnosti istrazivanih svojstva, pa su i

rasporedene u mnogo vecem prostoru.
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Slika 126. Ajgenvrednosti i
procentualni doprinos DA osa (F1-
F4) u objasnjavanju kumulativne
varijabilnosti sadrzaja odabranih
fenolnih  jedinjenja  kod svih
analiziranih vrsta
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4.7. Analiza osnovnih klimatskih faktora na prou¢avanim lokalitetima i

odredivanje njihovog uticaja na sadrzaj odabranih fenolnih jedinjenja

Uobicajeno je da se klima Srbije opisuje kao umereno kontinentalna. Ipak, mnogi lokaliteti se
odlikuju specifi¢nim klimatskim karakteristikama (temperatura, koli¢ina padavina, insolacija,
UV zracenje, itd.) koje mogu znacajno da se
razlikuju od prosecnih vrednosti klimatskih faktora
za Citavu teritoriju. Ove specificne karakteristike
pre svega zavise od geografskog polozaja
odredenog lokaliteta, reljefa, raspodele vazdusnog
pritiska, ekspozicije i nagiba terena, udaljenosti od
reénih slivova, blizine urbanih 1 industrijskih
centara, kao i od tipa prisutne vegetacije i njene
pokrovnosti. U  klimatoloskim obradama je
uobic¢ajeno da se klima posmatra po godiSnjim

dobima, tako da prole¢ni period obuhvata period od

1. marta do 31. maja, letnji od 1. juna do 31. avgusta
i jesenji od 1. septembra do 30. novembra. Obzirom
da se ovaj period uglavnom poklapa sa vegetacionim periodom istrazivanih Sumskih drvenastih

vrsta u daljoj analizi kori$¢ena je ova podela.

Biljni materijal analiziran u ovoj studiji sakupljen je u jesen 2015. godine. Geografske pozicije
ispitivanih populacija su odredene pomocu ru¢nog uredaja za globalno pozicioniranje (Garmin
eTrex GPS prijemnik), pri ¢emu su zabelezene koordinate, nadmorska visina, nagib i
ekspozicija na svakom od lokaliteta. Pokrovnost vegetacije na ispitivanim staniStima uradena

je fitocenoloskom procenom (Braun-Blangue-ov metod) i poredenjem sa satelitskim snimcima

terena dostupnim na portalu www.geoSrbija. Relevantne klimatske karakteristike (preracunate
srednje srednje mesecne vrednosti za temperaturu, koli¢inu padavina i insolaciju na
istrazivanim lokalitetima) su dobijene posredstvom Sektora za meteoroloski osmatracki sistem
Republickog Hidrometeoroloskog Zavoda Srbije, a podaci za minimalne i maksimalne
vrednosti temperature, kao i za koli¢inu padavina za svaki pojedinacni dan od proleéa do jeseni
2015 preuzeti su sa sajta RHMZS-a (Operativni  hidrometeoroloski  bilten,

http://www.hidmet.gov.rs/ciril/meteorologija/op_bilteni.php). lokalitetima). Pored ovih

podataka koristili smo i podatke o minimalnim i maksimalnim vrednostima Kori$¢eni su podaci
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dostupni za mernu stanicu koja je najbliza ispitivanom lokalitetu (za Avalu merna stanica u
KoSutnjaku; za Zlatarsko jezero merna stanica na Zlatiboru; za Ozren merna stanica u
Sokobanji). Zbog relativne udaljenosti i razli¢ite nadmorske visine podaci za lokalitete
Zlatarsko jezero i Ozren korigovani su primenom visinskih gradijenata klimatskih elemenata.
Za interpretaciju rezultata koriSc¢eni su 1 Sezonski bilteni za Srbiju (prolece, leto, jesen), takode

dostupni na sajtu RHMZS-a (http://www.hidmet.gov.rs/podaci/meteorologija/latin/).

4.7.1. Osnovni klimatski faktori na prouc¢avanim lokalitetima - prolece

Prolece 2015. godine je bilo toplo i kiSno u ve¢em delu
Srbije. Na lokalitetu Avala proseCne temperature za ovaj
period godine bile su vise u odnosu na tridestogodisnji
prosek (1961-1990), dok su na druga dva lokaliteta bile u
granicama proseka. Prose¢ne temperature za Avalu su bile
viSe i u odnosu na referentni period 1971-2000, dok su u

odnosu na referentni period 1981-2010 bile u granicama

e
Zlagarsko jezero

normale za sva tri lokaliteta.

Variranje temperature (minimalne i maksimalne vrednosti)
| oo m\gi ;\ 7 N tokom proleca za sva tri lokaliteta prikazano je na slikama
HLADNO 128a i b. Najnize minimalne temperature su zabeleZene na
lokalitetu Zlatarsko jezero, a najviSe na Avali. Prose¢na

minimalna temperatura u toku prolec¢a bila je 9,02 °C na Avali, 3,28 °C na Zlatarskom jezeru
(63,6% niza u odnosu na Avalu) i 6,10 °C na Ozrenu (32,4% niza u odnosu na Avalu). Razlika
u minimalnim temperaturama izmedu Avale 1 Zlatarskog jezera pojedinih dana je bila viSa i od
10°C (na pr. 12,5 °C 16. maja). I prose¢na maksimalna temperatura bila je najvisa na Avali
(18,05 °C), 14,2% niza na Ozrenu (15,49 °C) i najniza na Zlatarskom jezeru (12,13 °C, odnosno
32,8% niza u odnosu na Avalu, a u odnosu na Ozren niza 21,7%). Prose¢ne temperature za
period 1. mart-31. maj 2015 bile su 13,58 °C na Avali, 7,7 °C na Zlatarskom jezeru i 10,79 °C

na Ozrenu.
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Slika 128a. Minimalne temperature na Avali, Zlatarskom jezeru i Ozrenu (prole¢e 2015)
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Slika 128b. Maksimalne temperature na Avali, Zlatarskom jezeru i Ozrenu (prolece 2015)
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Suma padavina tokom proleéa je u ve¢em delu Srbije
bila iznad prosec¢nih vrednosti u odnosu na normalu
za sva tri referentna perioda (1961-1990, 1971-2000
i 1981-2010). Ipak, iznadproseCne vrednosti su
izrazenije na Avali (26-50% viSe u odnosu na

prosek), nego na druga dva lokaliteta (1-25%).

Dl Najveca koli¢ina padavina tokom proleca zabeleZena

E 1 je u prvoj polovini marta, a najmanja tokom aprila
} ol 2. (Slika 129). Najve¢i broj dana sa padavinama
[ 100

-7 zabeleZen je na lokalitetu Ozren (48 dana od ukupno

92), nesto manji na Zlatarskom jezeru (45) 1 najmanji na Avali (35). Ukupna suma padavina je
najveca na lokalitetu Zlatarsko jezero (316,5 mm), za 6,8% manja na Avali (295,1 mm), a
najmanja na Ozrenu (228 mm, odnosno 28% manja u odnosu na Avalu) (Slika 130).

Kumulativna suma padavina za sva tri lokaliteta prikazana je na slici 130.

LLJJ |

1.2 3 45 67 8 91011121314151617 1819 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30

@
3

~

>

~
-4

)

s

v

] E

1 2 3 4 5 6 7 8 910111213 14151617 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 31

Koli¢ina padavina (mm)
8
Koli¢ina padavina (mm)
“

\

°

mart 2015 april 2015

lg ﬁ l'—tl.,l,' .- reew

12 3 456 7 8 91011121314151617 1819 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 31

Koli¢ina padavina (mm)

maj 2015

Slika 129. Ukupna koli¢ina padavina (mm) po danima na Avali (m), Zlatarskom jezeru (@ i
Ozrenu (m) tokom proleca 2015
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Slika 130. Kumulativna suma padavina (mm) na Avali, Zlatarskom jezeru i Ozrenu (prolece
2015)
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4.7.2. Osnovni klimatski faktori na prouc¢avanim lokalitetima - leto

Leto 2015. godine je bilo ekstremno toplo, dok je ukupna koli¢ina padavina bila ispod

Zl

prose¢nih vrednosti. Tokom veceg dela letnjeg
perioda, srednja, maksimalna i minimalna
temperatura vazduha bila je iznad viSegodiSnjeg
proseka. Odstupanja srednje temperature od
normale za referentni period 1981-2010 bila su
najveca na lokalitetu Avala (2-3 °C), dok su na
druga dva lokaliteta ta odstupanja bila u rasponu

1-2 °C. Ova odstupanja su bila jo$ veca kada se

-
arsko jezero

porede sa referentnim periodima 1961-1990 i
1971-2000.

Variranje temperature (minimalne i maksimalne

e O
[!'_j:'j: 12‘1 vrednosti) tokom leta prikazano je na slikama

131a i b. Najnize minimalne temperature su

zabelezene na lokalitetu Zlatarsko jezero

(posebno su bile izrazene krajem juna), a najviSe na Avali. Prose¢na minimalna temperatura u

toku leta bila je 19,37 °C na Avali, 14,07 °C na Zlatarskom jezeru i 14,80 °C na Ozrenu. |

proseéna maksimalna temperatura tokom leta bila je najvisa na Avali (30,32 °C), niZza na

Ozrenu (27,56 °C) i najniza na Zlatarskom jezeru (24,29 °C). Broj tropskih dana, sa

maksimalnom temperaturom visom od 30°C, bio je 48 na Avali, 35 na Ozrenu i 10 na

Zlatarskom jezeru.
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Slika 131a. Minimalne temperature na Avali, Zlatarskom jezeru i Ozrenu (leto 2015)
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Slika 131b. Maksimalne temperature na Avali, Zlatarskom jezeru i Ozrenu (leto 2015)

Suma ukupnih padavina tokom leta je u vecem delu Srbije bila ispod prosec¢nih vrednosti u
odnosu na normalu za referentni period 1961-1990. Veci deo Srbije ima kontinentalni rezim
padavina, 1 po pravilu maj 1 jun se karakteriSu sa najve¢im koli¢inama padavina. Medutim,

2015 godine na Avali ukupna koli¢ina padavina tokom juna bila je za 44,7% manja u odnosu

Koli¢ina padavina (mm)
3
Koli¢ina padavina (mm)

na maj, na Zlatarskom jezeru za 60,67%, dok je na Ozrenu ta razlika bila mnogo manja (5,9%).
Raspodela padavina tokom letnjeg perioda prikazana je na slici 132.
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Slika 132. Ukupna koli¢ina padavina (mm) po danima na Avali (@), Zlatarskom jezeru (@ i
Ozrenu (m) tokom leta 2015

Ukupna suma padavina, u periodu od 1. juna do 31. avgusta 2015, bila je najvecéa na lokalitetu
Zlatarsko jezero (232,4 mm), dok je na ostala dva lokaliteta ona zna¢ajno manja, na Ozrenu
112,2 mm, a na Avali 98,5 mm (Slika 133).
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Slika 133. Kumulativna suma padavina (mm) na Avali, Zlatarskom jezeru i Ozrenu (leto 2015)

@ Prostorna raspodela ukupne koli¢ine padavina
: tokom leta na celoj teritoriji Srbije jasno pokazuje
G W da su se istrazivani lokaliteti znacajno razlikovali,
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na Ozrenu je manja 51,7%, a na
Avali 57,6% manja.
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insolacija (izrazena u ¢asovima) bila je neSto veca na Avali (svrstana u kategoriju 900-950 h)
u odnosu na druga dva istrazivana lokaliteta (svrstani u kategoriju 800-850 h). Ukupna
insolacija u toku leta je bila najveéa na Avali (912,9 h), niza na Ozrenu (825,7 h), a najmanja
na Zlatarskom jezeru (782,2 h).

4.7.3. Osnovni klimatski faktori na prou¢avanim lokalitetima — septembar i oktobar

Generalno posmatrajuci, jesen 2015. godine u ve¢em delu Srbije je bila topla i kiSna. Posto
smo biljni materijal za ovu studiju sakupili u oktobru, u analizi osnovnih klimatskih faktora
ogranic¢ili smo se na period od 1. septembra do 31. oktobra. Variranje temperature u ovom
periodu (minimalne i maksimalne vrednosti) prikazano je na slikama 134a i b. Prosecna
minimalna temperatura u toku ovog perioda bila je 12,74 °C na Avali, 8,99 °C na Zlatarskom
jezeru (29,4% niza u odnosu na Avalu) i 10,50 °C na Ozrenu (17,6% niza u odnosu na Avalu).
I prose¢na maksimalna temperatura bila je najvisa na Avali (20,96 °C), nesto niza na Ozrenu
(20,03°C), a najniza na Zlatarskom jezeru (8,99 °C, odnosno 17,7% niza u odnosu na Avalu).
Prosec¢ne teperature za ovaj period su 16,85 °C na Avali, 13,12 °C na Zlatarskom jezeru i 15,26

°C na Ozrenu.
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Minimalna temperatura (°C)
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Slika 134a. Minimalne temperature na Avali, Zlatarskom jezeru i Ozrenu
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Slika 134b. Maksimalne temperature na Avali, Zlatarskom jezeru i Ozrenu

Raspodela padavina tokom septembra i oktobra prikazana je na slici 135. Ukupna koli¢ina
padavina je najveca na Zlatarskom jezeru (190,4 mm), pri ¢emu je nesto veca koli¢ina padavina
zabeleZzena u septembru (99,6 mm) u odnosu na oktobar (90,8 mm). Ukupna suma padavina na
Avali (143,8 mm) i Ozrenu (137,8 mm) je slicnih vrednosti. Na Avali su vece vrednosti
zabelezene u septembru (76,2 mm) u odnosu na oktobar (67,6 mm), dok je obrnuta situacija na

Ozrenu; veca u oktobru (80,1 mm) u odnosu na septembar (57,7 mm).
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8
Koli¢ina padavina (mm)
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septembar 2015 oktobar 2015

Slika 135. Ukupna koli¢ina padavina (mm) po danima na Avali (@, Zlatarskom jezeru (@) i
Ozrenu (@ tokom septembra i oktobra 2015

Ukupna osuncanost (insolacija) tokom septembra i oktobra bila je najvec¢a na Avali (355,9 h),

niza na Ozrenu (294,1 h), a najmanja na Zlatarskom jezeru (302,7 h).
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4.7.4. Korelaciona analiza sadrZaja fenolnih jedinjenja i temperature na istraZivanim

lokalitetima

Na nivou celokupnog vegetacijskog perioda (1. mart - 31. oktobar) najvise temperature su
zabelezene na lokalitetu Avala (prose¢na temperatura 18,61 °C), za njom sledi Ozren (15,82
°C), a najniZe su na Zlatarskom jezeru (8,76 °C) (Slika 136).

OZREN

Zl.
JEZERO

AVALA

20 25

Temperatura (°C)

Slika 136. Prose¢ne minimalne i maksimalne temperature na istrazivanim lokalitetima tokom
vegetacijskog perioda (1. mart - 31 oktobar)
Jedan od ciljeva ovog rada bio je da se utvrdi da li postoji povezanost koli¢ine odabranih
fenolnih jedinjenja u plodovima ispitivanih vrsta sa temperaturom na lokalitetima gde je
sakupljan biljni materijal. Dobijeni rezultati prikazani u tabeli 11. Rezultati pokazuju da postoji
negativna korelacija sadrzaja pet fenolnih jedinjenja i prose¢ne temperature kod jedinki vrste
C. mas (jedino kvercetin-ramnozid nije korelisan sa temperaturom). Takode, visok stepen
negativne korelisanosti utvrden je kod R. canina (sa izuzetkom kvercetin-rutinozida i -
ramnozida). Kod ostale tri ispitivane vrste samo je po jedno fenolno jedinjenje korelisano sa
temperaturom. Kod jedinki vrste C. monogyna to je kvercetin-rutinozid, ¢iji je sadrZaj
pozitivno korelisan sa temperaturom, a kod P. spinosa neohlorogena kiselina. Kod jedinki vrste
C. sanguinea sadrzaj kvercetin-rutinozida je negativno korelisan sa temperaturom. Od svih
ispitivanih jedinjenja jedino sadrzaj kvercetin-ramnozida nije korelisan sa temperaturom ni kod

jedne ispitivane vrste.
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Tabela 11. Koeficijent korelacije izmedu sadrzaja odabranih fenolnih jedinjenja i prose¢ne

temperature na stanistima populacija iz kojih je uzorkovan biljni materijal (r - Pirsonov

koeficijent linearne korelacije, n=30, *p<0,05; ns= korelacija nije statisticki znacajna)

R. C. monogyna P.spinosa C.mas C.sanguinea

5-O-kafeo- -0,40* -0,14" 0,50 -0,563* -0,21™
ilhinska kiselina

kvercetin-3-O- -0,61%* - - -0,43* -0,25™
glukuronid

kvercetin-3-O- -0,63* 0,12" 0,15™ -0,39* -0,23™
galaktozid

kvercetin-3-O- -0,24"™ 0,43* -0,33" -0,46* -0,44*
rutinozid

kvercetin-3-O- -0,60* 0,16" -0,13™ -0,43* -0,27™
glukozid

kvercetin-3-O- -0,28" 0,35" -0,30™ -0,30™ -0,18™
ramnozid

4.7.5. Korelaciona analiza sadrZaja fenolnih jedinjenja i koli¢ine padavina na

istraZivanim lokalitetima

U mnogim, a pogotovo u fito-ekoloskim studijama, ukupna koli¢ina padavina na prou¢avanim
stani$tima, kao i njihova vremenska raspodela predstavljaju jedan od najvaznijih faktora
sredine. Padavine su nepravilno rasporedene u vremenu i prostoru na teritoriji Srbije i zavise
pre svega od atmosferskih prilika i karakteristika reljefa. Smatra se da je na nivou cele zemlje
normalna godiSnja suma padavina 896 mm, ali takode se istice da se koli¢ina padavina znacajno
povecava sa povec¢anjem nadmorske visine. Utvrdeno je da zapadne i jugozapadne oblasti
Srbije predstavljaju najkiSovitije predele. Ukupna suma padavina tokom vegetacijskog period
prikazana je na slici 137. Prose¢na suma padavina iznosi 67,18 mm na Avali, 92,41 mm na

Zlatarskom jezeru i 59,75 mm na Ozrenu.
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Slika 137. Ukupna koli¢ina padavina (mm) po mesecima na istrazivanim lokalitetima

Pirson-ov koeficijent linearne korelacije sadrzaja odabranih fenolnih jedinjenja u plodovima
ispitivanih vrsta i prose¢ne koli¢ine padavina na lokalitetima gde je sakupljan biljni materijal
prikazan je u tabeli 12. Utvrdeno je da postoji pozitivna korelacija izmedu sadrzaja
neohlorogene kiseline, kvercetin-glukuronida i -glukozida sa prose¢nom koli¢inom padavina
kod jedinki vrste R. canina. Kod ostalih istrazivanih vrsta koefijenti korelacije nisu statisti¢ki
znacajni.

Tabela 12. Koeficijent korelacije izmedu sadrzaja odabranih fenolnih jedinjenja i prose¢ne

koli¢ine padavina na staniStima populacija iz kojih je uzorkovan biljni materijal (r - Pirsonov
koeficijent linearne korelacije, n=30, *p<0,05; ns= korelacija nije statisticki znacajna)

C. monogyna P.spinosa C.mas C.sanguinea

>Okafeo- 4o 019" 036" 032" 0,16™
ilhinska kiselina

kvercetln_-3-0- 0,63* 5 - 0,19" 0,19
glukuronid

kvercetlr_1-3-0- 0,64* 0,15m -0,14" 0,21" 0,12"
galaktozid

kVE_I’CGt.In-3-O- 0'27ns -0,29”3 0,25ns 0’23ns 0’22ns
rutinozid

kvercetun-3-0- 0,62* 0,09" 0,09™ 0,20 0,13"
glukozid

kvercetin-3-O- 0.17™ -0,19" 0,29™ 0,17 0,09™
ramnozid
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4.7.6. Korelaciona analiza sadrzaja fenolnih jedinjenja i insolacije na istraZivanim

lokalitetima

Minimalne vrednosti za insolaciju na svim lokalitetima karakteristi¢cne su za mart, a
maksimalne za jul. Na Avali ukupna insolacija iznosila je 1914,1 h (min 152,5; max 350,9 h),
na Zlatarskom jezeru 1567 h (min 107,6 h; max 309,1 h), a na Ozrenu 1667,8 h (min 110,5 h;
max 329,2 h) (Slika 138).
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Slika 138. Ukupna insolacija (h) po mesecima na istrazivanim lokalitetima

Najveca prosecna insolacija (izrazena u satima) zabelezena je na Avali (239,26 h), manja je na
Ozrenu (208,48 h), a najmanja na Zlatarskom jezeru (195,88 h). Rezultati (Tabela 13) pokazuju
da postoji negativna korelacija sadrzaja pet fenolnih jedinjenja i prose¢ne insolacije kod jedinki
vrste C. mas (jedino kvercetin-ramnozid nije korelisan sa ovim faktorom). Kod vrste R.canina
sa prose¢nom insolacijom negativno je korelisan sadrzaj kvercetin-glukonorida, -galaktozida i
-glukozida. Kod C. monogyna pozitivno je korelisan sadrzaj kvercetin-rutinozida, -glukozida i
-ramnozida. Kod ostale dve vrste prosec¢na insolacija je negativno korelisana samo sa 5-O-

kafeoilhinskom kiselinom (P. spinosa) i kvercetin-rutinozidom (C. sanguinea).
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Tabela 13. Koeficijent korelacije izmedu sadrzaja odabranih fenolnih jedinjenja i prose¢ne
insolacije na staniStima populacija iz kojih je uzorkovan biljni materijal (r - Pirsonov

koeficijent linearne korelacije, n=30, *p<0,05, ns= povezanost nije statisticki znacajna)

§-C_)-kafeo_- ) _0'30ns _0107ns -0,52* -0,60* _0,22ns
ilhinska kiselina

kvercetln_-3-0- -0.46* - - -0,56* -0,27"
glukuronid

kvercetlr_1-3-0- 047 0,36" 0,12" -0,47* -0,29"
galaktozid

kve_rcet_in-3-0- -0.15" 0,47* 0,32 -0,57* -0,55%
rutinozid ' ' 1

kvercepn-B-O- -0,45% 0,37* -0,13" -0,56* -0,34"
glukozid

kvercetl_n-3-0- 0,32 0,41% -0,24" -0,34" -0,23"™
ramnozid

4.7.7. Korelaciona analiza sadrzaja fenolnih jedinjenja i nadmorske visine istraZivanih

lokaliteta

Istrazivani lokaliteti su bili geografski udaljeni, ali su se nalazili 1 na razli¢itim nadmorskim
visinama (Avala 331,62 m; Zlatarsko jezero 897,63 m; Ozren 665,37 m). Zbog ove razlike u
nadmorskoj visini utvrdivano je i da li su sadrzaji odabranih fenolnih jedinjenja kod
istrazivanih vrsta korelisani sa nadmorskom visinom staniSta populacija iz kojih su uzimani
uzorci plodova za fito-hemijsku analizu (Tabela 14). Utvrdeno je da postoji pozitivna korelacija
sadrzaja svih analiziranih fenolnih jedinjenja osim kvercetin-ramnozida i nadmorske visine kod
jedinki vrste C. mas. Kod vrste R. canina sa nadmorskom visinom pozitivno je korelisan
sadrzaj kvercetin-glukonorida, -galaktozida i -glukozida. Kod C. monogyna pozitivno je
korelisan sadrzaj kvercetin-rutinozida, -glukozida i -ramnozida. Kod ostale dve vrste
nadmorska visina je pozitivno korelisana samo sa 5-O-kafeoilhinskom kiselinom (P. spinosa)

i sa kvercetin rutinozidom (C. sanguinea).

Tabela 14. Koeficijent korelacije izmedu sadrzaja odabranih fenolnih jedinjenja i nadmorske
visine stani$ta populacija iz kojih je uzorkovan biljni materijal (r - Pirsonov koeficijent linearne

korelacije, n=30, *p<0,05; ns= povezanost nije statisticki znacajna)
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R.canina C.monogyna P.spinosa C.mas C.sanguinea

5-O-kafeo- 0,34" 0,001 0,53 0,60* 0,23"
ilhinska kiselina

kvercetln_-3-0- 0,51 - - 0,54* 0,27™
glukuronid

kVGI‘CEtIl:I-3-O- 0,53* _0’29ns _0’13ns 0,46* 0,28ns
galaktozid

kvercetin-3-O- 0,18 -0,47* 0,33 0,55* 0,54*
rutinozid

gl\ijei:g;té n-3-O- 0,51* -0,31" 0,13 0,53* 0,33
l:;/;rrc]:g;r&-s-o- 0,32" -0,40* 0,25" 0,347 0,23

4.7.8. Korelaciona analiza sadrZaja fenolnih jedinjenja i pokrovnosti istrazivanih

lokaliteta

Na Avali, uzorkovanje plodova ispitivanih vrsta je obavljeno u Sumi hrasta sladuna i cera
(Quecetum frainetto-cerris s. lato), na Zlatarskom jezeru u okviru Sume kitnjaka i graba
(Ostryo-Quercetum petraeae s. lato), dok su na Ozernu sve vrste osim P. spinosa bile prisutne
u Sumi sladuna i cera (Quecetum frainetto-cerris s. lato), dok je vrsta P. spinosa uzorkovana iz
Sume luznjaka i zutilovke (Genisto-Quercetum roboris s. lato). Odabrane populacije su rasle u
sklopu spontane flore, na staniStima koja su bila udaljena od puta i relativno o¢uvana u pogledu
biljnog pokrivaca. Pokrovnost vegetacije na lokalitetima iz kojih su uzimani uzorci za analizu
se razlikovala, tako da je ona procenjivana na osnovu Braun-Blanquet metode (Wikum i

Shanholtzer 1978) i satelitskih snimaka terena koji su dostupni na portalu www.geosrbija.rs.

Podaci za pokrovnost vegetacije, procenjeni na osnovu pokrovnosti svih ¢lanova zajednice na
prostoru od 50 m?, kretali su se u rasponu od 1 do 5: 1, 1-5%; 2, 5-25%; 3, 25-50%; 4, 50-75%;
and 5, 75-100% pokrovnosti zemljista. Zbog razliCite pokrovnosti stani$ta proucavanih
populacija utvrdivano je i da li su sadrzaji odabranih fenolnih jedinjenja kod istraZivanih vrsta

korelisani sa pokrovnos$cu vegetacije (Tabela 15).

Utvrdeno je da postoji pozitivna korelacija sadrzaja svih analiziranih fenolnih jedinjenja i
pokrovnosti kod jedinki vrste C. mas. Kod ostalih vrsta samo po jedno analizirano jedinjenje
je statisticki znacajno korelisano sa pokrovno$c¢u vegetacije (kod vrste R. canina i C. sanguinea
negativno je korelisan sadrzaj kvercetin-rutinozida, a isto jedinjenje je pozitivno korelisano
kod vrste C. monogyna; sadrzaj neohlorogene kiseline negativno je korelisan sa pokrovnoséu

kod jedinki vrste P. spinosa).

168


http://www.geosrbija.rs/

Rezultati

Tabela 15. Koeficijent korelacije izmedu sadrzaja odabranih fenolnih jedinjenja i pokrovnosti
vegetacije na staniStima populacija iz kojih je uzorkovan biljni materijal (p - Spirmanov

koeficijent korelacije, n=30, *p<0,05; ns= korelacija nije statisticki znacajna)

R.canina C.monogyna P.spinosa C.mas C.sanguinea

§-C_)-kafe0_- ) -0,26ns 0’03ns -0,37* -0,49* -0,24“5
ilhinska kiselina

kvercetin-3-O- 20,241 ) ) -0,69% -0,26"
glukuronid

kvercetlr_1-3-0- _0,37ns 0,20ns _0'02ns -0,45* _0,18ns
galaktozid

kve_rcet_ln-3-O- -0,32* 0,38* -0,18”3 -0,61* -0,45*
rutinozid

kverce'-tln'3‘0' _0,36ns 0,20ns _0'20ns _0,59* _0,20ns
glukozid

kvercetl_n-3-0- 0,13ns 0,32ns _Ollgns -0,65* _0,13ns
ramnozid

4.7.9. Utvrdivanje odnosa izmedu sadrzaja fenolnih jedinjenja i osnovnih faktora

sredine istrazivanih lokaliteta

Sinteza specifi¢nih sekundarnih metabolita u populacijama sa medusobno udaljenih stanista,
odnosno sadrzaj odabranih hemijskih jedinjenja, je deo adaptivnog odgovora biljaka na
kompleks ekoloskih faktora koji su karakteristi¢ni za svako stani$te. Da bi utvrdili odnose
izmedu sadrzaja ispitivanih fenolnih jedinjenja i osnovnih faktora sredine primenjena je analiza
glavnih komponenti sa slede¢im varijablama: svojstva sl-s6 (sadrzaj fenolnih jedinjenja),
orografska karakteristika (nadmorska visina), pokrovnost vegetacije i faktori sredine (prose¢na

temperatura, prosecna koli¢ina padavina i prosecna insolacija tokom vegetacijskog perioda).

Rezultati prikazani na slici 139 pokazuju razdvajanje jedinki vrste R. canina duz dve PCA ose
(PC1 48,02%, PC2 18,27%). Grupisanju individua 1-10 (populacija sa Avale) najvise
doprinose temperatura, insolacija i pokrovnost. Na grupisanje individua iz populacije sa
Zlatarskog jezera u vecoj meri uticu nadmorska visina 1 koli¢ina padavina. Takode njihov
polozaj je odreden visokim sadrzajem svih ispitivanih fenolnih jedinjenja (posebno sadrzajem
kvercetin-glukonorida, -galaktozida i -glukozida). Jedinke koje pripadaju populaciji sa Ozrena
zauzimaju intermedijaran polozaj u odnosu na ostale populacije. Medusobni odnosi izmedu
sadrzaja ispitivanih jedinjenja i sredinskih faktora na nivou celokupnog uzorka vide se na

osnovu njihovih korelacija: sadrzaji svih fenolnih jedinjenja su pozitivno korelisani sa
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nadmorskom visinom i prose¢nom koli¢inom padavina, a negativno sa ostalim ispitivanim

faktorima.
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Slika 139. Analiza glavnih komponenti sadrzaja odabranih fenolnih jedinjenja (s1-S6) i
osnovnih faktora sredine kod jedinki vrste R. canina

Rezultati prikazani na slici 140 pokazuju razdvajanje jedinki vrste C. monogyna duz dve PCA
ose (PC1 45,29%, PC2 23,65%). Grupisanju individua 1-10 (populacija sa Avale) najvise

doprinose temperatura, insolacija i pokrovnost. Na grupisanje individua iz populacije sa

Zlatarskog jezera u najvecoj meri uti¢e nadmorska visina. Jedinke koje pripadaju populaciji sa

Ozrena zauzimaju intermedijaran polozaj i na njihovo izdvajanje uti¢e manji sadrzaj svih

ispitivanih fenolnih jedinjenja. Odnosi izmedu sadrzaja ispitivanih jedinjenja 1 sredinskih

faktora na nivou celokupnog uzorka vide se na osnovu njihovih korelaicija: sadrzaji svih

fenolnih jedinjenja su pozitivno korelisani sa prose¢nom koli¢inom padavina. Takode se moze

uociti da je sadrzaj kvercetin-rutinozida i —ramnozida negativno korelisan sa nadmorskom
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visinom stanista istrazivanih populacija, a pozitivno sa insolacijom, pokrovnoscu vegetacije 1

prose¢nom temperaturom.
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Slika 140. Analiza glavnih komponenti sadrzaja odabranih fenolnih jedinjenja (s1-S6) i
osnovnih faktora sredine kod jedinki vrste C. monogyna

Rezultati prikazani na slici 141 pokazuju razdvajanje jedinki vrste P. spinosa duz dve PCA ose
(PC1 43,95%, PC2 25,94%). Grupisanje individua je manje izrazeno nego kod prethodnih
vrsta; u istoj grupi se nalaze jedinke sa Avale 1 sa Ozrena, 1 na njihov polozaj najvise uticu
temperatura, insolacija i pokrovnost. Na grupisanje individua iz populacije sa Zlatarskog jezera
u vecoj meri uticu nadmorska visina (zna¢ajno) i koli¢ina padavina (manje znacajno). Najveci

stepen pozitivne korelacije je uo¢en izmedu sadrzaja neohlorogene kiseline i nadmorske visine.
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Slika 141. Analiza glavnih komponenti sadrzaja odabranih fenolnih jedinjenja (s1-S6) i
osnovnih faktora sredine kod jedinki vrste P. spinosa

Rezultati prikazani na slici 142 pokazuju razdvajanje jedinki vrste C. mas duz dve PCA ose
(PC1 58,82%, PC2 15,57%). Grupisanju individua 1-10 (populacija sa Avale) najvise
doprinose temperatura, insolacija i pokrovnost vegetacije. Varijabilnost jedinki sa Zlatarskog
jezera 1 sa Ozrena je veoma izrazena, 1 njihov polozaj je odreden ve¢im sadrzajem fenolnih
jedinjenja, a od sredinskih faktora relativno znacajan uticaj imaju nadmorska visina i koli¢ina
padavina. Medusobni odnosi izmedu sadrzaja ispitivanih jedinjenja i sredinskih faktora na
nivou celokupnog uzorka vide se na osnovu njihovih korelacija: sadrzaji svih fenolnih
jedinjenja (najizrazenije sa neohlorogenom kiselinom) su pozitivno korelisani sa nadmorskom

visinom.
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Slika 142. Analiza glavnih komponenti sadrzaja odabranih fenolnih jedinjenja (s1-S6) i
osnovnih faktora sredine kod jedinki vrste C. mas

Rezultati prikazani na slici 143 pokazuju razdvajanje jedinki vrste C. sanguinea duz dve PCA

ose (PC1 49,34%, PC2 23,67%). lzraziti uticaj na grupisanje individua 1-10 (populacija sa

Avale) daju temperatura, insolacija i pokrovnost, polozaj individua sa Zlatarskog jezera je

uslovljen nadmorskom visinom, a jedinki sa Ozrena prosecnom koli¢inom padavina. Kod ove

vrste, sva ispitivana fenolna jedinjenja su izrazito pozitivno korelisana medusobno, i negativno

korelisana sa prose¢nom koli¢inom padavina na staniStu. Uticaj ostalih sredinskih fakotora na

pozicije svih jedinki je priblizno jednak, a uociljiva je izrazita negativna korelisanost

nadmorske visine sa temperaturom, insolacijom i pokrovnoséu vegetacije.
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Slika 143. Analiza glavnih komponenti sadrzaja odabranih fenolnih jedinjenja (S1-S6) i

osnovnih faktora sredine kod jed

inki vrste C. sanguinea

Na osnovu uradenih analiza, uocljivo je da je varijabilnost ukupnog uzorka kod svake vrste

relativno visoka, jer prve dve PC ose objasnjavaju 60-70% ukupne varijabilnosti.
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5. DISKUSIJA

Fitohemijska istrazivanja obuhvataju kombinacije razli¢itih kvalitativnih i kvantitavnih analiza
uzoraka biljnog porekla. Kvalitativno-analiticki pristup je usmeren na karakterizaciju
sekundarnih metabolita prisutnih u biljnom uzorku, kroz potvrdivanje prisustva poznatih
jedinjenja 1 prepoznavanje 1 definisanje nepoznatih jedinjenja, i obezbeduje informacije o
prisustvu pojedinih komponenti. Kvantitativne analize, koje su zahtevnije kako u izboru
analiti¢ke metode, tako i u obradi i tumacenju dobijenih rezultata, obezbeduju vise informacija
o sastavu uzoraka biljnog porekla i omogucavaju da se uporeduju grupe i individue koje se
medusobno razlikuju po odredenim parametrima (taksonomskoj kategorizaciji, geografskom
poreklu, genetickoj strukturi, stepenu ugrozenosti, odgovoru na promenjene uslove sredine,
uticaju stresa, itd.). Takode, kvantitativa fitohemijska istrazivanja omogucavaju da se uporede
podaci dobijeni primenom razli¢itih metodologija, utvrdi kompatibilnost sa definisanim

parametrima, i time obezbeduje pouzdanost rezultata (Scalabrin 2015).

Hemijska karakterizacija i kvantifikacija (,,chemical fingerprinting*) pojedina¢nih metabolita
predstavlja kombinovanje tehnika analiticke hemije, biohemije 1 obrade podataka u cilju
dobijanja preciznih informacija o prisutnim komponentama u ispitivanom uzorku. Kada je u
pitanju proucavanje fenotipskih promena kod biljaka i traZzenje odgovora na reakcije biljnog
metabolizma u razli¢itim uslovima, podaci dobijeni kvantifikacijom pojedinacnih metabolita
mogu sveobuhvatnije da objasne funkcionalni i adaptivni odgovor biljaka u odnosu na
proteomicke i geneticke analize (Bedair 1 Sumner 2008, Glauser i sar. 2013). U biljnoj fizilogiji
I ekofiziologiji, ovakav pristup se Cesto primenjuje, jer doprinosi upoznavanju biljnog
metabolizma 1 rasvetljavanju pojedinih biosintetickih puteva (Kruger i Ratcliffe 2012, Van
Meulebroek i sar 2012), kao 1 izucavanju adaptivnog odgovora biljaka na delovanje faktora
spoljasnje sredine (Fiehn 2002, Kroymann 2011, Kumar i Pandey 2013). Sekundarni biljni
metaboliti se proizvode u specifi¢nim delovima biljke u odredenim razvojnim stadijumima, i
to uglavnom u malim koli¢inama. Ukupna koli¢ina sekundarnih metabolita je ¢esto manja od
1% suve tezine biljke i u velikoj meri podlozna uticaju razli¢itih unutrasnjih 1 spoljasnjih
faktora. Zbog toga, kvantifikacija i procena varijabilnosti pojedinih sekundarnih metabolita
moZze biti veoma znacajna u sagledavanju njihove ekoloske funkcije (Nuutila i Oksman-
Caldentey 2003, Kroymann 2011). Primenjena u populaciono-ekoloskim istrazivanjima,

kvantifikacija sekundarnih metabolita omogu¢ava da se utvrdi hemijska distanca izmedu
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razli¢itih populacija, proceni adaptivni kapacitet vrste, kao 1 da se sa velikom preciznos¢éu
identifikuje geografsko poreklo biljnog uzorka. Podaci dobijeni u kvantitativnoj analizi
podlezu obradi koja podrazumeva upotrebu multivarijantnih statistickih analiza (PCA i CA),
kao 1 sloZenijih statistickih procedura kojima se razdvajaju grupe (uzoraka) i procenjuje uticaj
pojedinih komponenti na distinkciju izmedu njih. Istovremeno, ova istrazivanja pruZaju
mogucénost da se utvrditi 1 pouzdanost odabranih hemijskih karaktera u razdvajanju grupa,
odnosno varijabilnost ili stabilnost pojedinih metabolita u promeljivim uslovima (Bundy i sar.
2009). Teoretski, svaki od analiziranith metabolita moze biti koriS¢en kao kriterjjum za
razdvajanje izmedu razliCitih grupa (vrsta, populacija, tretmana), mada je u praksi pokazano da
ipak nisu svi podjednako relevantni, odnosno dokazano je da se u statistickim procedurama
dobijaju pouzdanije pretpostavke ukoliko se razmatra samo jedna, najrelevantnija varijabla
(Barnard 1 sar. 2013). Zbog toga, izbor sekundarnih metabolita kao relevantnih faktora
razdvajanja grupa, 1 mogucih indikatora za razli¢ite adaptivne strategije, predstavlja vazan

korak u fitohemijskim studijama.

U ovom radu, kombinovane su analiticke tehnike, kojima su identifikovana odabrana fenolna
jedinjenja u plodovima pet Sumskih drvenastih vrsta sa razlicitih stanista, sa hemometrijskim
analizama, $to je dalo brojne informacije znacajne za fitohemijsko profilisanje ispitivanih vrsta,

njihovih populacija i procenu njihovog adaptivnog odgovora i potencijala.

Odavno se zna da su nutritivna i lekovita vrednost hrane neraskidivno povezane, kao i da je
ispitivanje hemijskog sastava jestivih prirodnih proizvoda, a medu njima posebno onih koji
nisu temeljno istrazivani, a oznaceni su kao lekoviti u tradicionalnim izvorima, neophodno da
bi se dobila Sira perspektiva u prevenciji i tretmanu razli¢itih medicinskih stanja. Jestivi delovi
biljaka, koji pored svoje osnovne hranljive uloge, ispoljavaju i dodatne zdravstvene efekte
kojima mogu da se preduprede ili ublaze posledice (uglavnom hroni¢ne) bolesti uklapaju se u
koncept ,,funkcionalne hrane* (hranljive namirnice koje pozitivno dopirnose jednoj ili ve¢em
broju telesnih funkcija i smanjuju rizik od pojave bolesti) (Heinrich i Prieto-Garcia 2008,
Heinrich i sar. 2012). Kod divljih vrsta voca, njihovo delovanje kao ,,funkcionalne hrane* se

zasniva na prisustvu odredene koli¢ine bioloski aktivnih komponenti, prirodnih antioksidanata.

Odredivanje fenolnog profila biljaka za koje je ve¢ indikovano pozitivno zdravstveno
delovanje koje je povezano sa visokim sadrzajem fenolnih jedinjenja (Li 1 sar. 2016), i utvrdene
korelacije izmedu sadrzaja fenolnih jedinjenja i bioloSkog delovanja ekstrakata (Lobo i sar.

2010) daje novu dimenziju u sagledavanju odnosa pojedinih metabolita i ocekivanog

176



Diskusija

delovanja. Zbog toga se primenjuju ciljane analize kojima se dokazuje prisustvo i koli¢ina

pojedinac¢nih jedinjenja.

Slobodne fenolne kiseline 1 derivati kvercetina se Cesto istrazuju sa ovog aspekta jer su u
bioloskim sistemima lako dostupni, odnosno efikasno se usvajaju i metaboliSu. Da bi se
namirnice biljnog porekla okaraktrisale kao korisne za zdravlje, mora se uzeti u obzir ne samo
njihov fitohemijski sastav, ve¢ 1 koli¢ina lako dostupnih, bioloski aktivnih 1 korisnih

metabolita, kao 1 njihovi medusobni odnosi u jestivom delu biljke.

Neohlorogena Kiselina je konstatovana u ekstraktima plodova svih ispitivanih vrsta. Kada se
uporeduju ispitivane vrste, najveéi sadrzaj ove fenolne kiseline je utvrden kod vrste C. mas
(22,05 + 14,85 pg/g SvT, u ukupnom uzorku), relativno visoke koncentracije su detektovane
kod vrsta C. monogyna (7,58 & 8,27 ug/g SvT) i C. sanguinea (5,86 + 4,92 pg/g SvT), dok je
kod ostale dve vrste zabelezena manja koli¢ina ove kiseline: P. spinosa (2,02 + 1,29 ug/g SvT)
I R. canina (1,23 = 1,00 pg/g SvT). Hlorogena i neohlorogena kiselina se obi¢no nalaze u
velikom broju biljaka. Obzirom da pokazuju antimikrobnu aktvinost, plodovi bogati ovim
kiselinama su otporni na bolesti izazvane gljivama proporcionalno njihovom sadrzaju u kori 1
spoljasnjem delu ploda (Villarino i sar. 2011). Takode, dokazana su njihova antioksidativna
svojstva u vezivanju jona metala, inhibiciji oksidacije lipida, inhibiciji enzima koji u€estvuju u
obazovanju slobodnih radikala i u eliminaciji slobodnih radikala (Kim i sar. 2003). Bioloska
iskoristljivost neohlorogene kiseline je relativno dobra, jer spada u hidroksicinami¢ne kiseline
prisutne u slobodnoj formi, koje se apsorbuju u tankom crevu mnogo brze nego konjugovani
oblici (Kim 1 sar. 2003). S obzirom na to da se ovim metabolitima pripisuju izrazita
antioksidativna svojstva, njihov sadrzaj je kvantifikovan u ve¢em broju plodova koji se koriste
u ishrani. lzrazito bogat prirodni izvor neohlorogene kiseline je Aronia melanocarpa c¢iji
plodovi sadrze 29,08 pg/g SuT (Oszmianski i Wojdylo 2005).

Prema naSim rezultatima, kao vrsta bogata ovim prirodnim antioksidantom moZze se smatrati
C. mas, jer je sadrzaj neohlorogene kiseline u plodovima drena bio 22,05 + 14,85 pg/g SvT u
ukupnom uzorku (sa lokaliteta Zlatarsko jezero 30,82), Sto je znacajno iznad vrednosti kod
kultivisanih vrsta ¢iji se plodovi koriste u ishrani i smatraju korisnim kao izvori antioksidanata
(Prunus domestica 1,4—4,6 ng/g SvT, P. persica 30—82 ug/g SvT, P. avium 10,6 pg/g SvT, P.
cerasus 15,8 pg/g SvT) (Jakobek i sar. 2009, Usenik i sar. 2013). Uporedivanjem sadrzaja
neohlorogene kiseline kod ispitivanih vrsta, slede¢a po sadrzaju je bila C. monogyna (7,58 +
8,27 nug/g SvT), zatim C. sanguinea (5,76 + 4,76 pg/g SvT), P. spinosa (2,02 + 1,29 pg/g), dok
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je najnizi sadrzaj zabelezen kod R. canina (1,23 = 1,00 ug/g SvT). Iako su vrednosti koje su
zabeleZene kod vrste P. spinosa bile manje u odnosu na ispitivane vrste, ovo fenolno jedinjenje
je karakteristicno kako za ovu vrstu, tako i za druge vrste roda Prunus, i u poredenju sa
dostupnim podacima, prisutno u relativno visokoj koncentraciji. Razlicite vrste roda Prunus su
poznate po visokom sadrzaju neohlorogene kiseline, za koju se smatra da u velikoj meri
doprinosi pozitivnim zdravstvenim efektima njihovih plodova. U suvom stanju, plodovi §ljive
(P. domestica) imaju najveci antioksidativni kapacitet u odnosu na druge vrste suvog voca
(Kimura i sar. 2008), a ta sposobnost je posledica prisustva vece koli¢ine hlorogene i
neohlorogene kiseline nego prisustva vitamina C i E (Kayano i sar. 2002). Pozitivni efekti
konzumiranja plodova bogatih neohlorogenom i hlorogenom kiselinom se ogledaju u
prevenciji oksidacije lipoproteina LDL za 86-97%, $to u krajnjoj liniji omogucava zastitu od
pojave nekih degenerativnih oboljenja (Fang i sar. 2002). Pokazano je da je neohlorogena
kiselina dominantna u plodovima P. domestica u odnosu na ostale antioksidanse, a za njom
sledi hlorogena kiselina (Lucas 1 sar. 2004). U svezim plodovima §ljive neohlorogena kiselina
je prisutna u koli¢ini od 810 pg/g, u suvim plodovima 1310 ng/g, i 225 pg/g svezeg soka
(Stacewicz-Sapuntzakis i sar. 2001). Izomeri neohlorogena, kriptohlorogena i hlorogena
kiselina su bili prisutni u plodovima P. domestica u odnosu 78,7:18,4:3,9, i svi su pokazali jaku
antioksidativnu aktivnost (Nakatani i sar. 2000). Isptivanja divlje vrste P. spinosa su potvrdila
prisustvo ove kiseline u plodovima, a nekim studijama je pokazano da je ona bila dominantno

jedinjenje (Jaiswal 2013, Guimaraes i sar. 2013).

Od glikozida kvercetina analiziranih u ovom radu, u plodovima svih ispitivanih vrsta u
koli¢ini dovoljnoj za kvantifikaciju su konstatovani -rutinozid, -glukozid, -galaktozid i -
ramnozid, dok -glukuronid nije konstatovan u plodovima gloga i trnjine. Kvercetin i njegovi
derivati su fizioloski aktivni molekuli koji imaju brojne pozitivne zdravstvene efekte na ljudsko
zdravlje, pre svega deluju¢i antioksidativno, prevencijom oksidacije lipoproteina LDL,
vezivanjem metala i hvatanjem slobodnih kiseonikovih radikala (Graefe i sar. 2001). Medutim,
ovi efekti u velikom stepenu zavise od bioloske dostupnosti, odnosno apsorpcije flavonoida
nakon konzumiranja (Graefe i sar. 1999). Cesto se ukazuje da se flavonoidi iz hrane ne mogu
apsorbovati upravo zbog toga $to su vezani sa Secerima u formu glikozida, i da samo flavnoidi
bez Secerne komponente (aglikoni) mogu da produ kroz crevni zid. Hidroliza Secerne
komponente se obavlja u debelom crevu, pod delovanjem crevne flore (Hollman i sar. 1995).
Dokazano je medutim, da se kvercetin glikozidi efikasno apsorbuju kod ljudi zahvaljuj¢i

postojanju natrijum-glukoznog transportera u crevnom traktu, koji ima veéi afinitiet za
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kvercetin glikozide u odnosu na ostale glikozide (Hollman i sar. 1999, Gee i sar. 1998), kao i
da pokazuju znatan antioksidativni potencijal nakon apsorpcije (Graefe i sar. 2001). Zbog
odgovaraju¢e farmakokinetike kvercetin glikozida (efikasna apsorpcija i spora eliminacija
tokom dana izlu¢ivanjem), smatra se da ova jedinjenja mogu znacajno da doprinesu zastiti od
oksidacije u krvnoj plazmi (Hollman i sar. 1997). Od kvercetin 3-O-glikozida, najefikasnije se
apsorbuju -glukuronid, -glukozid i -galaktozid, a nesto manje efikasno -rutinozid i -ramnozid
(Arts i sar. 2004).

Kvercetin glikozidi se u vecoj koli¢ini nalaze u plodovima vocéa, jabukama, kruskama,
breskvama, treSnjama, kao i u bobicastom vocéu (borovnice, jagode, kupine, maline). Pored
toga, utvrdeno je da su 1 divlje vrste voca takode bogati prirodni izvori ovih jedinjenja: divlja
borovnica, brusnica, divlja kupina, divlja jagoda, Sipurak, crveni glog, jarebika, zova, trnjina,
dren, a u studijama u kojima je vrSena kvantifikacija pojedinih glikozida utvrdeno je da je
njihova koli¢ina ve¢a u odnosu na srodne kultivisane vrste (Mikuli¢-Petkovsek i sar. 2012,
Ruiz-Rodriguez i sar. 2014). Prema literaturnim podacima (Mikuli¢-Petkovsek i sar. 2012),
najvece koli¢ine kvercetin-galaktozida sadrze plodovi visokoZbunaste americke borovnice
(64,1 £5,2 ng/g SvT), aronije (63,6 + 3,3 pug/g SvT), marele (55,1 + 4,8 pg/g SvT), Kineskog
gloga (43,0 + 3,3 ug/g SvT), brusnice (35,6 = 2,1 pg/g SvT), divlje kupine (29,6 + 3,4 ug/g
SvT), crvenog gloga (28,1 + 0,85 ug/g SvT) i divlje borovnice (24,4 = 1,4 ug/g SvT). Prema
rezultatima dobijenim u ovoj studiji, plodovi vrsta C. monogyna i C. sanguinea sadrze veoma
visoke koli¢ine ovog jedinjenja (335,41 + 204,95 ng/g SvT, odnosno 264,77 + 275,02 pg/g
SvT u ukupnom uzorku iz svih populacija). R. canina, sa vrednos¢u od 39,44 + 48,65 ug/g
SvT, takode spada u vrste bogate kvercetin-3-O-galaktozidom, dok su kod vrsta P. spinosa i

C. mas zabeleZene manje koli¢ine ovog jedinjenja (9,61 £ 7,02 png/g SvT, odnosno 5,67 + 4,09
ng/g SvT).

Najvece kol¢ine kvercetin-glukozida se nalaze u plodovima gajene zove (46,2 = 1,6 pg/g
SvT), aronije (43,8 + 1,3 pg/g SvT), kineskog gloga (36,4 + 3,2 ng/g SvT), merale (28,5 £ 2,6
pug/g SvT) i divlje zove (19,6 = 1,8 pg/g SvT) (Mikuli¢-Petkovsek i sar. 2012). Rezultati
dobijeni u ovoj studiji pokazuju da plodovi vrsta C. sanguinea i C. monogyna imaju veoma
visoke koli¢ine ovog jedinjenja (320,81 + 251,43 pg/g SvT, odnosno 200,43 + 202,39 ug/g
SvT u ukupnom uzorku iz svih populacija). U plodovima R. canina zablezena je relativno

visoka koncentracija kvercetin-3-O-glukozida (33,08 = 41,22 pg/g SvT), dok je znatno manja

179



Diskusija

koli¢ina ovog jedinjenja zabelezena kod vrsta P. spinosa (12,47 + 6,14 ug/g SvT) i C. mas
(4,29 + 3,03 ng/g SvT).

Po visokoj koli¢ini kvercetin-rutinozida u plodovima istiu se gajena zova (493,1 + 34,5 ug/g
SvT) i divlja zova (397,3 + 28,3 pg/g SvT), crni dud (76,6 + 5,6 ng/g SvT), aronija (42,4 + 1,1
ng/g SvT), ribizla (36,9 £ 2.9 ng/g SvT), jarebika (32,8 + 2,4 pg/g SvT) i crveni glog (30,8 £
4,2 ng/g SvT) (Mikuli¢-Petkovsek i sar. 2012). Na osnovu rezulatata ove studije, relativno
velike koli¢ine ovog jedinjenja su prisutne u plodovima vrsta P. spinosa, C. sanguinea i C.
monogyna (55,92 + 37,99 ng/g SvT, 42,12 £ 27,32 ng/g SvT, odnosno 27,54 + 34,36 pg/g SvT
u ukupnom uzorku iz svih populacija). U plodovima C. mas i R. canina konstatovane su
znacajno manje koli¢ine ovog jedinjenja (5,33 + 4,31 ug/g SvT, odnosno 3,68 + 2,95 ug/g
SvT).

Kao dominantan derivat kvercetina, kvercetin-glukuronid je prisutan kod divlje kupine (52,9
+ 2,4 pg/g SvT), borovnice (30,4 + 1,8 pg/g SvT), pitome maline (11,9 + 0,8 pg/g SvT), a
nalazi se u relativno velikim koli¢inama i u plodovima Sipurka (8,5 + 2,4 ug/g SvT), aronije
(5,6 = 0,15 ng/g SvT), pitome kupine (4,4 + 0,29 pg/g SvT), divlje maline (2,7 + 0,23 ug/g
SvT) i visokozbunaste ameri¢ke borovnice (2,5 + 0,4 ug/g SvT) (Mikuli¢-Petkovsek i sar.
2012). Kod vrsta ispitivanih u ovom radu, zabelezene su veoma velike koli¢ine -glukuronida,
koje prevazilaze do sada objavljene podatke kod vrsta koje se smatraju bogatim prirodnim
izvorima ovog jedinjenja. Vrsta C. sanguinea se istice po veoma velikim koli¢inama kvercetin-
3-O-glukuronida u ekstraktima plodova (982,50 + 342,62 pg/g SvT u ukupnom uzorku, a
priblizno sli¢ne koli¢ine su bile prisutne na svim lokalitetima). Kod vrsta C. mas i R. canina
zabeleZene su relativno visoke vrednosti, koje odgovaraju podacima poznatim za vrste bogate
ovim jedinjenjem (81,14 + 94,95 ng/g SvT, odnosno 36,15 + 34,42 ng/g SvT), dok u plodovima
P. spinosa i C. monogyna nije detektovano prisustvo -glukuronida.

Od analiziranih derivata kvercetina, kvercetin-ramnozid je bio najmanje zastupljen kod
ispitivanih vrsta. Prema literaturi, -ramnozid je dominantan kvercetin glikozid kod americke
brusnice (72,1 + 5,7 pg/g SvT), a zastupljen je i kod marale (30,9 + 2,2 pg/g SvT), divlje
borovnice (8,2 £ 0,36 pg/g SvT) i crvene ribizle (2,3 + 0,54 pg/g SvT) (Mikuli¢-Petkovsek i
sar. 2012). U poredenju sa ovim podacima, na osnovu rezultata dobijenih u ovim istrazivanjima
moze se re¢i da plodovi P. spinosa i R. canina sadrze velike koli¢ine ovog jedinjenja (51,2 +
42,56 ng/g SvT, odnosno 44,15 + 50,17 png/g SvT), dok je kod ostalih ispitivanih vrsta ovo
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jedinjenje prisutno u veoma malim koli¢inama (C. sanguinea 0,25 + 0,25 ug/g SvT, C.

monogyna 0,08 + 0,11 pg/g SvT 1 C. mas 0,05+ 0,11 pg/g SvT).
5.1. Ukupan sadrzaj fenola u analiziranim vrstama

Rezultati spektrofotometrijskog odredivanja sadrzaja ukupnih fenola kod analiziranih vrsta
prikazani u ovoj studiji mogu su uporediti sa nekim drugim rezultatima iz literature dobijenim
primenom iste ili u manjem stepenu modifikovane metode. Egea i sar. (2010) su analizirajuci
plod R. canina iz Spanije naveli vrednost od 609,19 + 69,81 mg GAE/100g SvT; Barros i sar.
(2011) navode vrednost od 149,35 + 6,64 mg GAE/100g SvT ekstrakta za uzorke iz Portugala;
Daels-Rakotoarison i sar. (2012) navode vrednost od 197,24 mg GAE/100 g SuT ploda za
uzorke iz Francuske. Za vrstu C. monogyna Egea i sar. (2010) su analizirajuéi plod iz Spanije
naveli vrednost od 216,61 + 28,19 mg GAE/100g SvT; Barros i sar. (2011b) navode vrednost
od 274,27 + 5,91 mg GAE/100g SvT ekstrakta za uzorke iz Portugala; Ruiz-Rodriguez i sar.
(2014) su odredivali ukupan sadrzaj fenola u plodovima iz centralne Spanije tokom tri godine
(2007-2009) 1 utvrdili da se on krece u rasponu od 584,63 + 8,45 do 1374,04 = 1,4 mg
GAE/100g SVT. Za vrstu P. spinosa Egea i sar. (2010) su analizirajuéi plodove iz Spanije naveli
vrednost od 127,33 + 4,29 mg GAE/100g SvT; Radovanovi¢ i sar. (2013) su za uzorke iz
regiona Vlasine (jugoistocna Srbija) naveli vrednost od 7959,9 + 1,95 mg GAE/kg SvT;
Velickovi¢ i sar. (2014) su za uzorke iz jugoistocne Srbije utvrdili da ukupni sadrzaj fenola
varira od 15,33 do 20,94 mg GAE/g SvT. Za vrstu C. mas Radovanovi¢ i sar. (2013) su za
uzorke i1z jugoisto¢na Srbije naveli vrednost od 8625,89 + 1,45 mg GAE/kg SvT.

5.2. Sadrzaj selektovanih fenolnih jedinjenja u plodovima R. canina

Fitohemijski sastav plodova vrste R. canina je izu¢avan u ve¢em broju studija, i utvrdeno je
prisustvo fenolnih kiselina, antocijanidina (cijanidin-3-O-glukozida) (Hvattum 2002),
flavonola (kvercetin, rutin, (+) katehin, (-) katehin), flavanona (hesperidin, eriodictiol,
taksifolin), derivata dihidrokalhona (floridzin)), tanina (Atanassova i Christova-Bagdassarian
2009), flavonoida (Kumarasamy i sar. 2003), flavona (apigenin), lignana, pektina, karotenoida
(Hodisan i sar. 1997, Béhm 1 sar. 2003), masnih kiselina (oleinske i palmitinske) (Zlatanov
1999, Szentmihdlyi i sar. 2002, Nowak 2005) i vo¢nih kiselina (askorbinske, mali¢ne i
limunske) (Uggla 1 sar. 2003). Smatra se da su plodovi Sipurka, od svih ispitivanih plodova
voca i povréa, najbogatiji vitaminom C (Ercisli 2007), ali takode je utvrdeno da koli¢ina ovog

vitamina moze znacajno da varira u zavisnosti od varijabilnosti biljnog materijala, metoda
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ekstrakcije, a naro¢ito ukoliko se izrazava u odnosu na suvu tezinu ploda (Daels-Rakotoarison
i sar. 2002). Visok sadrzaj vitamina C u plodovima R. canina je korelisan sa antioksidativnim
1 prooksidativnim delovanjem ekstrakta plodova (Kiliggiin i Altiner 2010, Aptin i sar. 2013).
U mnogim studijama je utvrden ukupan sadrzaj fenola i/ili flavonoida u plodovima R. canina,
koris¢enjem spektrofotometrijske metode, i pokazano je da je antioksidativnho delovanje
ekstrakata plodova znacajno korelisano sa ovim vrednostima (Nowak i Gawlik-Dzikib 2007,
Montazeri i sar. 2011). Bioloski aktivna jedinjenja iz plodova R. canina iz prirodnih populacija
(o-tokoferol, B-karoten, askorbinska kiselina) su pokazali aktivnost u eliminisanju slobodnih
radikala (DPPH), redukcionom potencijalu, inhibiciji obezbojavanja B-karotena i peroksidaciji
lipida (Barros i sar. 2011), polifenoli i vitamin C su ispoljili antiradikalsku aktivnost
(testiranjem DPPH) (Tumbas i sar. 2012, Roman i sar. 2013), a fenoli i karotenoidi su ispoljili
isti efekat (testiranjem ABTS, H202) (Egea i sar. 2010).

U ovom radu, primenom ciljane detekcije odabranih fenolnih jedinjenja, u ukupnom uzorku
plodova R. canina zebeleZeno je prisustvo svih Sest jedinjenja. Prema koli¢inama prisutnim u
ekstraktima plodova, jedinjenja su detektovana u slede¢em redosledu: Q-3-O-Rha (44,15 +
50,17 pg/g SvT), Q-3-O-Gal (39,44 + 48,65 ng/g SvT), Q-3-O-GlcA (36,15 + 34,42 ng/g SvT),
Q-3-O-Glc (33,08 £ 41,22 pg/g SvT), Q-3-O-Rut (3,68 £ 2,95 ng/g SvT) 1 5-0-CQ (1,23 £ 1
ug/g SvT). U poredenju sa dosadaS$njim fitohemijskim studijama R. canina, jedinke iz
populacija koje smo analizirali sadrze jedinjenja koja su ve¢ detektovana kod ove vrste.
Medutim, do sada nije publikovano puno podataka koji se odnose na kvantitativnu analizu
pojedinih jedinjenja. Naime, ¢esto se navodi da je odredeno jedinjenje bilo prisutno u najvecoj
koli¢ini (ili se navodi ukupna koli¢ina nekoliko srodnih derivata), bez kvantifikacije pojedinih
jedinjenja, Sto treba uzeti u obzir prilikom poredenja. Takode, uglavnom se rade ciljane analize,
pa dostupni podaci zavise od selekcije jedinjenja i izbora standarda. Na osnovu literature u
kojoj su prikazani rezultati kvantifikacije, dobijeni istom metodom kao i u ovom radu, moze se
uociti da je kod razli¢itih populacija dominantna drugacija vrsta glikozida. Prema podacima iz
Slovenije, u ekstraktima plodova R.canina iz prirodnih populacija, dominantan je bio -
galatkozid, dok -ramnozid, koji je prema nasim rezulatima prisutan u najvecoj koli¢ini, nije ni
bio detektovan u tim uzorcima (Mikuli¢-Petkovsek i sar. 2012), ali je bio prisutan u
populacijama iz Portugala (Guimaraes i sar. 2013). Kvercetin-3-O-galaktozid, u uzorcima koji
su analizirani u ovoj studiji, drugi po koli¢ini od ispitivanih derivata kvercetina, u drugim
studijama je konstatovan u mnogo manjim koli¢inama (Mikuli¢-Petkovsek i sar. 2012); takode,

koli¢ina kvercetin-3-O-glukuronida u plodovima jedinki iz populacija istrazivanih u ovoj
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studiji bila je znacajno veca u odnosu na objavljene podatke za populacije iz Slovenije
(Mikulic-Petkovsek i sar. 2012, Cunja i sar. 2015) i Portugala (Guimardes i sar. 2013).
Kvercetin-3-O-glukozid, prema dobijenim rezultatima, je bio prisutan u relativno velikoj
koli¢ini u poredenju sa rezultatima prikazanim za populaciju sa naSeg prostora (metanolni
ekstrakt, Nadpal 1 sar. 2016), kao i onim saopStenim od strane drugih autora (Mikulic¢-
Petkovsek i sar. 2012, Guimardes i sar. 2013). Nasuprot tome, prema rezultatima ovog
istrazivanja, koli¢ina kvercetin 3-O-rutinozida je bila manja u odnosu na ranije saopStene

podatke (Mikuli¢-Petkovsek 1 sar. 2012, Guimaraes i sar. 2013).

Komparativnom analizom cetiri vrste roda Rosa (R. glauca, R. canina ssp. canina, R.
sempervirens, R. rubiginosa) i tri kultivara, Cunja i sar. (2014) su konstatovali najveci ukupan
sadrzaj fenola kod vrste R. canina, sto potvrduje Siroko prihva¢eno prepoznavanje ove vrste
kao korisne u odnosu na ostale vrste iz roda Rosa. Takode, identifikovali su viSe vrsta derivata
kvercetina u listovima svih ispitivanih vrsta (-arabinofuranozid, -galaktozid, -glukozid, -
glukuronid, -ramnozid, -ksilozid, -rutinozid). Sadrzaj kvercetin 3-O-glukuronida u plodu R.
canina, kao i sadrzaji drugih flavonoida, varira tokom perioda sazrevanja, i manji je kod
potpuno zrelog ploda (13,7 +2,7 ug/g SuT) u odnosu na period pocetka zrenja (17,2 + 2,1 ug/g
SuT) (Cunja i sar. 2015). Derivati kvercetina su bili naro€ito prisutni u listovima kod R.
sempervirens i R. canina, a dominantan je bio -rutinozid, koji je prema rezultatima ove studije
u plodu prisutan u najmanjoj koli¢ini u odnosu na ostale ispitivane derivate kvercetina. Kod
kultivara R. hybrid, Shetty i sar. (2011) su takode identifikovali nekoliko kvercetin glikozida,
sa dominatnim prisustvom -rutinozida i -ramnozida. U navedenoj studiji (Cunja i sar. 2014),
kod svih vrsta i kultivara je zabelezeno prisustvo trans-5-kafeoilhinske kiseline (hlorogene),
dok su Shetty i sar. (2011) kod R. hybrid zabelezili prisustvo i hlorogene i neohlorogene
kiseline. Od fenolnih kiselina hlorogena je bila najzastupljenija kod R. hybrid (Shetty i sar
2011), kao i kod R. canina, R. glauca, R. rubiginiosa i jednog kulitvara, dok je neohlorogena
bila dominantna kod drugog kulitvara (Cunja i sar. 2014). Potvrdivanjem visokog sadrzaja
fenolnih jedinjenja u listovima, ove vrste se smatraju pogodnima za dalja istrazivanja

osetljivosti, odnosno otpornosti na razli¢ite bolesti, i mogu biti potencijalno vazna za ukrstanja.

Nekoliko dosadas$njih studija je potvrdilo prisustvo hlorogene kiseline u ekstraktima plodova
razli¢itih vrsta roda Rosa (R. canina, R. dumalis, R. gallica, R. dumalis ssp.boissieri i R.
hirtissima, kao i kultivara), i zabeleZene vrednosti su se kretale u rasponu 7,55 = 0,26 do 12,11

+ 0,53 png/g SuT (Demir 1 sar. 2014). U odnosu na ostale prisutne hidroksicinami¢ne kiseline,
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hlorogena je bila dominantna, a ovakav raspon u koli¢ini hlorogene kiseline kod razlicitih vrsta,
autori su objasnili kao rezultat delovanja razlicitih faktora okruzenja (svetlosti, temperature,
zemlji$nih nutrijenata) i zrelosti ploda koja moZze da utice na metabolizam i konverziju fenola.
U ekstraktima pupoljaka R. canina identifikovane su hlorogena i neohlorogena kiselina, a od
16 Kkonstatovanih flavnola, potvrdeno je prisustvo slede¢ih kvercetin glukozida: kvercetin
glukuronid, -galaktozid, -glukozid, -galoil, -pentozid i -ramnozid. Zavisno od uzorka,
dominantni su bili -rutinozid, -galakozid, odnosno -glukuronid (leri i sar. 2015). Nowak i
Tuzimski (2005) su dokazali prisustvo kvercetin-ramnozida, -glukozida i -galaktozida u
ekstraktima listova. Ciljana identifikacija flavnol glikozida i fenolnih kiselina u plodovima R.
canina iz prirodnih populacija primenom HPLC-DAD/-ESI-MS tehnike je potvrdila prisustvo
kvercetin-pentozida, -heksuronida, -glukozida, -glukuronida, 3-kafeoilhinske Kkiseline i

kvercetina (Stanila i sar. 2015).

Kvercetin (od flavnoida) i elagi¢na kiselina (od fenolnih kiselina) su bili dominantne
komponente u plodovima R. canina iz Finske (Koponen i sar. 2007) i iz Tunisa (Hosni i sar.
2010). U pogledu kvantifikacije pojedinih derivata kvercetina u plodovima Sipurka, za sada ne
postoji puno podataka. Mikuli¢-Petkovsek i sar. (2012) su u opseznoj studiji, koja je obuhvatila
28 vrsta bobicastih plodova (divljih i kultivisanih vrsta), identifikovali i kvantifikovali pet
kvercetin glukozida u metanolnom ekstraktu ploda R. canina. Dominantan je bio -galaktozid
(9,7 £ 2,41 pg/g SvT), zatim -glukuronid (8,5 + 2,4 pug/g SvT), -rutinozid (6 +1,5 pg/g SvT), -
glukozid (4,1 + 0,61 pg/g SvT) i -arafidozid (1,0 £0,12 pg/g SvT). U drugoj studiji koju su
publikovali Nadpal i sar. (2016), metanolni ekstrakt plodova R. canina je sadrzao visoku
koncentraciju -ramnozida (95,21 + 3,29 ug/g SuT) i -glukozida (9,41 + 0,36 pg/g SuT). U
plodovima R. canina iz prirodnih populacija Guimardes i sar. (2013) su identifikovali i
kvantifikovali sledece derivate kvercetina: -glukozid (6,61 + 0,11 ng/g SuT), -rutinozid (4,71
+ 0,10 pg/g SuT), -ramnozid (4,61 + 0,10 pg/g SuT), -glukuronid (2,51 + 0,11 pg/g SuT). Svi
navedeni podaci mogu se uporedivati kada se uzmu u obzir razlike u decimalnom prikazu, kao

i prikazu tezine jedinjenja u odnosu na suvu/svezu tezinu ploda.

Donekle drugaciji podaci se dobijaju kada se rezultati prikazu u odnosu na teZinu ekstrakta. U
radu koji su objavili Sofi¢ i sar. (2010), HPLC-ED analizom kvantifikovan je kvercetin-
rutinozid u vodenim ekstraktima listova 1 plodova 50 lekovitih biljaka, medu kojima su bile i
divlje vrste voca. Izrazno u pg/g ekstrakta, R. canina je bila medu vrstama sa relativno visokim

sadrzajem rutina (10000 pg/g ekstrakta), dok je vecina ostalih vrsta imala vrednost nizu od
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5000 ng/g ekstrakta. Kvalitativna i kvantitavna HPLC analiza frakcija ekstrakta R. canina sa
naSeg podrucja (Tumbas i sar. 2012) je pokazala prisustvo flavonoida (najzastupljeniji
kvercetin 296,5 pg/kg SuT, kampferol 53,38 pg/kg SuT i rutin 63,35 pg/kg SuT; rezultati su
izrazeni kao tezina jedinjenja prema tezini osuSenog Caja Sipka), a od fenolnih kiselina

najzasupljenija je bila elagicna.

Analiza flavonoida (HPLC-DAD-ESI-MS metodom) u ekstraktima listova R. canina dobijenih
pomocu dva rastvaraca (etanol i metanol) je potvrdila prisustvo slede¢ih derivata kvercetina:
kvercetin di-O-heksozida, kvercetin-glukozida i kvercetin-ramnozida (Ouerghemmi i sar.
2016). Konstatovana jedinjenja su bila prisutna samo u tragovima (ili u vrlo malim koli¢inama)
u etanolnom ekstraktu, dok su u metanolnom ekstraktu kvantifikovana u vecoj kolicini. U radu
su uporedivane tri vrste roda Rosa: R. canina, R. moschata i R. sepmervirens, i pokazano je da
ispitivani flavnoidi (15 komponenti) mogu biti dobri hemotaksonomski markeri, obzirom da se
R. canina karakterise ve¢im sadrZajem derivata kampferola, dok su ostale dve vrste imale veci
sadrzaj derivata kvercetina. Pored toga, autori su utvrdili da su ispitivani flavonoidi efikasnije

ekstrahovani upotrebom metanola.
5.2.1. Sadrzaj fenolnih jedinjenja u plodovima vrsta roda Rosa

U okviru roda Rosa (Rosaceae) opisano je preko 200 vrsta koje su Siroko rasprostranjene u
Evropi, Aziji, na Srednjem Istoku i u Severnoj Americi (Li i sar. 2013). Posto se plodovi
mnogih vrsta koriste za jelo, u biljnoj medicini 1 kozmetici, njihov hemijski sastav se izu€ava
ve¢ duzi niz godina. Objavljeni podaci dokazuju da su plodovi razlicitih vrsta roda Rosa veoma
bogati brojnim organskim i neorganskim jedinjenjima: mineralima, vitaminima, Secerima,
fenolnim jedinjenjima, karotenoidima, tokoferolom, bioflavonoidima, taninima, organskim
kiselinama, vo¢nim kiselinama, aminokiselinama, isparljivim uljima i pektinom (De Vries
1980, Mubhitch i Fletcher 1984, Zhao i sar. 1988, Razungles i sar. 1989, Biacs i Daood 1994,
Chai i Ding 1995, Izhaki 1998, Demir i Ozcan 2001, Cutter 2003, Uggla i sar. 2005, Ercisli i
sar. 2007). U Srbiji se srece 21 vrsta roda Rosa, od kojih su dve u obliku sorti, a 19 vrsta je
prisutno u prirodnim populacijama (R. agrestis, R. andegravensis, R. arvensis, R. caesia, R.
canina, R. dumetorum, R. foetida, R. gallica, R. glutinosa, R. micrantha, R. nitidula, R.
robustifolia, R. pendulina, R. pomifera, R. rubiginosa, R. rubrifolia, R. spinossisima, R.
tomentosa, R. vosagiaca). R. canina je veoma polimorfna vrsta u okviru koje je opisan veci
broj podvrsta, varijeteta i formi, kao i nekoliko hibrida sa drugim ruzama (Mratini¢ i Koji¢
1998).
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lako je R. canina, kao lekovita vrsta sa jestivim plodovima, najvi$e ispitivana u pogledu
karakterizacije flavonoida i derivata kvercetina, dostupni su podaci i za druge vrste. Sadrzaj
flavonoida i askorbinske kiseline u plodovima 11 vrsta Rosa (iz sekcije Caninae) je bio dobar
hemotaksonomski marker koji je potvrdio podelu na tri podsekcije unutar ove grupe
(Adamczak i sar. 2012). U ekstraktima plodova R. dumalis, R. mollis i R. sherardii HPLC-ESI-
MS analizom je utvrdeno prisustvo dva kvercetin-heksuronida, -ramnozida, -galaktozida i -

rutinozida (Salminen i sar. 2005).

5.3. Sadrzaj selektovanih fenolnih jedinjenja u plodovima C. monogyna

Od velikog broja vrsta roda Crataegus (1250) koje naseljavaju umerene i suptropske krajeve
severne hemisfere, u Srbiji se sre¢e 8 vrsta, od kojih se jedna gaji kao dekorativna (C. crus-
galli), a ostalih 7 se srece u prirodnim populacijama (C. calycina, C. heldreichii, C. lanciniata,
C. monogyna, C. nigra, C. oxycanta, C. pentagyna). Sve vrste su u narodu poznate pod imenom
glog. lako cvetovi, plodovi i listovi razli¢itih vrsta predstavljaju vaznu sirovinu za
farmacetusku industriju, pregledom dostupne literarutre moze se zakljuciti da su populacije sa
teritorije Srbije relativno malo izu¢avane. Plodovi i cvetovi vrste C. monogyna imaju dokazano
pozitivno delovanje na zdravlje ljudi, a za njihov najpoznatiji efekat u relaksaciji sr€anog
misica i sréanoj funkciji su odgovorni flavonoidi (u najve¢oj meri O-glikozidi, luteolin-7-

glukozid, hiperozid, rutin) (Schiissler i sar. 1995).

Prema rezultatima prezentovanim u ovoj studiji, od analiziranih fenolnih jedinjenja, u ukupnom
uzorku plodova vrste C. monogyna se nalazi pet fenolnih jedinjenja u slede¢em redosledu: Q-
3-O-Gal (335,41 £ 204,95 pg/g SvT), Q-3-O-Glc (200,43 £ 202,39 pg/g SvT), Q-3-O-Rut
(27,54 + 34,36 ng/g SvT), 5-0-CQ (7,58 + 8,27 ng/g SvT) i Q-3-O-Rha (0,08 + 0,11 ug/g
SvT), dok je Q-3-O-GIcA bio identifikovan samo u ekstraktima plodova jedinki iz populacije
sa Ozrena, ali u izuzetno malim koli¢inama koje su bile nedovoljne za kvantifikaciju.
Identifikovana jedinjena su ve¢ poznati konsitutenti plodova gloga, a koli¢ine prisutnih
jedinjenja u razli¢itim populacijama variraju. Sli¢an raspored i odnosi izmedu kvercetin
derivata su utvrdeni kod populacija iz Litvanije (-galatkozid>-rutinozid>-ramnozid,
Bernatoniene i sar. 2009), i u dve studije iz Portugala (-glukozid>-rutinozid, Rodrigues i sar

2012; -glukozid>-rutinozid, i relativno visok sadrzaj neohlorogene kiseline, Barros i sar. 2012).
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U plodovima vrste C. monogyna dokazano je prisustvo masnih kiselina, tokoferola, vitamina
C (Morales i sar. 2013), antocijana (Rodrigues i sar. 2012), flavonoida (Bahorun i sar. 1994,
Blumenthal i sar. 2000, Rehwald i sar. 1994), oligomernih protocijanidina (Blumenthal i sar.
2000, Rehwald i sar. 1994), triterpenskih kiselina (Leung i Foster 1996), organskih kiselina
(Gao 1 sar. 1995), sterola 1 malih koli¢ina kardioaktivnih amina. Od svih navedenih jedinjenja,
smatra se da flavonoidi i oligomerni protocijanidini pokazuju najizrazeniju biolosku aktivnost

(Chang i sar. 2002, Martino i sar. 2008).

Ispitivanje sadrzaja fenolnih jedinjenja u plodovima C. monogyna je bilo predmet mnogih
studija; primenom spektrofotometrijske metode je utvrden ukupan sadrzaj fenola i korelisan sa
antioksidativnim delovanjem ekstrakta plodova, pri ¢emu je utvrdena visoka pozitivna
korelisanost izmedu ova dva parametra (Bahorun i sar. 1994, Kiselova i sar. 2006, Dragovi¢-
Uzelac 1 sar. 2007, Bernatoniené i sar. 2008, Egea i sar. 2010, Caliskan i sar. 2012, Rodrigues
i sar. 2014).

Ciljanom idenifikacijom i kvanitifikacijom jedinjenja (HPLC-DAD-ESI/MS metodom) u
metalnolnom ekstraktu plodova C. monogyna, Rodrigues i sar (2012) su, pored ostalih fenolnih
jedinjenja, kvantifikovali sadrzaj hidroksicinaméne kiseline - hlorogene (600,0 = 20,0 pg/g
SuT), kvercetin-glukozida (510,0 + 20,0 pug/g SuT), kvercetin-heksozida (210,0 £ 10,0 pg/g
SuT), kvercetin acetil-heksozida (30,00 + 1,00 pg/g SuT) i kvercetin-rutinozida (20,02 + 1,00
pg/g SuT). HPLC DAD i MS analiza fenolnih jedinjenja u ekstraktima plodovima C. monogyna
nije potvrdila postojanje hlorogene kiseline, a od kvercetin derivata konstatovan je samo

kvercetin -rutinozid (Simirgiotis 2013).

Iz razli¢itih biljnih organa C. monogyna izolovani su brojni flavoni i flavonoli sa 1,2-
dihidroksibenzenovom grupom na B-prstenu. Kvercetin-glukozid (hiperozid) je izolovan u
kalusoj kulturi ¢elija (Bahorun i sar 1994), a takode je prisutan kao osnovna komponenta
cvetova (Rohr 1 sar 1999). Rede prisutan derivat flavona vezan sa glukozom i ramnozom je
izolovan iz listova (Nikolov i sar. 1981). U listovima je utvrdeno prisustvo kafene i hlorogene
kiseline (1370-35800 pg/g, odnosno 9250-46370 ng/g ekstrakta), kao i drugih fenolnih kiselina
(Oztiirk i Tungel 2011). Dokazivanjem derivata hidroksicinami¢ne kiseline HPLC-DAD-
ESI/MS analizom, u cvetovima je potvrdeno prisustvo kafeoilhinskih kiselina (3- i 4-O-kafeoil
derivata), medutim one nisu i izolovane (Rohr i sar 1999). Primenom iste metode, Bernatoniene
i sar. (2009) su utvrdili prisustvo hlorogene kiseline (34600 pg/ml ekstrakta), hiperozida
(29320 pg/ml ekstrakta), rutina (26400 pg/ml ekstrakta), kvercetina (12600 pg/ml ekstrakta),

187



Diskusija

i kvercitrina (4900 pg/ml ekstrakta) u etanolnom esktraktu ploda C. monogyna. Analiza
fenolnih jedinjenja u ekstraktima plodova C. monogyna (metanolni ekstrakt) HPLC-DAD-
ESI/MS metodom koju su uradili Barros i sar. (2012), potvrdila je prisustvo neohlorgene
kiseline (2330 pg/g SuT), kvercetin-glukozida (4660 ug/g SuT), kvercetin-rutinozida (880
ug/g SuT) 1 kvercetin acetil-heksozida (450 pg/g SuT).

5.3.1. Sadrzaj fenolnih jedinjenja u plodovima vrsta roda Craetegus

Fitohemijska isptivanja plodova vrsta roda Crataegus iz Azije, Evrope i Amerike su pokazala
da oni sadrZe terpenoide, polifenole (katehine, uglavnom epikatehin, polimerne i oligomerne
proantocijanidine, cijanidin 3-O-galaktozid, idein, kafenu i hlorogenu kiselinu) i flavonoide
(kvercetin 3-O-galaktozid, viteksin 2’-O-ramnozid, acetilviteksin 2’-O-ramnozid, flavon-C-
glikozide, hiperozid, kvercetin), steroide, lignane, vitamine, antocijanine (Froehlicher i sar.
2009, Shao-Jiang i sar. 2011, Caliskan i sar. 2012; Edwards i sar. 2012, Ruiz-Rodriguez i sar.
2014, Wu i sar. 2014). Lignani (Huang i sar. 2014) i lignan glikozidi (Gao i sar. 2010) su

oznaceni kao vazni hemotaksonomski markeri kod vrsta roda Crataegus.

Do sada je izolovano vise od 50 flavonoida iz vrsta roda Crataegus (Nikolov i sar. 1982,
Dauguet i sar. 1993, Yang i Le 2012), a utvrdeno je i da sadrzaj aglikona iznosi 0,18% od
ukupne koli¢ine flavonoida. Hiperozid je osnovni flavonol u plodovima gloga (Tadi¢ 1 sar.
2008), a pored njega su prisutni O-glukozidi kao $to su luteolin-7-glukozid i rutin, i C-glukozidi

kao sto su viteksin, viteksin ramnozid i monoacetilviteksin ramnozid (Schussler i sar. 1995).

Hlorogena kiselina je detektovana u plodovima i listovima svih ispitivanih vrsta roda
Crataegus (Yang i Liu 2012), dok je prisustvo neohlorogene potvrdeno u plodovima C.
grayana (Liu i sar. 2011, Yang i Liu 2012).

Osnovne fenolne komponente u plodovima vrste C. pinnatifida (idenifikovane HPLC
metodom) su bile epikatehin, hlorogena kiselina, procijanidin B2, hiperozid i izokvercitrin
(Wen i sar. 2015). Iste komponente su identifikovane u etanolnim ekstraktima plodova C.

pinnatifida Bge. var. major, kao i cijanidin-3-O-galaktozid (Liu i sar. 2010).

Sa podrucja jugoisto¢ne Srbije, ispitivana je vrsta C. oxycantha, ¢iji su plodovi analizirani u
pogledu ukupnog sadrzaja fenola i flavnoida, kao i antimikrobne efikasnosti. Dobijene
vrednosti su potvrdile da ova vrsta sadzi fenolna jedinjenja u koli¢inama koje su u rangu visoko

cenjenjih lekovitih biljaka (Kosti¢ i sar. 2012).
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5.4. Sadrzaj selektovanih fenolnih jedinjenja u plodovima P. spinosa

U plodovima vrste P. spinosa sa Avale, Zlatarskog jezera i sa Ozrena (u ukupnom uzorku),
zebelezeno je prisustvo pet fenolnih jedinjenja u slede¢em redosledu prema koli¢inama
prisutnim u ekstraktima: Q-3-O-Rut (55,92 + 37,99 ug/g SvT), Q-3-O-Rha (51,20 £42,56 ug/g
SvT), Q-3-O-Glc (12,47 + 6,14 pg/g SvT), Q-3-O-Gal (9,61 + 7,02 ug/g SvT) i 5-O-CQ (2,02
+ 1,29 pg/g SvT). Kvercetin-glukuronid nije detektovan u ekstraktima plodova, a ovo
jedinjenje prema dostupnim literaturnim podacima do sada nije zabelezeno kod vrste P.
spinosa. Sva jedinjenja koja su identifikovana i kvantifikovana u ovom radu se pominju u
ranijoj literaturi kao fenolna jedinjenja prisutna u plodu trnjine. Kvantifikacijom pojedinih
jedinjenja u plodovima trnjine sa na$ih prostora (Vlasine) utvrdeno je da je kvercetin-glikozid
bio prisutan u priblizno dvostruko veéoj koli¢ini nego -rutinozid (odnos 2,3:1) (Radovanovic i
sar. 2013), dok prema nasim podacima -glukozida bilo pet puta manje nego -rutinozida.
Kvercetin-rutinozid je takode bio dominantan u plodovima trnjine iz Portugala, i njegova

koliCina je bila desetostruko vec¢a u odnosu na koli¢inu -glukozida (Guimaraes i sar. 2013).

Na osnovu fitohemijskih ispitivanja razlicitih biljnih organa P. spinosa, utvrdeno je prisustvo
velikog broja jedinjenja. U sveZzim cvetovima P. spinosa nalaze se cijanogeni glikozidi,
flavonoidi, rutin i hiperiozid (Olszewska i Wolbis 2001). Od flavonoida, iz cvetova trnjine
izolovani su kampferol, kvercetin, kamferol 3-O-a-L-arabinofuranozid, kvercetin 3-O-a-L-
arabinofuranozid, kvercetin-O-a-D-ksilopiranozid, kampferol 3-O-a-L arabinofuranozide-7-
O-a-L-ramnopiranozid (Sakar i Kolodziej 1993, Olszewska i Wolbis 2002, Erturk i sar. 2012).
Kostice sadrze toksi¢ni glikozid amigdalin koji stvara cijanovodonik. Kvantitativne studije
populacija iz Poljske su pokazale da cvetovi sadrze velike koli¢ine flavonoida (oko 2,7%
aglikona i 3,8% glikozida) (Olszewska i sar. 2001), dok je u populaciji iz Rumunije zabelezeno
1,2% aglikona (Tamas 1985). Takode, utvrdeno je da se u cvetovima nalaze protocijanidini A-
tipa (Kolodziej i sar. 1991) i fenolne kiseline (Olszewska i Wolbis 2001). Od kvercetina,
kampferola i njihovih heterozida u cvetovima P. spinosa iz populacija sa teritorije Poljske,
najzastupljeniji su bili flavonoidi u obliku monoglikozida, uglavhom kampferol i kvercetin 3-
O-arabinozidi, dok je u listovima bilo najvise kampferol 3,7-O-diramnozida (Horhammer i sar.
1957). Struktura ovih jedinjenja je odredivana razliCitim hemijskim i1 instrumentalnim
tehnikama (UV, IR, H-NMR, ¥ C-NMR, MS). Poznato je da cvetovi i listovi trnjine sadrze
kompleks flavonoida, derivata flavonola: kampferola, kvercetina i njihovih glikozida za
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arabinozom, ramnozom i ksilozom (Tamas 1985), kao i antocijane (cijanidin-3-rutinozid,
peonidin-3-rutinozid i cianidin-3-glukozid) koji imaju vaznu ulogu u antioksidativnom
delovanju ekstrakata razli¢itih biljnih delova trnjine (Velickovi¢ i sar. 2014). U cvetu i listu
trnjine, ekstrahovanim etanolom, potvrdeno je prisustvo hidroksicimentnih kiselina, a HPLC
metodom je dokazano prisustvo hlorogene kiseline, kvercetin-pentozilheksozida (1 i 2) i
kvercetin-rutinozida, kao i derivati kampferola, miricetina, katehin, procijanidin, p-kumarinska

kiselina i 3-p-kumaroilkini¢na kiselina (Fadi¢ 2016).

Velickovi¢ i sar. (2014) su ispitali fenolni sastav plodova P. spinosa uzorkovanih iz
jugoisto¢nog dela Srbije primenom HPLC analize i utvrdili njihovu antimikrobnu aktivnost. U
etanolnim i etanolno-vodenim ekstraktima utvrdeno je prisustvo fenolnih kiselina
(neohlorogene i kafene), flavonoida (kvercetin i miricetin) i antocijana (cijanidin-3-O-
glukozid, cijanidin-3-O-rutinozid, peonidin-3-O-glukozid). Jos jedna analiza sadrzaja fenola i
flavonoida u plodovima P. spinosa sa naSeg podrucja je pokazala da je izolovanje ovih
jedinjenja kada se kao rastvara¢ koristi 50% etanol (Arsi¢ i sar. 2016). Plodovi P. spinosa iz
prirodnih populacija, sa Vlasine, su analizirani u pogledu ukupnog sadrzaja fenola i flavonola,
a HPLC metodom je utvrden sadrzaj fenolnih i hidroksicinamicnih kiselina, kao i1 pojedinih
flavonola (kvercetin-glikozid 32,02 + 1,42 ug/g SvT; rutin 13,86 + 1,44 ug/g SvT; kvercetin
1,16 £ 0,21 pg/g SvT) (Radovanovié i sar. 2013).

U zavisnosti od koli¢ina polifenola kod plodova samoniklih vo¢aka, ispoljava se i njihova
antioskidativna aktivnost, §to je potvrdeno u studiji sa Sest razlicith Sumskih vrsta u Bugarskoj;
medu njima, P. spinosa je imala najmanji sadrzaj polifenola u plodovima, i najslabiju
antioksidativnu efikasnost (u poredenju sa Sambucus ebulus, Crataegus monogyna, Rosa
canina, Berberis vulgaris i Vaccinium myrtillus) (Kiselova i sar. 2005), a sli¢an redosled u
sadrzaju polifenola je utvrden i prilikom ispitivanja sedam vrsta spontane flore u Poljskoj
(Jabtonska-Ry$ 1 sar. 2009). U drugoj studiji, utvrden je visok ukupni sadrzaj fenola u
plodovima P. spinosa i pokazano da je pozitivno korelisan sa izrazenim antioksidativnim
delovanjem eksktrakata (Ruiz-Rodriguez i sar. 2014). Visok antioksidativni potencijal soka
napravljenog od svezih plodova P. spinosa dokazan je razli¢itim analitiCkim metodama: test 5-
lipoksigenaze test, DPPH antiradikalna aktivnost, ORAC kapaciteti apsorpcije kiseonikovih
radikala (Fraternale 1 sar. 2009). Takode je pokazano da i razliciti ekstrakati plodova trnjine

imaju visok antioksidativni potencijal (Paulovicsova i sar. 2009).
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Identifikacija i karakterizacija fenola, u prvom redu hlorogenih kiselina, proantocijanidina i
flavonoid glikozida metodom LC-MS u plodovima vise varijeteta i hibrida vrsta P. salicina i
P. domestica, kao i dve prirodne populacije P. spinosa i P. cerasifera (ukupno 35 uzoraka) je
pokazala da plodovi P. spinosa sadrze hlorogenu i neohlorognu kiselinu (i jos dva derivata
hlorogene), kvercetin-pentozid, -galaktozid i -rutinozid, kao i katehin i epikatehin (Jaiswal
2013). | kod divlje P. spinosa, i kod ostalih ispitivanih kultivara, dominantna
hidroksicinami¢na kiselina je bila neohlorogena. Generalno visoke vrednosti hlorogenih
kiselina 1 proantocijanidina saopStene u navedenom radu potvrduju da vrste roda Prunus

predstavljaju jedan od najbogatijih prirodnih izvora ovih jedinjenja.

U studiji Guimaraes i sar. (2013) publikovani su rezultati kvantifikacije fenolnih jedinjenja u
plodovima P. spinosa, 3-O-kafeoilhinske kiseline (220,9 + 1,1 pg/g SuT) i nekoliko kvercetin
glikozida: kvercetin-rutinozida (156,3 + 3,3 pg/g SuT), kvercetin-pentozida (88,4 + 2,6 ug/g
SuT), kvercetin-heksozil-ramnozida (71,7 + 4,2 ug/g SuT), kvercetin-pentozil-heksozida (68,3
+2,9 ng/g SuT), (228,3 £2,9 ng/g SuT), kvercetin heksozida (47,0 £ 5,0 pg/g SuT), kvercetin-
pentozil-heksozida (13,6 = 0,4 pg/g SuT), kvercetin-glukozida (13,6 + 0,2 pg/g), kvercetin-
pentozil-glukozida (13,6 + 0,2 ug/g SuT), kvercetin-ramnozida (13,0 = 0,2 pg/g SuT),
kvercetin-acetil-rutinozida (10,0 + 0,1 ug/g SuT) kvercetin-acetil-heksozida (19,0 £ 0,5 ug/g
SuT). Prema rezultatima navedene studije, sve fenolne kiseline identifikovane u plodovima P.
spinosa bile su iz grupe hidroksicinami¢nih kiselina, a pet od njih su bile derivati hinske. U
poredenju sa plodovima R. canina, koji su takode analizirani u ovoj studiji, plodovi P. spinosa
su imali znacajno vece koli¢ine fenolnih kiselina i flavonoida, a dominantna jedinjenja su bila

3-0O-kafeoil hinska i kvercetin-rutinozid.

Identifikovanjem i kvantifikovanjem pojedinih polifenola iz metanolnog ekstrakta plodova P.
spinosa primenom HPLC/DAD i HPLC/MS detekcije, pokazalo se da su svi prisutni flavonoli
derivati kvercetina ili kampferola, a od derivata kvercetina, konstatovani su kvercetin-rutinozid
i kvercetin (Pinacho 1 sar. 2015). Odredivanjem flavonoida HPLC metodom, utvrdeno je
prisustvo kvercetina u ekstraktima cvetova P. spinosa (u rasponu od 0,33 + 3,6% do 1,39 + 3,0
%) (Oszlewska i sar. 2001), kao i kvercetin 3-O-a-L-arabinofuranozida (Oszlewska i Wolbis
2001). Neohlorogena kiselina, kvercetin-rutinozid, -galaktozid, -glukozid, -ksilozid, -
arabinozid i -ramnozid su fenolna jedinjenja ¢ije je prisustvo potvrdeno u plodovima P. spinosa

iz Finske (Riihinen 2005).
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U radu Mikuli¢-Petkovsek 1 saradnika (2016), analizirana su fenolna jedinjenja u plodovima
Cetiri vrste roda Prunus: P. spinosa, P. padus, P. mahaleb i P. avium. Za svaku vrstu, sakupljani
su plodovi sa pet razlicitih lokaliteta, koji su analizirani kao zbirni uzorak. Pokazano je da suu
plodovima P. spinosa prisutne hlorogena i neohlorogena kiselina, kao i 15 derivata kvercetina
(kvercetin-triglikozid, kvercetin acetil-heksozid, kvercetin acetil-rutinozid, kvercetin heksozil-
pentozid (1, 2 i 3), kvercetin heksozil-ramnozid, kvercetin-ksilozid, kvercetin ramnozil-

heksozid, -galaktozid, -glukozid, -ramnozid, -rutozid).
5.4.1. Sadrzaj fenolnih jedinjenja u plodovima vrsta roda Prunus

Rod Prunus (Rosaceae) obuhvata oko 175 vrsta rasprostranjenih Sirom sveta (Rashid i sar.
2007). U Srbiji, rod Prunus obuhava 15 vrsta, od kojih su 6 gajene u obliku sorti, 2 kao
dekorativne, a 9 vrsta se nalaze u sponatnoj flori (P. amygdalus, P. avium, P. cerasifera, P.
fruticose, P. laurocerasus, P. mahaleb, P. padus, P. spinosa, P. tenella). Veéina divljih vrsta
se koriste u vocarskoj proizvodnji kao generativne podloge za kalemljenje, a njihovi plodovi
se koriste u ishrani (Mratini¢ i Koji¢ 1998). Fitohemijskim ispitivanjima razlic¢itih vrsta ovog
roda utvrdeno je da se u plodovima mogu naci visoke koncentracije razlicitih flavonoida. Po

sadrzaju flavonola, plodovi vrste P. spinosa su medu najbogatijima u okviru ovog roda,

armeniaca je konstatovano prisustvo rutina, izokvercitrina i nikotiflorina, a rutin je prisutan u
najvec¢im koncentracijama (Schmitzer i sar. 2011, Sanz i sar. 2010, Rashid i sar. 2007). Analiza
flavonoida u plodovima P. mume je potvrdila prisustvo -glukozida, -galaktozida i -
neohesperidozida (Nakamura i sar. 2013, Yoshikawa i sar. 2002, Jang i sar. 2016). U kori
plodova P. salicina i P. domestica konstatovani su izokvercitrin, reinoutrin, kvercitrin,
hiperozid, rutin, gvajaveren i izoramnetin-rutinozid (Tomas-Barberan i sar. 2001, Treutter i sar.
2012). U plodovima P. cerasus su identifikovani kampferol, kvercetin, kvercetin-glukozid,
izoramnetin-rutinozid (Piccolella i sar. 2008), a flavonoidi derivati katehina kod P. domestica,
P. mume, P. cerasus i P. persica (Tomas-Barberan i sar. 2001, Piccolella i sar. 2008, Treutter
I sar. 2012). Komparativne studije razli¢itih vrsta su potvrdile da se flavonoidi u okviru roda
Prunus javljaju kao osnovne strukture kampferola, kvercetina i katehina, kao i da postoje
mono-, di-, ili tri-glikozdina jedinjenja monoacetilovana sa sir¢etnom kiselinom (Jang i sar.
2016). U plodovima P. domestica, od kvantifikovanih fenolnih jedinjenja, najveci sadrzaj ima
neohlorogena kiselina, a od flavonoida rutin (Raynal i sar. 1989, Donovan i sar. 1998), a
Slimestad i sar. (2009) su konstatovali i prisustvo kvercetin-glukozida. Neohlorogena kiselina
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je takode najzastupljenija kod vrste P. salicina (ispitano 11 kultivara iz Juzne Afrike), a
detektovano je i osam kvercetin glikozida (od kojih su pomocu odgovaraju¢ih standarda

idenifikovani kvercetin-rutinozid, -glukozid, -arabinozid i -ramonozid) (Venter i sar. 2013).

Kod ¢etiri vrste roda Prunus koje rastu kao spontana flora u Sloveniji (P. spinosa, P. padus, P.
mahaleb i P. avium) identifikovano je 87 razlicitih fenolnih jedinjenja u ekstraktima plodova
primenom HPLC-MS metode, i utvrdeno je da postoje statisti¢ki znacajne razlike u koli¢ini
hidroksicinamic¢nih kiselina i flavonola izmedu ispitivanih vrsta (Mikuli¢-Petkovsek 1 sar.

2016).

Divlje vrste roda Prunus imaju ve¢i ukupni sadrzaj fenola u odnosu na druge vrste vo¢a (Chen
i sar. 2014). Takode, postoji velika varijabilnost u sadrzaju derivata cinamicne kiseline i
flavonol glikozida kod divljih predstavnika roda Prunus, zbog ¢ega se prirodne populacije
smatraju naro¢ito znacajnim za ishranu ljudi, i kao geneticki resurs za ukrStanja (Ruiz-

Rodriguez i sar. 2013).

5.5. Uporedna analiza sadrZaja selektovanih fenolnih jedinjenja kod predstavnika

familije Rosaceae

Tri vrste isptivane u ovom radu, R. canina, P. spinosa i C. monogyna, pripadaju familiji
Rosaceae koja obuhvata preko 100 rodova i 3000 vrsta. Mnoge od vrsta se koriste u ishrani i u
druge svrhe, pa je po ekonomskoj vaznosti familija Rosaceae na tre¢em mestu u zemljama
umerenog regiona (Dirlewanger i sar. 2002). Prema tipu ploda, familija se deli na Sest
podfamilija; rod Rosa pripada podfamiliji Rosodae, rod Prunus podfamiliji Spiraeoideae, a rod
Crataegus podfamiliji Pyrodae (Potter i sar. 2007). Vrste familije Rosaceae su veoma bogate
specifiénim metabolitima, koji imaju veliki znacaj u ljudskoj ishrani i farmakologiji. Brojna
hemijska jedinjenja su izolovana iz vrsta ove familije, i njihovi biosintetski putevi su u velikoj
meri rasvetljeni. U novije vreme, metabolomicke studije se usmeravaju na nove uloge genske
regulacije u primarnom i sekundarnom metabolizmu i izucavaju se slozeni metabolic¢ki
mehanizmi koji stoje u osnovi produkcije metabolita korisnih za zdravlje ljudi (Shulaev i sar.
2008). Distanca izmedu pet voénih drvenastih vrsta iz familije Rosaceae u odnosu na biosintezu
enzima polifenol oksidaze, koji ucestvuje u metabolizmu fenola je procenjena u radu Haruta i
sar. (1999). Autori su pokazali da se proteinske sekvence ovih enzima kod vrsta Pyrus
pyrofolia, Pyrus communis, Prunus persica, Pseudocydonia sinensis i Eriobotrya japonica

poklapaju u 85,3-97,5%, na osnovu cega je zakljuceno da su polifenoloksidaze u familiji
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Rosaceae sli¢ne u pogledu strukture i funkcionalnosti. Pojedini fenolni konstituenti u listovima
vrsta familije Rosaceae, odredivani metodom papirne hromatografije, bili su razli¢ito prisutni
kod drvenastih i zeljastih predstavnika familije. Drvenasti predstavnici familije posedovali su
leuko-antocijanidine i flavonole, a trihidroksi kiseline su detektovane samo u podfamiliji
Rosoidae. Ipak, neki drvenasti i zeljasti predstavnici su bili izuzetak u ovoj generalnoj podeli
(Bate-Smith 1961). Kao hemijska jedinjenja koja mogu da budu hemotaksonomski markeri u
okviru familije Rosaceae, na uzorku od 80 biljaka (62 vrste, 15 hibrida, 1 varjetet i 2 citotipa)
testirana je hlorogena kiselina (koja je bila prisutna u svim uzorcima) i hidrolizabilni tanini
(monomeri su §iroko rasprostranjeni kod zeljastih, ali ne i kod drvenastih predstavnika) (Okuda

i sar. 1992).

Histohemijska analiza 30 rodova familije Rosaceae (koja je obuhvatila predstavnike svih
podfamilija), pokazala je da je prisustvo flavan-3-ola uobi¢ajeno u korenu svih vrsta iz familije,
a primenom polukvantitavne LC-MS analize pokazano je da se distribucija flavan-3-ola odvija
po razli¢itim Semama (Hoffmann i sar. 2012). Kod vrsta iz podfamilija Maloidae i Rosoidae
zabeleZene su velike razlike u sadrZaju ulja u semenu, a taj sadrZaj je bio varijabilan 1 u okviru
rodova 1 kultivara iste vrste. Kvalitativni profil masnih kiselina i njihovo kvantitavno ucesc¢e
su bili relativno sli¢ni kod vrsta iz obe subfamilije (Fromm i sar. 2012a). Ipak, u drugom
istrazivanju utvrdeno je da se vrste iz ovih podfamilija znacajno razlikuju u kvalitativnom i
kvantitativnom sastavu tokoferola i karotenoida (Fromm i sar. 2012b). Uporedne analize
sadrzaja ukupnih fenola i flavonoida u plodovima R. canina i C. monogyna pokazale su da
etanolni ekstrakti plodova Sipurka sadrze vece koli¢ine ovih bioaktivnih jedinjenja, kao i da
ispoljavaju veéu antioksidativnu aktivnost (DPPH i sposobnost redukcije Fe®"), dok su

ekstrakti belog gloga bili efikasniji u vezivanju jona Fe?* (Predescu i sar. 2016).

Uporedna studija Sest vrsta familije Rosaceae u pogledu fizicko-hemijskih osobina plodova i
njihove antioksidativne aktivnosti koju su uradili Egea i sar. (2010), je pokazala da se ukupni
sadrzaj fenola i ukupni sadrzaj karotenoida znacajno razlikuju kod vrsta R. canina (kod koje su
zabeleZene najvece vrednosti), C. monogyna (sa manjim vrednostima), i P. spinosa (najmanje
vrednosti oba parametra). U navedenom radu testirana je i antioksidativna aktivnost ekstrakata
plodova preko kapaciteta ,,hvatanja*“ H2O2, pri ¢emu su utvrdene visoke vrednosti koje se nisu
znacajno razlikovale od vrednosti zabelezenih kod R. canina i C. monogyna, dok je kod P.
spinosa antioksidativna aktivnost bila znacajno manja; primenom TEAC testa, sve vrste su

pokazale razlicitu aktivnost: R. canina>P. spinosa>C. monogyna.
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Rezultati dobijeni u nasim istrazivanjima, srednje vrednosti i1 standardne devijacije sadrzaja
Sest svojstava analiziranih kod R. canina, C. monogyna i P. spinosa su medusobno uporedivani
primenom odgovarajucih statistickih testova (ANOVA II). Utvrdeno je da postoje statisticki
znacajne razlike medu vrstama, medu populacijama i u njihovoj interakciji za sledeca svojstva:
sadrzaj neohlorogene kiseline, sadrzaj kvercetin-glukuronida, sadrzaj kvercetin-galaktozida i
sadrzaj kvercetin-glukozida. Za dva ispitvana svojstva: sadrzaj kvercetin-rutinozida i1 sadrZaj
kvercetin-ramnozida, razlike su znacajne samo izmedu vrsta. Pojedina jedinjenja su, po
visokom sadrzaju, bila karaktisti¢na za vrste: kvercetin-glukuronid i kvercetin-ramnozid su
konstatovani u vecoj koli¢ini u plodovima jedinki vrste R. canina u odnosu na ostale dve
ispitivane vrste iz familije Rosaceae; plodovi jedinki vrste C. monogyna su bili bogatiji u
sadrzaju kvercetin-galaktozida i kvercetin-glukozida, a plodovi jedinki vrste P. spinosa bogatiji
su u sadrzaju neohlorogene kiseline, kvercetin-rutinozida i kvercetin-ramnozida. Samim tim,
neka od navedenih jedinjenja daju najvec¢i doprinos razdvajanju vrsta, $to je potvrdeno i1
analizom glavnih komponenti (PCA): sadrzZaji kvercetin-galaktozida, kvercetin-glukozida (duz
prve ose), kvercetin-glukuronida i kvercetin-rutinozida (duz druge ose). Najzad, opsta slika o
razdvajanju vrsta na osnovu ispitivanin hemijskih jedinjenja se dobija tumacenjem grafika
(Slika 104 i 105). Uocava se da su vrste veoma jasno razdvojene, $to potvrduje da su odabrana
fenolna jedinjenja po svom sadrzaju specificna za vrstu i veoma dobri hemotaksonomski
pokazatelji. Pored toga, uoc€ljivo je da je vrsta P. spinosa mnogo kompaktnije prikazana u
odnosu na ostale dve vrste, §to je posledica relativno male intra- i inter- populacione
varijabilnosti kod ove vrste. Kod vrste R. canina 7 jedinki se izdvaja od cele grupe (vrste), a 6
od njih pripadaju populaciji sa Zlatarskog jezera. Kod vrste C. monogyna samo dve jedinke (iz
populacije sa Avale) se razlikuju od ostalih koje su grupisane. Na osnovu grafickog prikaza
klaster analize mozemo uociti da su populacije vrste C. monogyna najvise medusobno sli¢ne.
Umeren stepen sli¢nosti se moze konstatovati kod populacija vrste P. spinosa, dok su
populacije vrste R. canina sa razli¢itih stani$ta najvise medusobno razli¢ite u pogledu sadrzaja
ispitivanih hemijskih jedinjenja. Takode, prema vrednostima eukledskih udaljenosti, uocljivo
je da su vrste R. canina i P. spinosa medusobno sli¢nije u odnosu na C. monogyna u pogledu

sadrZaja 1 varijabilnosti sadrzaja ispitivanih hemijskih jedinjenja.
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5.6. Sadrzaj selektovanih fenolnih jedinjenja u plodovima C. mas

Prema rezulatatima dobijenim analizom ekstrakata plodova vrste C. mas, Sest selektovanih
fenolnih jedinjenja je bilo prisutno u slede¢em redosledu: Q-3-O-GIcA (81,14 + 94,95 ng/g
SvT), 5-0-CQ (22,05 + 14,85 pg/g SvT), Q-3-O-Gal (5,67 + 4,09 pg/g SvT), Q-3-O-Rut (5,33
+4,31 ng/g SvT), Q-3-O-Glc (4,29 + 3,03 ng/g SvT) i Q-3-O-Rha (0,05 £ 0,11 pg/g SvT). Sve
detektovane forme kvercetin glikozida su i ranije identifikovane u plodovima drena, kao i
neohlorogenska kiselina. Medutim, malo je podataka dobijenih kvantitativnom analizom.
Ukupan sadrzaj -ramnozida, -rutinozida i kvercetina kod populacija iz Ceske je visok i varira
u ospegu 120 - 360 png/g SvT (Sochor i sar. 2014), dok je u nasim populacijama sadrzaj ovih
derivata veoma nizak. Dominantno prisustvo kvercetin-glukuronida, kao i u nasim
populacijama, je utvrdeno kod populacija iz Italije (Pawlowska i sar. 2010) i Poljske (Pyrkosz-
Biardzka i sar. 2014). U populacijama sa Vlasine, redosled prisutnih derivata kvercetina je bio
-glikozid>-rutin>-kvercetin, a prisustvo -glukuronida nije utvrdivano (Radovanovié¢ i sar.
2013). Ni u drugoj studiji, sa populacijama iz jugoistocne Srbije, nije ispitivano prisustvo ovog
derivata, dok su detktovani -glukozid, -galaktozid i -rutinozid (Milenkovi¢-Andelkovi¢ i sar.
2015).

Fitohemijska karakterizacija plodova C. mas se bazira na opseznim podacima o prisustvu
vitamina, polifenola, antocijanina, flavonoida, tanina, iridoida, karboksilnih kiselina (Seeram i
sar. 2002, Jayaprakasam i sar. 2006, Pawlowska i sar. 2010, Rop i sar. 2010, Deng i sar. 2013,
Krivoruchko i sar. 2014, Rudrapaul i sar. 2015, Szumny i sar. 2015). Od svih hemijskih
konstitutenata prisutnih u plodovima C. mas, najvise su izu¢avane fenolne kiseline i flavonoidi,
zbog njihovog poznatog antioksidativnog potencijala. Analiza jestivih delova 42 razlicite vrste
voca 1 povréa, u cilju dokazivanja ukupnog sadrzaja fenola i flavonoida, pokazala je su plodovi
C. mas medu najbogatijim prirodnim izvorima ovih bioloski vaznih jedinjenja (Marinova i sar.
2005). Brojne in vitro i in vivo studije su dokazale da ekstrakti plodova C. mas ispoljavaju
antimikrobno, antidijabeti¢no, hipolipidemic¢no, -citotoksi¢no, hepatoprotektivno, renal-
protektivno, neuroprotektivno, anti-inflamatorno, anitoksidativno, kardioprotektivno, anti-

glaukomsko, radioprotektivno delovanje (Dinda i sar. 2016).

U pogledu sastava i1 koli¢ine pojedinih fenolnih jedinjenja u plodovima C. mas, postoje razliciti
podaci. Pojedini autori su utvrdili prisustvo hlorogene kiseline u ekstraktima plodova (Szumny
I sar. 2015), dok se u drugoj studiji navodi trostruko veca koli¢ina neohlorogene kiseline

(Sochor i sar. 2014). Iako su ove kisleline izomeri, neohlorogena kislelina ima vecu aktivnost
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u redukciji glukoze 1 metabolizmu holesterola u poredenju sa hlorogenom (Forino i sar. 2015).
U studiji sa populacijama sa podruéja Ceske, najzastupljeniji flavonoidi u plodovima C. mas
su kvercitrin, rutin i kvercetin (120 - 360 pg/g SvT) (Sochor i sar. 2014). U drugom radu, sa
populacijama iz Italije, derivati kvercetina su bili uglavnom pristuni u formi -glukuronida, -
ramnozida, -ksilozida i -rutinozida (Pawlowska i sar. 2010). Kvercetin-glukuronid je bio
dominantna komponenta u ukupnom sadrzaju flavonola (73% od prisutnih flavonola) u plodu

drena u istrazivanju sprovedenom u Poljskoj (Pyrkosz-Biardzka i sar. 2014).

U uporednoj fitohemijskoj studiji listova gloga i drena (HPLC-PDAMS/MS" analiza),
identifikovano je vise fenolnih komponenti u ekstraktu drena (derivati kafene kiseline, derivati
kampferola i kvercetin glikozidi: kvercetin-galaktozid, 7-O-ramnozid, kvercetin-glukuronid),
a po koli¢inama prisutnih fenolnih jedinjenja listovi drena su bili znacajno bogatiji u odnosu
na listove gloga (u ekstratku detektovan manji broj flavonoida, uglavnom izomera viteksina)
(Badalica-Petrescu i sar. 2014).

Plodovi C. mas iz prirodnih populacija, sa Vlasine, su analizirani u pogledu ukupnog sadrzaja
fenola i1 flavonola, a HPLC metodom je utvrden sadrzaj fenolnih i hidroksicinamicnih kiselina,
kao i pojedinih flavonola (kvercetin-3-glikozid 12,02 = 1,36 pg/g SvT; rutin 13,86 + 1,44 ug/g
SvT; kvercetin 0,65 = 0,29 pg/g SvT) (Radovanovi¢ i1 sar. 2013). U drugom radu sa
populacijama iz jugoisto¢ne Srbije, plodovi drena su uzorkovani u uzastopnim godinama i
pokazalo se da je ukupni sadrzaj fenola, flavonoida i hidroksicinami¢nih kiselina bio stabilan.
HPLC analizom je kvantifikovan sadrzaj fenolnih kiselina (galne, elagi¢ne, hlorogene),
flavonola (kvercetin-glukozida, -galaktozida, rutina, luteolin-glukozida, kampferol-3-
glukozida), flavan-3-ola (katehin, epikatena, procijanidina B2) i antocijana (cijanidin-3-
galaktozida, pelargonidin-3-glukozida, delfinidin-3-galaktozida). Sadrzaj fenolnih komponenti
je odreden u plodovima uzorkovanim u dve uzastopne sezone, i pokazalo se da nije bilo

znacajnog variranja u njihovom sadrzaju (Milenkovi¢-Andelkovi¢ i sar. 2015).

U studiji koju su uradili Sima i Sarbu (2016) prikazani su rezultati analize polifenola i
flavonoida u ekstratkima plodova vrsta koje se viSe ili manje koriste kao lekovite (HPLC
metodom i UV detekcijom), kao i njihova antioksidativna aktivnost (DPPH). Analiza je
obuhvatila plodove Sest vrsta: Hippophae rhamnoides, Vaccinium myrtillus, Vaccinium
oxycoccos, Rosa canina, Rubus fruticosus, Rubus idaeus, kao i dve vrste koje se manje koriste
u ishrani: Cornus mas i Prunus spinosa. Hemijske analize su kombinovane sa hemometrijskim

tehnikama obrade dobijenih rezultata (multivarijantne tehnike koje obraduju velike setove
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podataka 1 omogucavaju interpretaciju koja iskljucuje medusobnu korelisanost varijabli).
Hemometrijskim metodama je utvrdeno da postoje male razlike u fenolnom/flavonoidnom
sastavu kod vrsta Hippophae rhamnoides, Prunus spinosa, Rubus idaeus i Cornus mas, koje
su bile grupisane u malu grupu (klaster) i izdvojene od velike grupe u kojoj su se nasle ostale
vrste, a po antioksidativnoj aktivnosti one su sli¢éne vrstama Rosa canina i Hippophae

rhamnoides (koje su imale najvece vrednosti).
5.7. Sadrzaj selektovanih fenolnih jedinjenja u plodovima C. sanguinea

Sva ispitivana jedinjenja su detektovana u ukupnom uzorku plodova vrste C. sanguinea.
Utvrdeno je da je koli¢ina Q-3-O-GIcA u svim uzorcima bila veoma visoka (989,50 + 342,62
ng/g SvT), kako u poredenju sa svim jedinjenjima kvantifikovanim u ovom radu, tako 1 u
poredenju sa literaturnim podacima za isto jedinjenje kod do sada ispitanih vrsta. Redosled
konstatovanih fenolnih jedinjenja, prema njihovoj koncentraciji u ekstraktima bio je slede¢i:
Q-3-O-GlcA (989,50 + 342,62 ng/g SvT), Q-3-O-Glc (320,81 + 251,43 pg/g SvT), Q-3-O-Gal
(264,77 £ 275,02 png/g SvT), Q-3-O-Rut (42,12 + 27,32 pg/g SvT), 5-O-CQ (5,76 + 4,76 ng/g
SvT) i Q-3-O-Rha (0,25 £ 0,25 pg/g SvT).

Vrsta C. sanguinea nije do sada detaljnije fitohemijski ispitivana. Poznato je da se u soénom
delu ploda nalazi visok sadrzaj lipida (24,9%), relativno visok sadrzaj proteina (6,4%), a
procenat vlakana i ugljenih hidrata iznosi 10,3%, odnosno 53,58% (Snow i Snow 1988). Postoji
nekoliko podataka o sadrzaju ukupnih fenola, antocijana i tanina u listovima (Karolewski i sar.
2010, Stankovi¢ 1 Topuzovi¢ 2012, Yousfbeyk 1 sar. 2014). Razlicite, do sada fitohemijski
ispitane, vrste roda Cornus su bogate brojnim sekundarnim metabolitima, a najvise paznje je
posveceno hemijskoj karaterizaciji predstavnika koji imaju jestive plodove. Ipak, imajuéi u
vidu da je za sve do sada ispitivane vrste sa so¢nim i intenzivno obojenim plodovima potvrdeno
da imaju visok sadrZzaj prirodnih antioksidanata, uglavnom polifenola, odnosno flavonoida
(Mikulic-Petkovsek i sar. 2012), postoje jasne indikacije da bi se u razli€itim biljnim organima
sviba, pre svega plodovima, moglo ocekivati prisustvo istih ili slicnih metabolita kao i kod
bliskih vrsta. Ukupni sadrzaj fenola, odreden spektrometrijski, u metanolnim ekstraktima
plodova sviba sa naseg podrucja (centralna Srbija) je prema podacima Stankovi¢ 1 Topuzovié
(2012) 34,19 + 0,25 pg ekvivalenata galne kiseline/g ekstrakta, dok su Yousfbeyk i sar. (2014)
utvrdili da je sadrzaj fenola 88,56 + 0,04 ng ekvivalenata galne kiseline/g ekstrakta (populacije
iz Turske). Pored toga, pojedini autori su pokazali da ekstrakti listova i plodova sviba imaju

znacajan antioksidativni kapacitet (Hozoori 1 sar. 2012, Stankovi¢ 1 Topuzovi¢ 2012), koji se
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takode povezuje sa visokim sadrzajem fenolnih jedinjenja. Od ispitivanih metanolnih
ekstrakata plodova i listova 38 vrsta u pogledu antioksidativne aktivnosti primenom razli¢itih
metoda (neutralisanje slobodnih radikala, neutralisanje H20: i vezivanje Fe?* jona), metanolni
ekstrakti plodova dve vrste roda Cornus (C. mas i C. sanguinea) su pokazali najsnaznije

delovanje (Serteser i sar. 2009).

Plodovi sviba nisu otrovni, ali se zbog kiselog 1 oporog ukusa ne mogu koristiti u svezem stanju.
Kuvanjem se ovaj ukus ublazava, pa se biljka moze smatrati potencijalno jestivom, obzirom da

Su semena veoma bogata proteinima i uljima (Snow i Snow 1988).

Svib spada u Sumske vrste koje su u veoma malom stepenu izlozene herbivoriji, Sto se povezuje
sa visokim sadrzajem fenola u listovima. U studiji koja je ispitivala zavisnost sadrzaja fenola
u listovima od uslova na staniStu je pokazano da je izlaganje svetlosti uzrokovalo povecan
sadrzaj fenola u listovima sviba. Sadrzaj fenola je gradualno opadao sa smanjivanjem dostupne
svetlosti od ivi¢nih delova ka unutra$njosti Sume. Ovi rezultati su ukazali na dinamiku sinteze
fenola u zavisnosti od svetlosti, kao i na fotosinteti¢ku efikasnost sviba u uslovima senke i

efikasnost alokacije fotosintata u uslovima ogranicenih resursa na stanistu (Dudt i Shure 1994).
5.7.1. Sadrzaj fenolnih jedinjenja u plodovima vrsta roda Cornus

Rod Cornus sadrzi oko 50 vrsta grupisanih u ¢etiri osnovne grupe (Fan 2001), koje se razlikuju
prema gradi cvasti. U Srbiji se mogu naci Cetiri vrste iz ovog roda: C. mas, C. sanguinea, C.
australis i C. hungarica (Jovanovi¢ 1973). Uporedna isptivanja plodova razli¢itih vrsta ovog
roda su pokazala razlike u prisustvu polisaharida, antocijana i triterpenioda (Yang i sar. 1999,
Seeram i sar. 2002, Vareed i sar. 2006, Lee i sar. 2009), kao i razli¢itih klasa polifenola,
flavonoida 1 derivata hidroksicinami¢nih kiselina (Hatano 1 sar. 1989, Jurikova 1 sar. 2012,
Forman 2015a, Forman 2015b). Feng i sar. (2011) su kombinujuéi razvojne i filogenetske
karakteristike pri definisanju morfoloskih evolucionih procesa vrsta roda Cornus napravili
podelu na 4 grupe sa razli¢itim razvojnim putevima pri formiranju cvetova na biljci, pri ¢emu
su vrste C. mas i C. sanguinea svrstane u razli¢ite grupe. U podeli na podrodove u okviru ovog
roda razmatrane su morfoloske karakteristike polena, anatomije drveta i cveta, citoloske
karakteristike i razvoj cvasti, kao i geneticki parametri (Fan i sar. 2011). Vrste C. mas i C.
sanguinea pripadaju razli¢itim podrodovima: Cornus (C. mas) i Kraniopsis (C. sanguinea),
koji se izmedu ostalih karakteristika odlikuju 1 specificnim hemijskim sastavom.

Hemotaksonomska ispitivanja su pokazala da se na osnovu prisustva iridioda izdvajaju dve
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grupe: u prvoj su dva podroda (ukljucujué¢i Kraniopsis), a u drugoj ostali podrodovi
(ukljuéujuci i Cornus). Odsustvo iridoida, uz istovremeno prisutan salidorsid (i njemu bliska
oksidovana forma), je hemijska karakteristika koja ukazuje na dominantno prisustvo derivata
Sikiminske kiseline u prvoj grupi, dok u drugoj grupi dominiraju iridoidini glikozidi (povezani
sa mevalonskom kiselinom). Grupisanje podrodova na ovaj nacin odgovara i karakteristikama
njihovih cvasti (Jensen i sar. 1975). Kod vrsta podroda Kraniopsis (i vrste C. sanguinea) nisu
konstatovani iridoidi (korninlin i sekoiridoidi) dok su Cs glikozidi bili prisutni, dok je kod vrste
C. mas (podroda Cornus) utvrdeno prisustvo sekoiridioida i odsustvo Cs glikozida (Bate-Smith
i sar. 1975).

5.8. Uporedna analiza sadrzaja selektovanih fenolnih jedinjenja kod predstavnika

roda Cornus

U ekosistemima Srbije srecu se Cetiri vrste roda Cornus (familija Cornaceae, red Cornales), od
kojih je jedna gajena kao dekorativna forma (C. alba), a ostale tri se sre¢u kao spontana flora:
C. austalis, C. mas, C. sanguinea. Drvo ovih vrsta roda Cornus je veoma ¢vrsto i ima primenu
u drvnoj industriji, spadaju u medonosne i meliorativne biljke, a listovi i plodovi imaju znacaj
u ishrani 1 narodnoj medicini (Mratini¢ 1 Koji¢ 1998). Do sada je publikovan mali broj studija

koje su bile fokusirane na fitohemijsku analizu plodova ovih biljaka.

Iako su sva ispitivana fenolna jedinjenja utvrdena kod obe vrste Cornus, njihove koli¢ine i udeo
u ukupnom sastavu ekstrakta su se znacajno razlikovali. Pojava i divezitet flavonoidnih
jedinjenja u plodovima vrsta iz familije Cornaceae je 1 ranije istrazivana (Rieger 1 sar. 2008).
Ispitivanje sastava flavonoida u plodovima C. mas je ukazalo na visoke koncentracije
kverciturona, kvercitrina, reinutrina i rutozida (Pawlowska i sar. 2010), a i publikovani rezultati
iz ove studije potvrduju prisustvo istih jedinjenja (Baji¢-Ljubicic i sar. 2018); dok su kod vrste
C. sanguinea, u velikoj koli¢ini prisutni kvercituron, izokvercitin i kvercitrin (Popovi¢ i sar.

2017).

Sva analizirana fenolna jedinjenja doprinose diferenciranju vrsta, kao i diferenciranju
populacija unutar svake vrste. Sadrzaj fenolnih jedinjenja kod obe vrste nije jedini uzrok
razdvajanja, ve¢ i distribucija i njihove uzajamne korelacije doprinose specificnom profilu
svake analizirane populacije. Srednje vrednosti za Sest svojstava analiziranih kod C. mas i C.

sanguinea su uporedivane primenom ANOVA II testa, i utvrdeno je postojanje statisticki
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znacajnih razlika medu vrstama, medu lokalitetima i u njihovoj interakciji za sledeca svojstva:
sadrzaj neohlorogene kiseline, kvercetin-rutinozida i kvercetin-glukozida. Plodovi jedinki koje
pripadaju vrsti C. sanguinea u odnosu na vrstu C. mas su bogatiji u sadrzaju svih analiziranih
svojstava, osim po sadrzaju neohlorogene kiseline. Najveéi doprinos razdvajanju vrsta potice
od razlika u sadrzaju neohlorogene Kiseline, kvercetin-glukozida, kvercetin-galaktozida,
kvercetin-glukuronida i kvercetin-rutinozida, sto ukazuje da su nabrojana jedinjenja dobri
pokazatelji diferencijacije izmedu vrsta u okviru roda Cornus. Ove vrednosti (sadrzaji
ispitivanih jedinjenja), zajedno sa njihovim medusobnim odnosima doprinose pozicioniranju
individua na grafickom prikazu, pa tako dobijamo izuzetno dobro razdvajanje vrsta u prostoru
prve tri PCA ose. Opsti utisak veoma jasnog razdvajanja vrsta potvrduje i klaster analiza, na
kojoj je takode uocljvo i to da kod obe vrste populacije sa Zlatarskog jezera i Ozrena imaju

velike sli¢nosti, dok su populacije sa Avale izdvojene (Slika 112).

Dobijeni rezulatati potvrduju osetljivost odabranih fenolnih jedinjenja u diferencijaciji vrsta i
njihovih populacija koje rastu na razli¢itim stani$tima. Pored toga, uoc€ljivo je da su pojedini
hemijski karakteri stabilni kod jedne vrste (C. sanguinea), dok njihova koli¢ina u ve¢oj meri
zavisi od staniSta kod druge vrste (C. mas). Ova razlika izmedu vrsta ukazuje na razlike u
adaptivnom odgovoru svake od njih. Razli¢ite vrste imaju razli¢ite mehanizme kojima se
kontroliSe ekspresija flavonoidnih gena (Jaakola 1 sar. 2004), 1 koli¢ina sintetisanih flavonoida
kod odredene vrste moze biti limitirana na odredenom nivou, tako da dalje delovanje razlicitih
pritisaka sredine prestaje da bude efikasno nakon odredene granice. Kori$¢enje molekularnih
markera bi moglo da da odgovor koliki je udeo geneti¢ih i sredinskh faktora na fitohemijske

varijacije izmedu divljih populacija kod obe ispitivane vrste (Jaakola i Hohtola 2010).

Iako mozemo re¢i da koli¢ine (vrednosti i varijabilnost) selektovanih fenolnih jedinjenja
potvrduju jasno razdvajanje dve vrste, kod razdvajanja populacija unutar vrsta razdvajanje nije
toliko jasno. Kod vrste C. mas, geografsko poreklo plodova je bilo znacajan faktor koji je uticao
na ukupan sadrzaj i kvantitavni udeo analiziranih fenolnih jedinjenja. Prikazane varijacije Sest
ispitivanih jedinjenja mogu se delimi¢no pripisati fenotipskoj plasti¢nosti populacija sa
razli¢itih staniSta, kao 1 genetiCkoj varijabilnosti u prirodnim populacijama (Nikolova 1
Ivancheva 2005). Kod vrste C. sanguinea, nisu uocene razlike ni u ukupnom sadrzaju
ispitivanih jedinjenja, ni u proporcionalnom uces¢u svake od njih u ukupnoj koli€ini, izmedu
ispitivanih populacija (tj. srednje vrednosti koli¢ine ispitivanih fenolnih jedinjenja nisu bile

statisticki znacajno razlicite, osim za jedno jedinjenje, kvercetin-rutinozid).
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Iako je publikovan odreden broj istraZivanja koja potvrduju postojanje razlike u sastavu i
koli¢ini hemijskih konstituenata kod razli¢itih populacija u okviru vrste (Zidorn i sar. 2005,
Jaakolaisar. 2004, Prado i sar. 2012), postoje i studije koji dokazuju da uslovi rasta i fenotipska
aklimatizacija kod udaljenih populacija ne izazivaju promene u genetic¢ki regulisanoj biosintezi
flavonoida 1 u njihovoj hemijskoj ekspresiji (Nikolova i Ivancheva 2005). Mi isticemo da
analiziranje samo Sest jedinjenja moze biti nedovoljno da bi se dobila pouzdana informacija za
hemijsko profilisanje i razlikovanje izmedu udaljenih populacija C. sanguinea. Ipak, imajuci u
vidu brojne adaptivne funkcije koje se pripisuju fenolnim jedinjenjima, pre svega flavonoida,
njihova medupopulaciona i ekogeografska varijabilnost odrazava ne samo aktuelne, vec 1
prethodni uticaj faktora okruZenja na staniS$tu. Drugim re€ima, razli€it set faktora okruZenja
tokom vremenskog perioda bi mogao da uzrokuje slicno aktuelno stanje kao S§to je

dokumentovano u ovim rezultatima (Popovic i sar. 2018).

5.9. Korelisanost izmedju ispitivanih svojstava kod populacija sa razli¢itih

staniSta

Korelaciona analiza je radena u cilju da se utvrdi da li su pojedina jedinjenja korelisana u
pogledu sadrzaja u plodovima kod ispitivanih vrsta u odnosu na staniste, kao i da li postoje
razlike u stepenu korelisanosti sadrzaja ispitivanih jedinjenja u odnosu na populaciju i vrstu.
Postojanje ili odsustvo korelacija izmedu istih jedinjenja moze biti dobar pokazatelj ocekivane
koli¢ine datog jedinjenja u odredenim uslovima koji dominiraju na stanistu, pa tako biti od
znacaja za izbor populacija kada se obavljaju ciljane analize. Sa druge strane, korelisanost
izmedu razlicitih jedinjenja moze biti indikativna za povezanost njihovih biosintetskih puteva,
odnosno ucesée u slicnom adaptivnom mehanizmu (Ciu i sar. 2006, Son i sar. 2016). U oba
slucaja, ove znacajne informacije mogu da ukazu na specifi¢nosti kod razli¢itih vrsta, kao i na
distribuciju pojedinih jedinjenja u razli¢itim populacijama na odredenom Sirem geografskom
podrucju u okviru rasprostranjenja vrste. Kod vrste R. canina utvrden je veoma mali broj
medusobnih korelacija izmedju jedinjenja iz sve tri ispitivane populacije, svega dve znacajne
korelacije izmedju svojstava kvercetin-rutinozida (sa Avale) i neohlorogene Kkiseline (sa
Zlatarskog jezera 1 Ozrena), kao 1 jedna pozitivna korelisanost sadrzaja istog jedinjenja sa dva
razli¢ita staniSta (neohlorogene kiseline sa Zlatarskog jezera i Ozrena). Kod vrste C. monogyna,
nije bilo znacajnih korelacija izmedu sadrzaja ispitivanih jedinjenja u populacijama sa Avale i

Zlatarskog jezera, a u relativno malom broju znacajnih korelacija (6) kod populacija sa Avale
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i Ozrena, odnosno Zlatarskog jezera i Ozrena, uglavnom su bili pozitivno korelisani sadrzaji
kvercetin-rutinozida i kvercetin-ramnozida, kao i sadrZaji neohlorogene kiseline i kvercetin-
rutinozida. Takode, utvrdeno je da u jednom slucaju postoji pozitivna korelisanost istog
jedinjenja (neohlorogene kiseline) na Zlataru i Ozerenu. Kod vrste P. spinosa, od 5 zna¢ajnih
korelacija, uocava se pozitivna korelisanost neohlorogene kiseline (A) sa kvercetin-
galaktozidom i kvercetin-glukozidom (O, Z); kvercetin-rutinozida (A) sa kvercetin-
galaktozidom (Z). | kod ove vrste, jedino jedinjenje za koje se moze utvrditi korelisanost u
pogledu njegovog sadrzaja na razliitim staniStima je neohlorogena kiselina (Z 1 O). Najveci
broj znacajnih korelacija izmedu sadrzaja fenolnih jedinjenja u plodovima uzorkovanim na
razli¢itim staniStima je utvrden kod vrste C. mas. Iako uzorci sa Avale nisu bili znac¢ajno
korelisani u pogledu sadrzaja pojedinih jedinjenja sa drugim staniStima, veliki broj korelacija
(15) je utvrden izmedu uzoraka za Zlatarskog jezera i Ozrena. Sadrzaj kvercetin-glukozida u
uzorcima sa Zlatara bio je pozitivno korelisan sa sadrzajem cetiri ostala fenolna jedinjenja u
uzorcima sa Ozrena, isto kao 1 sadrzaj kvercetin-rutinozida; dok su sadrzaji kvercetin-
galaktozida i kvercetin-glukuronida bili pozitivno korelisani sa tri ostala jedinjenja. Moze se
uociti da se kod svih ispitivanih jedinjenja njihov sadrzaj znacajno koreliSe u uzorcima sa dva
razli¢ita staniSta (sadrzaj istog jedinjenja pozitivno korelisan). Sli¢no su pokazali 1 rezultati
korelacione analize kod vrste C. sanguinea. Uzorci sa Avale nisu korelisani sa uzorcima sa
drugih staniSta. U velikom broju korelacija (25) uocava se da se ista jedinjenja pozitivno
koreliSu u uzorcima sa Zlatarskog jezera i Ozrena, kao i da se neohlorogena kiselina i kvercetin-
glukuronid u uzorcima sa jednog stanista pozitivno koreliSu sa svim ostalim jedinjenjima u
uzorcima sa drugog staniSta. Kod svih ispitivanih vrsta, sadrzaj neohlorogene kiseline u
plodovima uzorkovanim sa Zlatarskog jezera je pozitivho korelisan sa sadrzajem istog
jedinjenja u plodovima uzorkovanim na Ozrenu. Na osnovu uradenih analiza, moze se
zakljuciti da se kod vrsta R. canina, C. monogyna i P. spinosa ne moze ocekivati da koli¢ina
nekog od ispitivanih jedinjenja bude indikator o¢ekivanog sadrzaja tog jedinjenja na drugom
(slicnom ili razliitom) stanis$tu. Sa druge strane, kod vrsta roda Cornus, gde je utvrden veliki
broj pozitivnih korelacija, moze se sa ve¢om sigurnos¢u ocekivati odredena koli¢ina ciljanog
jedinjenja na stanistu sa uslovima sli¢énim kao na ispitivanim stanistima. Ovome u prilog govori
1 rezultat da je najveci broj korelacija u pogledu sadrzaja pojedinih jedinjenja utvrden izmedu
uzoraka sa Zlatarskog jezera i Ozrena, dok uzorci sa Avale naj¢ecSe nisu uopste bili korelisani
sa ostalim uzorcima. Pojedini orografski i klimatski parametri su priblizniji izmedu lokaliteta

Zlatarsko jezero 1 Ozren, dok se staniSte na Avali nalazi u §iroj gradskoj zoni 1 izlozeno je
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izvesnom stepenu zagadenja i degradacije. Imajuéi u vidu ove opste uslove, nasi rezultati mogu
ukazati da na delimi¢no degradovanom staniStu nije o¢ekivano da se pojedina jedinjenja nadu
u koli¢ini koja je karakteristicna za populacije sa izolovanih i zaStienih lokaliteta. Kao
jedinjenje koje je kod svih vrsta imalo pozitivne korelacije u uzorcima sa razli¢itih stanista
istice se neohlorogena kiselina, koja se u ovom smislu moze smatrati najpouzdanijim
parametrom. Postojanje inter-korelacija izmedu razli¢itih biljnih karakteristika, pre svega
morfoloskih i hemijskih, u plodovima vrste Rhamnus alaternus je ukazalo na izvesne
biosintetske puteve koji ukljucuju razlicite klase organskih jedinjenja (nestrukturne ugljene
hidrate, lipide 1 proteine) (Izhaki i sar. 2002). Mali stepen korelisanosti, koji je utvrden izmedu
sekundarnih metabolita u ovoj studiji, je prema autorima rezultat njihovih mnogostrukih
adaptivnih funkcija, zbog kojih njihov sadrzaj u velikoj meri varira ne samo na nivou razlicitih

populacija, ve¢ i u okviru jedinke, razlicitih biljnih organa i tkiva.

Uporedna analiza utvrdenih korelacija izmedu vrsta koje pripadaju familiji Rosaceae pokazala
je da u samo jednom slucaju postoji pozitivna korelisanost izmedu vrsta R. canina i C.
monogyna (neohlorogene Kiseline i kvercetin-ramnozida), kao i izmedu R. canina i P. spinosa
(samo kvercetin-rutinozida kod obe vrste), dok izmedu vrsta C. monogyna i P. spinosa nema
znacajnih korelacija u pogledu sadrzaja ni jednog od ispitivanih jedinjenja. Uporedna analiza
korelacija izmedu dve vrste roda Cornus pokazuje da je jedina znacajna korelisanost u pogledu
sadrzaja neohlorogene kiseline kod obe vrste. Mali broj znacajnih korelacija izmedu ispitivanih
jedinjenja u okviru roda, odnosno familije, ukazuje da korelisanost njihovog sadrzaja u
plodovima nema analitickog znacaja na vis§im taksonomskim nivoima, i da je najpouzdanija

kod razli¢itih populacija u okviru vrste.
5.10. Varijabilnost sadrzaja selektovanih fenolnih jedinjenja kod ispitivanih vrsta

Unutarspecijska varijabilnost kod biljnih vrsta predstavlja vazan cCinilac sa ekoloSkog 1
evolucionog apsekta, obzirom da mnoge vitalne funkcije biljke mogu znacajno da variraju kod
razli¢itih fenotipova (kompetitivna sposobnost, opraSivanje, izloZzenost herbivorama)
(Cariveau 1 sar. 2004). Osnovni uslov postojanja fenotipskih razlika izmedu populacija je
njihova prostorna distribucija (Baraza i sar. 2006). Unutar populacija, prostorna distribucija
takode moZe imati uticaja na postojanje razlika (Klinkhamer i sar. 2001), uz ograniceni protok
gena koji omogucava da se ispolje razli¢iti odgovori na prisutne selekcione pristiske (Andrew

i sar. 2007).
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Razlike izmedu razlicitih fenotipova koje se ispoljavaju na hemijskom nivou, kao razlike u
koncentraciji i/ili sastavu pojedinih sekundarnih metabolita definiSu razli¢ite hemotipove u
okviru biljne vrste. Ove razlike u sekundarnom metabolizmu ¢esto imaju izrazitu ekolosku
ulogu, u odbrani ili zastiti od nepovoljnih uticaja abiotickih ¢inilaca, i uglavnom su nasledne
(Carroll i sar. 2000, Orians i sar. 2003). Intraspecijska varijabilnost na hemijskom nivou je
najéesée deo kompleksnog funkcionalnog odgovora biljke na delovanje sredinskih fakora, koji
se istovremeno ispoljava na vise razliCitih nivoa (oblik 1 grada lista, dodatne morfoloske
strukture, prilagodenost fotosintetickog aparata prekomernoj ili nedovoljnoj svetlosti, vodni
rezim biljke, 1 sl.). Varijabilnost odredene biljne osobine moze se ispoljiti na viSe nivoa (1) na
populacionom nivou, kao posledica geneticke strukture populacija ili plasticnog odgovora na
faktore okruzenja (Sandquist i Ehleringer, 1997), ili kao varijabilnost unutar populacije koja se
ispoljava tokom odredenog vremenskog perioda kao posledica promena u okruzenju, odnosno
seznoska ili viSegodis$nja varijabilnost (na pr. koli¢ina padavina) (Turner 1 sar. 2008), (2) kao
varijabilnost unutar populacije (izmedu individua) koja je posledica koegizistencije razli¢itih
genotipova i razlicite plasti¢nosti postojecih genotipova u odnosu na faktore okruzZenja, stres,
dosupnost resursa, poremecaje i/ili bioticke interakcije (Bolnick i sar. 2003), (3) kao
indiviudalna varijabilnost (unutar-individualna), koja je uzrokovana prostornnom
heterogenoscu (listovi sunce/senka, Richardson i sar. 2001), vremenska varijabilnost
fenoloskih ili ontogenetskih faza, specificni odgovor na spoljaSnje sezonske promene
(Coleman i sar. 1994), ili odgovor pojedinih tkiva/organa na prethodno pretrpljen stres (bolest,
povredu). Osobine biljaka pokazuju veoma razli€it stepen intraspecijske varijabilnosti, 1 u
ckologiji se Cesto postavlja pitanje relevatnosti pojedinih karaktera kao pokazatelja
varijabilnosti na razli¢itim organizacionim nivoima (medupopulacina varijabilnost je vise
izrazena kada je geografska udaljenost uzoraka veéa, jer je povecana i geneticka i ekoloska
udaljenost izmedu populacija, dok je unutarpopulaciona varijabilnost viSe izrazena na nivou
biljne zajednice) (Albert i sar. 2011). Kada se ispituje intraspecijska (morfoloska, ekofizioloSka
1 hemijska) varijabilnost podrazumeva se poStovanje odredenih standardizovanih protokola
prilikom izbora populacija (populacije koje rastu na sli¢nim stanistima, u odgovaraju¢im
biljnim zajednicama), indiviua (zrele individue, zdrave, u istoj fenoloskoj fazi i bez oSte¢enih
delova), i samih listova/plodova (ista razvojna faza listova/plodova, iste orjentacije u odnosu
na svetlost, sli¢ne pozicije u okviru krune i1 bez oste¢enja) (Cornelissen i sar. 2003), Sto je
narocito znacajno kod drveca gde je unutar-individualna varijabilnost velika (Messier i sar.
2010).
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Hemijska varijabilnost geografski udaljenih populacija vrste Pinus halepensis je izu¢avana
preko polifenolnih markera, 1 utvrdene razlike su potvrdile da su koli¢ine proantocijanidina i
flavonola u listovima ove vrste dobri hemotaksonomski markeri na osnovu kojih se izdvaja
nekoliko sli¢nih grupa u okviru Sireg geografskog podrucja rasprostranjenja P. halepensis
(Kaundun i sar. 1998), kao i da mogu dati informacije znacajne za odredivanje sistematskih
kategorija u okviru roda Pinus (Kaundun i Lebreton 2010). Razlike u koli¢ini fenolnih
jedinjenja kod populacija P. nigra istog porekla na razli¢itm staniStima autori su tumacili kao
posledicu uticaja okruzenja (Kaundun i sar. 1998). Nasuprot tome, Oleszek 1 sar. (2002) su
analizirali populacije P. sylvestris koje su razli¢itog porekla, ali rastu na istom stani$tu. Oni su
utvrdili da je koli¢ina flavonoid glukozida u semenima zavisila od porekla semena, pa su
shodno tome zakljucili da dugotrajno delovanje sli¢nih faktora okruZenja na staniStu nije

uticalo na promenu geneticke regulacije biosinteze flavonoida.

Intraspecijska varijabilnost u prirodnim populacijama Tilia cordata u Poljskoj, ispitivana na
osnovu sastava 1 koli¢ine fenolnih jedinjenja (fenolnih kiselina i flavonoida) 1 sastava etarskog
ulja cvetova, je bila relativno visoka u pogledu koli¢ine detektovanih jedinjenja, dok se sastav

ekstrakata, odnosno etarskih ulja iz razlicitih populacija nije znacajno razlikovao (Kosakowska

i sar. 2015).

Medupopulaciona varijabilnost fitohemijskih karaktera u okviru vrste najéesce se povezuje sa
geografskom udaljeno$¢u populacija, iako nije redak slu¢aj da se nakon multivarijatnih analiza
utvrdi postojanje individua koje po svom fitohemijskom profilu vise nalikuju indivuama iz
udaljenih populacija. Postojanje ovih ,,outliner-a u okviru pojedinih populacija se, pored
moguceg postojanja razlicite geneticke osnove i adaptivne sposobnosti, objasnjava i suptilnim

razlikama u zrelosti ploda koje zavise od fizioloskog stanja individue (Mudge i sar. 2016).

5.10.1. Intra- i inter-populaciona varijabilnost sadrZaja selektovanih fenolnih jedinjenja

kod vrste R. canina

Varijjabilnost sadrZaja Sest odabranih fenolnih jedinjenja u razli¢itim populacijama vrste R.
canina je analizirana na osnovu pokazatelja deskriptivne statistike (srednje vrednosti,
standardne devijacije, medijane, interkvartalne razlike, minimalne i maksimalne vrednosti) i
uz primenu parametarskih i neparametarskih testova (ANOVA i Kruskal-Wallis). Navedeni
statisticki pokazatelji su ukazali da postoje statisticki znacCajne razlike izmedu populacija u

pogledu sadrzaja kvercetin-glukuronida i kvercetin-galaktozida u analiziranim uzorcima
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plodova, kao 1 izmedu medijana u pogledu sadrzaja kvercetin-glukozida. Najvece vrednosti
navedenih jedinjenja su zabelezene medu individuama koje pripadaju populaciji sa Zlatarskog
jezera, a najmanje u populaciji na Ozrenu. Prilikom analize varijabilnosti pojedinih svojstava,
vazno je utvrditi i njihovu medusobnu povezanost (nacin grupisanja), kao i nacin grupisanja
pojedinih individua, da bi se procenio doprinos pojedinih svojstava na ukupnu varijabilnost u
ispitivanom uzorku. Analiza osnovnih komponenti (PCA) je pokazala da najvazniju ulogu u
ukupnoj varijabilnosti uzorka imaju sadrzaji kvercetin-galaktozida, kvercetin-glukozida i
kvercetin-glukuronida u plodovima R. canina. Intrapopulaciona (indivudalna) varijabilnost u
ispitivanom uzroku plodova Sipurka se moze proceniti na osnovu grafickog prikaza (Slika 79)
na kome se vidi grupisanje individua (21 indvidua, uokvireno elipsom), uz pojavu manjeg broja
individua izvan obelezenog polja (9 individua). Interpopulaciona (medupopulaciona)
varijabilnost koja je analizirana pomocu hijerarhijske klaster analize je ukazala na vece
slicnosti izmedu populacija sa Avale 1 Ozrena u pogledu koli¢ine ispitivanih jedinjenja, dok je

populacija sa Zlatarskog jezera jasno izdvojena.

Dostupni literaturni podaci u pogledu varijabilnosti sadrzaja odredenih hemijskih jedinjenja se
odnose na razlike izmedu populacija, 1 uglavnom se povezuju (koreliSu) sa razlikama u
genotipu i pojedinim sredinskim faktorima. U pogledu individualne (intrapopulacione)
varijabilnosti, za sada nema relevantnih podataka. Postojanje znacajne intrapopulacione
varijabilnosti koje je pokazano u ovom radu moze ukazati na slozenu geneticku strukturu
unutar populacija i/ili na individualni adaptivni odgovor u zavisnosti od sredinskih pritisaka

kojima su pojedine individue bile izloZene.

Varijabilnost hemijskih i biometrickih parametara u zavisnosti od genotipa i nadmorske visine
populacija (400-1600 m nv.) je ispitivana kod 11 vrsta roda Rosa u severoisto¢nom regionu
Rumunije (Rosu 1 sar. 2011). Rezultati su pokazali da je sadrzaj askorbinske kiseline u okviru
svake vrste varirao u odnosu na genotip, ali ne i u odnosu na nadmorsku visinu. SadrZaj
karotena (koji ¢ine ¢ak 48% od ukupne koli¢ine karotenoida u crvenim plodovima vrsta roda
Rosa) je bio znacajno veéi kod populacija koje su rasle na visinama od preko 700 m. Ukupni
sadrZaj Secera se razlikovao od vrste do vrste, 1 nije pokazao variranje u odnosu na genotip ili
nadmorsku visinu, kao 1 sadrZaj proteina koji je generalno bio veoma nizak. Autori su takode
zakljucili da su duZzina i Sirina plodova imali veée vrednosti unutar populacija kada su vrste

uzorkovane iz centralnog dela u odnosu na one sa ivi¢nih delova populacije.
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Roman i sar. (2013) su analizirali sadrzaj bioloski aktivnih supstanci u plodovima razli¢itih
,biotipova®“ vrste R. canina (8 varijeteta uzorkovanih sa stanista koja su se razlikovala po
nadmorskoj visini 275-1250 m, srednjoj godiS$njoj temperaturi 8,7°C - 10,8°C i po tipu
vegetetacije). Rezultati su pokazali da postoji velika varijabilnost u sadrzaju bioloski aktivnih
jedinjenja kod razli¢itih biotipova. Sadrzaj vitamina C je varirao u odnosu na nadmorsku
visinu, pri ¢emu su najvece vrednosti zabeleZzene kod plodova jedinki koje su rasle na veéim
visinama. Varijabilnost sadrzaja je bila ispoljena i na individualnom nivou (intrapopulaciona),
1 u odnosu na razli¢ite lokalitete (interpopulaciona). Razlike u ukupnom sadrzaju fenola kod
biotipova R. canina su takode bile izraZzene u zavisnosti od stanista populacije. Od sadrzaja
vitamina C 1 ukupnih fenola zavisio je i kvalitet samih plodova, odnosno njihova bioloSka
vrednost 1 antioksidativna aktivnost, pa autori ukazuju na vaznost geografskog porekla plodova
u odredivanju njihove primene. Sli¢ne rezulate su dobili Soare i sar. (2015), koji su analizirajuci
plodove R. canina iz 24 populacije sponatane flore (u manjem rasponu nadmorske visine 148-
191 m n.v.) utvrdili visoku interpopulacionu varijbilnost sadrzaja vitamina C i kiselosti
plodova. Opricaisar. (2015) su utvrdili da je koli¢ina vitamina C u plodovima jedinki R. canina
koje su rasle na ve¢oj nadmorskoj visini (razlika 200 m) bila dvostruko veca; medutim, u
analiziranim plodovima jedinki iz razli¢itih populacija nije utvrdena zna¢ajna razlika u sadrzaju
ukupnih fenola i flavonoida. Postojanje povezanosti izmedu sadrzaja bioloski aktivnih
jedinjenja (vitamin C, ukupni sadrzaj fenola, antocijana, kao i1 antioksidativna aktivnost) u
plodovima Cetiri vrste roda Rosa (najvece vrednosti su utvrdene kod R. canina) i nadmorske
visine je pokazana analizom uzoraka sa dva lokaliteta u Turskoj (1950 i 2010 m n.v.) (Sevindik
2016).

5.10.2. Intra- i inter-populaciona varijabilnost sadrZaja selektovanih fenolnih jedinjenja

kod vrste C. monogyna

Na osnovu srednjih vrednosti, standardnih devijacija, medijana, interkvartalnih razlika,
minimalnih i maksimalnih vrednosti sadrzaja Sest odabranih fenolnih jedinjenja u analiziranim
plodovima kod jedinki iz tri populacije C. monogyna uradeno je poredenje populacija
primenom parametarskih i neparametarskih testova. Dobijeni rezultati su ukazali da postoje
statisticki znacajne razlike medu populacijama u pogledu sadrzaja kvercetin-3-O-galaktozida,

kvercetin-rutinozida, kvercetin-glukozida i kvercetin-ramnozida. Za sva ¢etri navedena fenolna
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jedinjenja najvece vrednosti zabelezene su u plodovima jedinki koji pripadaju populaciji sa

Avale.

Jedinjenje koje je najviSe doprinelo ukupnoj varijabilnosti sadrzaja ispitivanih fenolnih
jedinjenja u plodovima jedinki iz tri istrazivane populacije belog gloga (analiza glavnih
komponenti, PCA) je kvercetin-glukozid. Takode, dobijeni rezultati su pokazali da ukupnoj
varijabilnosti doprinose i sadrzaji kvercetin-galaktozida, kvercetin-glukuronida (koje je
konstatovan samo u populaciji sa Ozrena) i kvercetin-ramnozida. U pogledu intrapopulacione
(idividualne) varijabilnosti, uocljivo je grupisanje velikog broja jediniki (relativnho mala
varijabilnost), dok je svega 7 jediniki izvan graficki definisane grupe. Hijerarhijska klaster
analiza je pokazala da su populacije medusobno sli¢ne, sa tendencijom izdvajanja populacije

sa Ozrena.

Populaciona varijabilnost vrste C. monogyna je, na osnovu raspolozivih literaturnih podataka,
ispitivana pomocu geneti¢kih markera koji su ukazali na to da je individualna varijabilnost ve¢a
nego medupopulaciona. Populaciona varijabilnost vrsta C. monogyna (21 populacija) i C.
laevigata (9 populacija) je istpitivana na osnovu hloroplastne DNK primenom PCR-RFLP
metode i mikrosatelita (Fineschi i sar. 2005). Populationo geneti¢ka analiza P. spinosa, uradena
takode primenom PCR-RFLP metode, je pokazala da je najveéi deo ukupnog cpDNK
diverziteta bio lociran unutar populacije, dok je diferencijacija izmedu populacija bila niska u
poredenju sa drugim Sumskim vrstama (Mohanty i sar. 2002). Nizak stepen diferencijacije je
oc¢ekivan u prirodnim populacijama onih vrsta koje se opraSuju i rasejavaju posredstvom
insekata 1 zivotinja, kao $to je sluc¢aj kod vrsta iz familije Rosaceae. Ferrazzini i sar. (2008) su
pokazali da je unutarpopulaciona varijabilnost izrazenija nego medupopulaciona i kod vrste C.

monogyna.

Podataka o hemijskoj varijabilnosti (intra- i inter- populacionoj) vrste C. monogyna za sada jos$
uvek nema. Varijabilnost sadrzaja fenolnih jedinjenja kod vrste C. pinnatifida Bge. var. major
N.E.Br. je analizirana kvantifikacijom odabranih jedinjenja kod 37 kultivara ove vrste LC-MS
metodom 1 uporednom analizom rezultata (Ciu i1 sar. 2006). Utvrdeno je da 9 fenolnih
komponenti ispoljava veliki stepen divergencije (31-54%). Autori su ispitivali da li postoje
korelacije izmedu sadrzaja ovih jedinjenja, i utvrdili da su koli¢ine hemijskih komponenti iz
iste klase fenolnih jedinjenja znacajno korelisane (p<0,01); izrazito visok stepen korelacije je
utvrden izmedu Ccetiri procijanidina (p<0,001), kao i izmedu dve triterpenske kiseline

(p<0,001). Korelacije izmedu drugih klasa jedinjenja su bile manje izrazene, kao u slucaju
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procijanidina i flavonoida, ili izmedu procijanidina i hlorogene kiseline, $to ukazuje na to da je
sinteza flavonoida i1 hlorogene kiseline nezavisna od sintetickog puta procijanidina i
triterpenskih kiselina kod ove vrste. Medutim, korelacija izmedu koli¢ine hlorogene kiseline 1
flavonoida je znacajna (p<0,001), Sto moze ukazati da je sinteza ovih komponenti povezana
kod C. pinnatifida.

5.10.3. Intra- i inter-populaciona varijabilnost sadrZaja selektovanih fenolnih jedinjenja

kod vrste P. spinosa

Osnovni pokazatelji deskriptivne statistike (srednje vrednosti, standardne devijacije, medijane,
interkvartalne razlike, minimalne i maksimalne vrednosti) u pogledu sadrzaja Sest odabranih
fenolnih jedinjenja u analiziranim plodovima jedinki iz tri populacije P. spinosa ukazuju na
relativno visoku homogenost podataka (svega 3,9% autlajera). Kada su analizane razlike
izmedu populacija (ANOVA 1 Kruskal-Wallis testovi), pokazalo se da statisticki znacajne
razlike postoje samo u pogledu sadrZaja neohlorogene kiseline u plodovima trnjine; najveci
sadrzaj ovog jedinjenja je utvrden u jedinkama iz populacije sa Zlatarskog jezera, manji kod
jedinki sa Ozrena, i najmanji kod jedinki sa Avale. PCA analiza dopirnosa pojedinih
komponenti je potvrdila da su za ukupnu varijabilnost analiziranog uzorka najznacajnija
svojstva bili sadrzaji Kkvercetin-glukozida, kvercetin-galaktozida, kvercetin-ramnozida i
neohlorogene kiseline. Individualna (intrapopulaciona varijabilnost) ukazuje na grupisanje
individua unutar dve osnovne grupe (po 9 indiviua), dok je veéi broj indivuda negrupisan, vec¢
rasut oko ove dve grupe (12 individua). Male razlike (statisticki nisu znacajne, osim za sadrzaj
neohlorogene kiseline) izmedu analiziranih hemijskih komponenti unutar populacija i medu
populacijama doprinose ovakvom grupisanju u prostoru prve tri PC ose. Sli¢ne vrednosti (pre
nego razlike) sadrzaja ispitivanih fenolnih jedinjenja, kao i njihove varijabilnosti, ukazuju na
relativnu (fitohemijsku) bliskost ispitivanih populacija, sa tendencijom izdvajanja populacije

sa Avale, Sto je 1 potvrdeno klaster analizom.

U radovima drugih autora ispitivana je varijabilnost pojedinih fenolnih komponenti u
plodovima vrsta roda Prunus, primenom istih statistickih metoda koje su koris¢ene i u ovom
radu. Treutter i sar. (2012) su analizirali varijabilnost fenolnih komponenti u plodovima P.
domestica (27 kultivara i klonova, ukljucujuéi i hibrid P. cerasifera i P. spinosa) primenom
HPLC metode za identifikaciju komponenti. Dominantni antocijanini su bili cijanidin-3-
glukozid, cijanidin-3-rutinozid, peonidin-3-glukozid i peonidin-3-rutinozid, dominantni

flavonoid je bio rutin, a od hidroksicinami¢nih kiselina najzasupljenije su bile neohlorogena i
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hlorogena. Za ispitivanje varijabilnosti izmedu uzoraka, primenjena je sloZena hemometrijska
analiza, PCA, koja je od ukupnog broja fenolnih komponenti (50) diskriminisala ¢etiri osnovne
koje doprinose razdvajanju grupa (cijanidin-glukozid, cijanidin-rutinozid, peonidin-glukozid i
peonidin-rutinozid). Pored ovih jedinjenja, zna¢ajan doprinos razdvajanju grupa je bila koli¢ina
neohlorogene kiseline. Autori su pokusali da identifikuju varijabilnost manje prisutnih fenolnih
jedinjenja, pa su primenili PCA analizu u kojoj je bilo iskljueno 5 dominantnih fenola; rezultat
je pokazao da od manje zastupljenih fenolnih jedinjenja, diskriminaciji grupa unutar uzorka
najvise doprinose rutin, kvercetin 1 n-hlorogena kiselina. Zaklju¢eno je da se kvantativni
fenolni profil plodova moze koristiti za diferencijaciju varijeteta 1 utvrdivanje geografskog
porekla, ali da on ne daje dovoljno informacija za razdvajanje hibrida. Ustvari, hemometrijska
analiza je potvrdila intraspecijsku heterogenost P. domestica, koja potic¢e od P. cerasifera i P.

spinosa, i najverovatnije P. salicina.

Geneticki diverzitet izmedu prirodnih populacija P. spinosa sa vise staniSta evropskih
listopadnih Suma (ocenjen na osnovu diverziteta hloroplastne DNK) smatra se niskim u
poredenju sa drugim Sumskim vrstama i ukazuje na lokalizaciju ove vrste u oblasti juzne
Evrope u periodu glacijacije (Mohanty i sar. 2002). Visok geneticki interpopulacioni diverzitet
P. spinosa je utvrden primenom RAPD tehnike, kod prirodnih populacija u Turskoj (Erturk i
sar. 2009). Imaju¢i u vidu da se vrsta opraSuje i rasejava posredstvom ptica i zivotinja, njen
geneticki materijal je u velikoj meri heterozigotan. Takode, u prirodnim uslovima i bez
pritisaka vestacke selekcije, varijabilnost nuklearne DNK se odrZava na relativno visokom

nivou.

5.10.4. Intra- i inter-populaciona varijabilnost sadrzaja selektovanih fenolnih jedinjenja

kod vrste C. mas

Deskriptivno-statitiCki parametri (srednje vrednosti, standardne devijacije, medijane,
interkvartalne razlike, minimalne i maksimalne vrednosti) sadrzaja Sest odabranih fenolnih
jedinjenja (oznacenih kao svojstvo) u analiziranim plodovima kod jedinki iz tri populacije C.
mas pokazuju da su podaci relativno homogeni (odnosno izdvojili relativno mali broj autlereja,
3,9%). Analize dobijenih rezultata (parametarski i neparametarski testovi) pokazale su da
postoje statisticki znaCajne razlike medu populacijama u pogledu sadrzaja neohlorogene
kiseline, kvercetin-glukuronida, kvercetin-galaktozida, kvercetin-rutinozida i kvercetin-
glukozida. Najve¢i sadrzaj svih navedenih jedinjenja je konstatovan kod jedinki iz populacije

sa Zlatarskog jezera i Ozrena (medu njima nema statisticki znacajnih razlika), a najmanje
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vrednosti kod jedinki iz populacije sa Avale. Na osnovu analize glavnih komponenti (doprinos
pojedinih jedinjenja ukupnoj varijabilnosti uzorka), uoceno je da su za ukupnu varijbilnost
uzorka najvazniji sadrzaji jedinjenja kvercetin-glukuronida i kvercetin-glukozida. Na osnovu
sadrzaja svih ispitivanih jedinjenja, kao i na osnovu varijabilnosti njihovog sadrzaja, moguce
je izvrSiti pozicioniranje svih jedinki duZ tri ose i grafi¢ki odrediti grupisanje individua. Tako
je dobijen okvir (elipsa) u kome je grupisan veci broj individua, dok je je 11 jedinki ostalo
rasuto izvan obelezene povrsine (7 od njih pripada populaciji sa Avale). Klaster analiza je
pokazala da su populacije sa Zlatarskog jezera 1 Ozrena medusobno sli¢ne, kao 1 da se jasno

izdvaja populacija sa Avale.

Varijabilnost u okviru prirodnih populacija vrste C. mas u Srbiji je, na osnovu dosadasnjih
studija, procenjena kao visoka i ukazano je na njenu vaznost kao genetickog potencijala u
ukupnom biodiverzitetu, kao i za buduée programe ukrstanja. U studiji koju su uradili Bijeli¢ i
sar. (2011), analizirane su morfometrijske i hemijske karakteristike plodova 18 genotipova
drena sa podru¢ja Vojvodine, a primenom multivarijantne analize prikazano je grupisanje
uzoraka prema slicnostima u hemijskom sastavu. Razlike u pogledu hemijskog sastava (ukupne
koli¢ine fenola i antocijana, kao i antioksidativne aktivnosti etanolnih ektrakata plodova)
izmedu 10 populacija C. mas sa podru¢ja Vojvodine ukazale su na visok sadrzaj bioloski
aktivnih jedinjenja, kao 1 na korelisanost sa antioksidativnom aktivnoSéu 1 omogucila
grupisanje ispitivanih populacija u dve grupe prema njihovom hemijskom profilu (Popovi¢ i
sar. 2012). U Crnoj gori, na lokalitetu Gornje Polimlje, ispitivano je vise populacija C. mas (31
populacija) koje rastu na razli¢itim nadmorskim visinama (540-1125 m n.v.), i utvrdena je
velika varijabilnost u pogledu vremena sazrevanja i morfoloskih osobina plodova (Ja¢imovi¢ 1
Bozovi¢ 2014). Sli¢no poredenje prirodnih populacija C. mas u Bosni i Hercegovini su uradili
Islamovi¢ i sar. (2014), uzorkujuéi plodove drena sa razli¢itih nadmorskih visina (875 1 1200
m n.v.). Plodovi su se znacajno razlikovali u pogledu biometrijskih parametara, ali ne i u
pogledu hemijskih (kiselost, sadrzaj redukujucih Secera, ukupni sadrzaj fenola i antocijana). U
radu sa drugom vrstom roda Cornus (C. stolonifera) pokazano je da se koli¢ina pojedinih
kvercetin glikozida menja u toku sazrevanja ploda, pa tako sadrzaj rutina u plodu varira od

7460 (jul) do 1877 pg/g SuT ploda (oktobar) (Isaak i sar. 2013).
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5.10.5. Intra- i inter-populaciona varijabilnost sadrZaja selektovanih fenolnih jedinjenja

kod vrste C. sanguinea

Varijabilnost izmedu izmedu populacija vrste C. sanguinea je ispitivana na osnovu pokazatelja
deskriptivne statistike (srednje vrednosti, standardne devijacije i medijane), a medusobno
poredenje populacija je radeno poredenjem srednjih vrednosti sadrzaja hemijskih jedinjenja
(ANOVA) ili medijana (Kruskal-Wallis test). Statiticki znacajne razlike izmedu ispitivanih
populacija u pogledu sadrzaja fenolnih jedinjenja su utvrdene samo za jedno jedinjenje,
kvercetin-3-O-rutinozid, koje je bilo najvise zastupljeno u plodovima jedinki iz populacija sa
Ozrena i Zlatarskog jezera (medu njima nema statisticki znacajne razlike), a najmanji u
populaciji sa Avale. Analiza doprinosa pojedinih jedinjenja (odnosno njihovog sadrzaja)
ukupnoj varijabilnosti ispitivanog uzorka (PCA) pokazuje da su na razdvajanje jedinki najvise
dopirneli sadrzaji kvercetin-galaktozida (duz prve ose) kao i kvercetin-rutinozida i
neohlorogene kiseline (duz druge ose). Na osnovu svih raspolozivih podataka (sadrzaja i
varijabilnosti ispitivanih parametara) bilo je moguce izvrSti prostorno pozicioniranje
(grupisanje) svih indiviua, $to je pokazalo da se veliki broj jedinki grupise u relatvno homogenu
povrsinu (elipse), dok svega 5 jedinki ostaje izvan ovog grafickog prikaza. Ovakav raspored
individua duz tri ose moze ukazati na relatvno malu individualnu varijabilnost u ukupnom
uzorku, a na osnovu odabranih hemijskih parametara. Klaster analiza je pokazala da su
populacije sa Zlatarskog jezera i Ozrena medusobno sli¢ne, kao i da se izdvaja populacija sa

Avale.

Na osnovu pregleda dostupne literature moze se zakljuciti da vrsta C. sanguinea nije detaljno
ispitivana sa fitohemijskog stanovista, pa tako nemamo podatke o sadrzaju pojedinih fenolnih
jedinjenja u plodovima, kao ni o intra- i inter- populacionoj varijabilosti kod ove vrste. Ovde
prikazani rezultati statistickih analiza ukazuju da je hemijska varijabilnost izmedu individua
sviba u pogledu sadrzaja Sest ispitivanih jedinjenja relativno mala. Istovremeno,
medupopulaciona varijabilnost, iako veca, ukazuje na veliku slicnost izmedu populacija sa
Zlatarskog jezera i Ozrena, dok je populacija sa Avale relativno udaljena po sadrzaju ispitivanih

hemijskih parametara.
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5.11. Diskriminacija isptivanih vrsta i populacija na osnovu sadrZaja selektovanih

fenolnih jedinjenja

Od pocetka 20 veka, primenom razli¢itih fizicko-hemijskih metoda izvrSena je karakterizacija
velikog broja fenolnih jedinjenja, dok sve izraZeniji napredak kako u tehnikama
hromatografije, tako i u alatima za identifikaciju, posebno usavrSavanje razli¢itih oblika
masene spektrometrije, omogucavaju identifikaciju i karakterizaciju i jedinjenja izrazito
slozene strukture koja se odlikuju niskom stabilnosc¢u, a koja se sintetiSu u biljkama u veoma

malim koli¢inama (Whiting 2001).

Iako je u ovom radu odredivan kvantitativni sadrzaj samo Sest odabranih fenolnih jedinjenja,
na osnovu njihove ukupne koli¢ine u analiziranim uzorcima moguce je utvrditi kakve su
relativne razlike izmedu ispitivanih vrsta. Rezultati pokazuju da su uzorci plodova C.
sanguinea najbogatiji u pogledu sadrzaja ispitivanih jedinjenja, za njima slede plodovi C.

monogyna, R. canina, P. spinosa i C. mas.

I pored toga $to je utvrdeno da je u plodovima sviba jedno od jedinjenja, kvercetin-ramnozid,
prisutno u veoma malim koli¢inama, oni sadrZze najvecu ukupnu koli¢inu analiziranih
jedinjenja. U uzorcima ove vrste sa Zlatarskog jezera konstatovana je najvecéa koli¢ina ovih
jedinjenja, za njima slede uzorci sa Ozrena (7,8% manja koli¢ina) 1 uzorci sa Avale (33,7%
manja koli¢ina). Ukupna koli¢ina analiziranih jedinjenja je 2,8 puta manja kod analiziranih
plodova C. monogyna. U uzorcima belog gloga nije prisutan kvercetin-glukuronid, dok je
kvercetin-ramnozid prisutan u veoma malim koli¢inama. Uzorci sa Avale sadrze najveci
ukupni sadrzaj analiziranih jedinjenja, za njima slede uzorci sa Zlatarskog jezera (34,2% manja
koli¢ina) i uzorci sa Ozrena (64,7% manja koli¢ina). U odnosu na C. monogyna ukupna
koli¢ina analiziranih jedinjenja je 10,2 puta manja kod analiziranih plodova R. canina, iako su
kod ove vrste sva analizirana jedinjenja bila prisutna u kolicinama koje je bilo moguce
kvantifikovati. Uzorci plodova Sipurka sa Zlatarskog jezera su najbogatiji, za njima slede
uzorci sa Ozrena (7,8% manja koli¢ina) i uzorci sa Avale (33,7% manja koli¢ina). Takode u
odnosu na svib, ukupna koli¢ina analiziranih jedinjenja je 12,3 puta manja kod analiziranih
plodova P. spinosa (nije prisutan kvercetin-glukuronid). U uzorcima trnjine sa Zlatarskog
jezera konstatovana je najveca koli¢ina ovih jedinjenja, za njima slede uzorci sa Ozrena (25%
manja koli¢ina) 1 uzorci sa Avale (36,2% manja koli¢ina). Najmanja ukupna koli¢ina
analiziranih jedinjenja (kvercetin-ramnozid je prisutan u veoma malim koli¢inama)

konstatovana je u uzorcima plodova C. mas (13,6 puta manja u odnosu na C. monogyna).
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Uzorci plodova drena sa Zlatarskog jezera su najbogatiji, za njima slede uzorci sa Ozrena (6,3%

manja koli¢ina) i uzorci sa Avale (87,7% manja koli¢ina).

Poredenje srednjih vrednosti svih Sest svojstava analiziranih u plodovima vrsta R. canina, C.
monogyna, P. spinosa, C. mas i C. sanguinea pomo¢u ANOVA I testa je pokazalo da postoje
statistiCki znacajne razlike medu vrstama za svako analizirano svojstvo. Razlike i izmedu vrsta
1 izmedu lokaliteta su utvrdene za tri od Sest analiziranih jedinjenja: sadrzaj neohlorogene
kiseline, kvercetin-rutinozida i kvercetin-glukozida; uocljivo je da se po visokom sadrzaju ovih
jedinjenja izdvajaju populacije sa Zlatarskog jezera. Pojedina jedinjenja su, prema svom
sadrzaju 1 varijabilnosti sadrzaja, u velikoj meri doprinela ukupnoj varijabilnosti unutar
ukupnog uzorka (plodovi svih analiziranih vrsta). Prema rezultatima PCA analize, to su
kvercetin-glukozid i kvercetin-galaktozid, a nesto manji doprinos ukupnoj varijabilnosti dao je
sadrzaj kvercetin-ramnozida. Specifican graficki raspored svojstava u prostoru prve tri PC ose
I njihov doprinos ukupnoj varijabilnosti ukazuju na pouzdanost pojedinih jedinjenja kao
hemotaksonomskih parametara u razdvajanju analiziranih vrsta, pri cemu se kao najpouzdanija

oznacavaju ona koja daju najveci doprinos ukupnoj varijabilnosti.

Kada se analizira pozicioniranje svih ispitivanih individua u prostoru prve dve PC ose, kao i u
prostoru sve tri PC ose, uofava se veoma jasno razdvajanje vrsta. Najkompaktniji graficki
prikaz ima vrsta P. spinosa (najmanja varijabilnost), a najrazudeniji C. monogyna (najveca
varijabilnost). Vrsta C. mas je najvise distancirana u odnosu na sve ostale vrste. Rezultati
klaster analize koji potvrduju da populacije u okviru svake vrste pokazuju razliCit stepen
slicnosti, odnosno razli¢itosti u pogledu sadrzaja i varijabilnosti ispitivanih hemijskih
jedinjenja. Najvecu sli¢nost pokazuju populacije P. spinosa, a najvece razlike su zabelezene
medu populacijama C. mas. Vrste R. canina, C. monogyna i C. sanguinea imaju umeren stepen
sli¢nosti. Kod vrste R. canina populacije sa Avale i Ozrena su sli¢nije, a odstupa populacija sa
Zlatarskog jezera. Kod vrsta C. monogyna i C. sanguinea sli¢nije su populacije sa Zlatarskog
jezera i Ozrena, a populacija sa Avale je razli¢ita u odnosu na prve dve. Generalno, ovi
rezulatati ukazuju da se ne moze utvrditi zajednicki model kojim bi se objasnio sadrzaj
pojedinih hemijskih jedinjenja na razli¢itim staniStima, odnosno da je kod svake vrste prisutan
specifi¢an adaptivni mehanizam hemijskog prilagodavanja kompleksnim staniSnim uslovima
u okviru njenog genetickog potenicijala. Najzad, dendrogram sa slike 120, ilustruje sli¢nosti
izmedu ispitivanih vrsta prema sadrzaju i varijabilnosti sadrzaja Sest fenolnih jedinjenja.

Uocava se da su vrste C. monogyna i C. sanguinea najvise medusobno sli¢ne (iako taksonomski
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udaljene), kao i vrste R. canina i P. spinosa (pripadnici iste familije), dok se vrsta C. mas nalazi
izolovano i nema velikih sli¢nosti sa taksonomski srodnom vrstom C. sanguinea. Utvrdivanje
sli¢nosti izmedu sadrzaja odredenih jedinjenja u plodovima vrsta iz razliitih familija, iako se
njihov ukupni hromatografski profil razlikuje, ima velikog znacaja za determinaciju biljnog
materijala iz prirodnih populacija, kao i procenu plodova kao prirodnog izvora fenolnih
jedinjenja (Maatta-Riihinen i sar. 2004, Son i sar. 2016).

5.12. Korelisanost sadrzaja selektovanih fenolnih jedinjenja kod ispitivanih vrsta sa

faktorima okruZenja

Sastav i koli¢ina pojedinih fenolnih jedinjenja u plodovima biljnih vrsta mogu varirati u
Sirokom opsegu, zavisno od fizioloskog statusa biljke 1 delovanja razlic¢itih spoljasnjih faktora:
abiotickih (geografska pozicija, klima, zemljiSte, dostupnost vode i svetlosti) i biotickih
(delovanje herbivornih organizama, mikroorganizama, kompetitivni pritisci), a takode i u
odnosu na sezonu i razvojni stadijum biljke (Mierziak i sar. 2014). Takode, kada u okviru
samog staniSta postoji heterogenost resursa to se odrazava na razlike u sintezi sekundarnih

metabolita kod ¢lanova biljne zajednice (Hakes i Cronin 2011).

Kod gajenih vrsta, sastav i koli¢ina pojedinih hemijskih komponenti mogu se u odredenoj meri
predvideti, obzirom da su unapred poznate osobine kultivara i agrotehnicke mere uzgajanja i
zastite; na osnovu ovih informacija mogu se ocekivati odredene fizicke i1 hemijske
karakteristike plodova. Nasuprot tome, u prirodnim populacijama divljih vrsta sastav i koli¢ina
hemijskih konstituenta nisu unapred poznati, i zavise od brojnih faktora. Poznato je da razlicite
vrste stresnih faktora predstavljaju okida¢ za biosintetski fenilpropanoidni put kojim se
obrazuju razli¢ite klase fenolnih jedinjenja (Dixon 1 Paiva 1995). Na svakom stanistu deluje
specifican set faktora okruzenja, te delovanje pojedinacnih faktora nije izolovano; efekti
njihovog delovanja se dodatno usloznjavaju u kombinaciji sa staro$¢u, kompozicijom i
odnosima unutar same biljne zajednice. Imaju¢i u vidu sve navedene uticaje, jasno je da se kod
divljih vrsta moze ocekivati da ispolje razliCite stepene varijacije na nivou sekundarnih

metabolita pod uticajem razlic¢itih faktora okruzenja.

U ovom radu su prikazani rezultati regresione analize u kojoj su korelisani sadrzaji ispitivanih
jedinjenja sa stani$nim (nadmorska visina i pokrovnost vegetacije) i klimatskim uslovima

(temperatura, koli¢ina padavina, insolacija), koji su pokazali da izmedu ispitivanih vrsta
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postoje znacajne razlike. Kod vrste C. mas znacajne korelacije (ukupno 21) su utvrdene za
sadrzaj svih Sest ispitivanih jedinjenja i samo sadrzaj kvercetin-ramnozida u plodovima
analiziranih jedinki nije korelisan sa ispitivanim faktorima. Svih Sest jedinjenja pokazuje isti
trend, pozitivno su korelisani sa nadmorskom visinom, a negativnho sa pokrovnoscu,
temperaturom i insolacijom. Kod vrste R. canina znacajne korelacije (ukupno 15) su utvrdene
za Cetiri jedinjenja: sadrzaj neohlorogene kiseline je negativno korelisan sa temperaturom i
insolacijom, a pozitivno sa koli¢inom padavina tokom vegetacijskog perioda; ostala tri
jedinjenja (kvercetin-glukonorid, -galaktozid i -glukozid) su negativno korelisana sa
temperaturom i osuncano$¢u, a pozitivno sa koli¢inom padavina i nadmorskom visinom.
Sadrzaj kvercetin-rutinozida je negativno korelisan sa pokrovnoséu. Kod vrste C. monogyna,
takode sadrzaj Cetiri jedinjenja je statisticki znacajno korelisano sa ispitivanim parametrima
(ukupno 8 korelacija): kvercetin-rutinozid je pozitivno korelisan sa pokrovnoscu,
temperaturom i insolacijom, a negativno sa nadmorskom visinom; -ramnozid je pozitivno
korelisan sa insolacijom, a negativno sa nadmorskom visinom; -glukunorid je pozitivno
korelisan sa padavinama, a -glukozid sa insolacijom. Za sadrzaj neohlorogene kiseline i -
galaktozida nisu utvrdene statisticki znacajne korelaciji ni za jedan od ispitivanih faktora.
Nizak stepen korelisanosti (ukupno 3 statisti¢ki znacajne korelacije) sadrzaja analiziranih
fenolnih jedinjenja sa ispitivanim parametrima je utvrden kod vrsta P. spinosa i C. sanguinea.
Kod P. spinosa sadrzaj neohlorogene kiseline pozitivno je korelisan sa temperaturom i
nadmorskom visinom, a negativno sa pokrovnoscu i insolacijom, dok je kod C. sanguinea
sadrzaj kvercetin-rutinozida negativno korelisan sa pokrovno$c¢u, temperaturom 1 insolacijom,
a pozitivno sa nadmorskom visinom. U pogledu ispitivanih parametara stanista, sadrzaj bar
jednog od analiziranih jedinjenja kod svih vrsta bio je korelisan sa prose¢nom insolacijom
tokom vegetacijskog perioda, nadmorskom visinom, pokrovnos¢u i proseCnom temperaturom
u sezoni rasta, dok je prosecna koli¢ina padavina bila korelisana sa sadrzajem odredenih

fenolnih jedinjenja samo kod vrsta R. canina i C. monogyna.

Obzirom na znacajnu ekoloSku ulogu fenolnih jedinjenja u razli¢itim biljnim organima, veliki
broj istrazivaca posebnu paznju povecuje kvalitativnim i kvantitativnim analizama ovih
jedinjenja i utvrdivanju njihove povezanosti sa sredinskim faktorima. | podaci dobijeni u ovom
radu pokazali su znacajan uticaj staniSta na varijabilnost sadrzaja ispitivanih jedinjenja kod
analiziranih vrsta (Popovic i sar. 2018). Postoji veliki broj podataka koji ukazuju na znacajne
korelacije izmedu sadrzaja pojedinih jedinjenja i abiotickih faktora, koji ukljucuju sve fizicke

faktore koji deluju na staniStu, kao Sto su svetlost, ili UV zracenje, dostupnost vode,
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temperatura i sastav zemljista. Imajuci u vidu kompleksnost delovanja svih abioti¢kih ¢inilaca,
u mnogim od ovih studija su dobijeni razli¢iti rezultati, odnosno isti abioticki ¢inilac je bio na
razli¢it nacin korelisan sa pojedinim sekundarnim metabolitima. Pregled dostupne literature u
ovoj oblasti istrazivanja potvrduje da se nadmorska visina (kao skup vise faktora, temperature,
UV zracenja, tipa zemljiSta) najCeS¢e pozitivno koreliSe sa sadrzajem razliCitih fenolnih
jedinjenja u biljkama (Albert i sar. 2009). Sa druge stane, variranje pojedinacnih faktora
(temparature, UV zracenja, vode) moze da pokaze razli€it uticaj na sadrzaj istih jedinjenja,
odnosno pozitivne ili negativne korelisanosti, ili odsustvo korelacija. Sva ova istraZivanja
doprinose rasvetljavanju uloge sredinskih faktora kao pokretaca biosintetskih puteva u
metabolizmu fenola. Znacajno je, sa ekoloske tacke gledista, 1 $to brojni podaci potvrduju da
je korelisanost sadrzaja fenolnih jedinjenja sa faktorima sredine najceSce specifi¢na za vrstu,

zivotnu formu, mikrolokaciju individue i da zavisi od opsteg ekofizioloskog stanja biljke.

U eksprimentalnim uslovima, kod kultivisanih jediniki, i u prirodnim populacijama je
dokazano da su sineteza i1 bioloSka aktivnost pojedinih fenolnih jedinjenja korelisani sa
stepenom UV zracenja (Prado i sar. 2012). Ova korelacija je utvrdena za kumarine, koji se
sintetiSu i akumuliraju prilikom izlaganja biljaka UV zracenju (Trumble i sar. 1992, Taiz i
Zeiger 2006, Vialart i sar. 2012), kao i za ukupni sadrzaj fenolnih jedinjenja (Ashihara i sar.
2008), odnosno flavanola i katehina (Anan i Nakagawa 1974, Ashihara i sar. 2008). Flavonoidi
su jedinjenja odgovorna za UV zastitu biljnih tkiva, i njthova akumulacija nakon izlaganja
biljaka UV-zracenju je opsezno izuc¢ena (Chaves i sar. 1997, Adrian i sar. 2000, Jaakola i sar.
2004, Pezzuto 2008, Quiroga i sar. 2012).

I vodni stres spada u faktore spoljasnje sredine koji se povezuju sa indukcijom sinteze pojedinih
fenolnih jedinjenja; osim §to uti¢e na smanjenje lisne povrsine i indukuje opadanje listova,
osmotske promene koje uzrokuje gubitak vode u tkivima mogu da pokrenu put biosinteze
purinskih alkaloida (Godoy-Hernandez i Loyola-Vargas 1991, Ashihara i sar. 2008,
Frischknecht i sar. 1987). Vodni stres predstavlja kljuc¢ni faktor okruZenja koji limitira
produkciju biljaka (akumulaciju biomase), i biljke raspolazu brojnim biohemijskim i
fizioloSkim mehnizmima kojima uspevaju da se prilagode nepovoljnim uslovima. Adaptivni
odgovor biljaka podrazumeva aktiviranje stres-indukovanih gena ili regulaciju genske
ekspresije (Seki 1 sar. 2003). Pokazano je da moze da dode do preusmeravanja fotosineticki
vezanog ugljenika od sinteze primarnih metabolita ka sintezi sekundarnih metabolita kao §to

su flavonoidi i sli¢na jedinjenja koja su povezana sa vrlo malim porastom ili odsustvom porasta
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biljke kada je izlozena vodnom i temperaturnom stresu (Kaufman i sar. 1999). Kod vrsta
Crataegus monogyna i C. leavigata, izloZenih indukovanom vodnom deficitu, niskim
temperaturama, prevelikoj koli¢ini vode i delovanju herbivora, najve¢i uticaj na povecanu

sintezu fenolnih jedinjenja su imali vodni deficit i niske temperature (Kirakosyan i sar. 2004).

U nekoliko studija je ispitivana povezanost stanista, odnosno lokaliteta, sa sadrzajem fenolnih
jedinjenja, uporedivanjem populacija koje rastu na razli¢itim nadmorskim visinama. StaniSta
Sto je koli¢ina padavina, srednje temperature i temperaturni ekstremi, karakteristike zemljista,
uticaj vetra, duzina trajanja sneznog pokrivaca, duzina vegetacionog perioda, intenzitet
radijacije 1 broj suncanih dana; od svih nabrojanih faktora, smatra se da intenzitet suncevog
zracenja 1 temperature imaju najveci uticaj na sekundarni metabolizam biljaka (Korner 1999).
Mnogobrojne studije su potvrdile znacajno ve¢i sadrzaj fenolnih jedinjenja kod populacija sa
ve¢ih nadmorskih visina, i ova saznanja su podstakla gajenje pojedinih lekovitih biljaka na

odgovarajuc¢im stani$tima radi postizanja boljeg kvaliteta.

Koli¢ina flavonoida u pupoljcima tri vrste Crepis capillaris, Hieracium pilosella i Hypochaeris
radicata sa razli¢itih stanista (obalskih i lociranih dublje u kopnu) je bila pozitivno korelisana
sa nadmorskom visinom staniSta, iako su korelacije bile manje izrazene kod populacija blizih
obali u odnosu na one dublje u kopnu (Zidorn i sar. 2005), a sli¢no je pokazano i kod prirodnih
populacija Hippophaé rhamnoides ssp. Sinensis (Ma i sar. 2016). U studiji u kojoj su ispitivane
tri vrste (Calluna vulgaris, Sambucus nigra i Vaccinium myrtillus) sa razliitih stanista,
utvrdeno je postoje razlike izmedu vrsta u pogledu sinteze fenolnih jedinjenja sa porastom
nadmorske visine. Kod C. vulgaris i S. nigra do doslo do povecanja koli¢ine flavonoida,
narocito flavonol-glikozida sa hidroksilnom grupom na B-prstenu, a koli¢ina antocijana je
smanjena u plodovima S. nigra i V. myrtillus sa porastom nadmorske visine stanista (Rieger i
sar. 2008).

Sa porastom nadmorske visine od 1000 m, koli¢ina flavonoida u listovima Matricaria
chamomila se povecala za 25,5% (kvercetin-7-O-glukozida 56,9%), a ukupna koli¢ina derivata
fenolnih kiselina za 31,1% (hlorogene +44,1%) (Ganzera i sar. 2008). Sli¢no su pokazali i
Albert i sar. (2009) kod vrste Arnica montana. U ovim studijama je potvrdeno da je uticaj
sredinskih faktora izraZeniji kod vrste koja je izloZena njihovom delovanju i van vegetacijske
sezone (A. montana, hemikripotofita) u odnosu na jednogodisnju terofitu M. chamomilla.

Visoka adaptivna plasti¢nost pojedinih vrsta u pogledu regulacije sinteze fenolnih jedinjenja
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se ogleda i u prisustvu/odsustvu supstitucije kod flavonoida (-hidroksi grupa na B-prstenu) koja
se menja sa porastom nadmorske visine (Spitaler i sar. 2006). Interspecijske varijacije u koli¢ini
flavonoida u odnosu na nadmorsku visinu i zagadenost staniSta su specificne za vrstu (Nikolova
i Ivancheva 2005) ili za odredeni morfo/hemotip (Grass i sar. 2006), a kod nekih vrsta
zabelezena variranja u koli¢ini pojedinih fenolnih jedinjenja duz visinskog gradijenta nisu bila

jasno korelisana sa sezonskim variranjem UV-B zracenja (Bernal i sar. 2013).

Intraspecijska, medupopulaciona varijabilnost hemijskih karaktera je Cesto isptivana kod
lekovitih ili ekonomski vaznih biljnih vrsta, u cilju markiranja populacija sa najpovoljnijim
sadrzajem bioloski aktivnih komponenti (Conforti i sar. 2005, Cirak i sar. 2007) ili radi
utvrdivanja geografskog porekla biljaka ili biljnih proizvoda (Jaitz i sar. 2010, Bajoub i sar.
2015).

U ovom radu su prikazani rezultati hemijskih kvalitativnih i kvantitativnih analiza sadrzZaja
selektovanih fenolnih jedinjenja u plodovima pet Sumskih vrsta iz prirodnih populacija.
Odabrane vrste iz prirodnih populacija sa teritorije Srbije do sada nisu detaljno fitohemijski
isptivane, 1 dostupni podaci na ovaj nafin mogu biti dopunjeni i doprineti njihovom
fitohemijskom profilisanju. Takode, dobijeni rezulati o visokim koli¢inama pojedinih
jedinjenja u plodovima vrsta prisutnih u sponatnoj flori usmeravaju paznju na prirodne
populacije kao vazne izvore prirodnih antioksidanata, i kao genticke resurse, vazne za ocuvanje
bioloskog diverziteta i moguce ukrStanje sa srodnim kulitivisanim vrstama. Primenjene
hemometrijske analize su potvrdile da su selektovana hemijska jedinjenja dobri
hemotaksonomski indikatori (razdvajanje vrsta i populacija), kao i da postoji velika
varijabilnost (izmedu i unutar populacija) u pogledu sadrzaja fenolnih jedinjenja. Uticaj faktora
okruzenja na koli¢ine ispitivanih jedinjenja je procenjen ekoloSkom analizom u odnosu na
nekoliko faktora okruzenja, koja je pokazala da ispitivane vrste razli¢ito reaguju na pojedine
abioticke faktore. Takode, uoceno je da je sinteza pojedinih fenolnih jedinjenja, kao adaptivni
odgovor na abioticke faktore, specifi¢an i za vrstu i za samo jedinjenje. Rezultati koje smo
dobili su uporedivi sa dostupnim rezulatatima studija u kojima su istrazivane iste, ili srodne
vrste sa drugih geografskih lokaliteta i potvrduju potrebu prikupljanja podataka koji se odnose
na diverzitet 1 varijabilnost sadrzaja fenolnih jedinjenja kod prirodnih populacija iz spontane

flore.
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6. ZAKLJUCCI

Na osnovu prikazanih rezultata kvalitativne 1 kvantitativne analize sadrzaja odabranih
hemijskih jedinjenja u plodovima pet Sumskih drvenastih vrsta samoniklog voca iz tri prirodne
populacije sa teritorije Srbije, mogu se izvesti slede¢i zakljuéci kojima se obuhvataju prethodno

postavljeni ciljevi ovog rada:

> U metanolnim ekstraktima svezih plodova vrsta Rosa canina, Cornus mas i Cornus
sanguinea detektovano je prisustvo Sest odabranih fenolnih jedinjenja: jedne fenolne
kiseline (neohlorogena Kkiselina [5-O-kafeoilhinska Kkiselina]) i pet flavonoida
(kvercituron [kvercetin-3-O-glukuronid], hiperozid [3-O-galaktozid], rutin [kvercetin-
3-O-rutinozid], izokvercetin [kvercetin-3-O-glukozid] i kvercitrin [kvercetin-3-O-
ramnozid]; dok kod vrsta Crataegus monogyna i Prunus spinosa jedno od isptivanih

jedinjenja nije detektovano (kvercituron [kvercetin-3-O-glukuronid]).

> U poredenju sa literaturnim podacima ispitivanja plodova kultivisanih i divljih vrsta
koje se smatraju bogatim izvorima odabranih fenolnih jedinjenja, rezultati saopS$teni u
ovom radu pokazuju da se prirodne populacije pet Sumskih vrsta sa teritorije Srbije
odlikuju veoma visokim sadrzajem ovih jedinjenja, koji u nekim slucajevima i daleko
prevazilaze ranije saopstene podatke. Koli¢ina neohlorogene kiseline u plodovima C.
mas je veoma visoka u odnosu na referentne podatke; koli¢ine kvecetin-galaktozida i -
glukozida u plodovima C. monogyna i C. sanguinea su vec¢e od do sada objavljenih
podataka; koli¢ina -glukuronida u plodovima C. sanguinea je visestruko ve¢a u odnosu
na sve do sada istrazivane vrste; relativno visok sadrzaj -rutinozida je zabelezen u
plodovima P. spinosa, C. monogyna i C. sanguinea, a relativno velike kolicine -

ramnozida su konstatovane u plodovima P. spinosa i R. canina.

> Ispitivane vrste se znacajno razlikuju kako po sadrzaju analiziranih fenolnih jedinjenja
u ukupnom uzorku, tako i po procentualnom ucesc¢u pojedinih jedinjenja. Razlike medu
vrstama, medu populacijama i u njihovoj interakciji su ocenjene kao znaCajne na

osnovu analiza koje su uradene na nivou familije (R. canina, C. monogyna i P. spinosa)
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i roda (C. mas i C. sanguinea), kao i u uporednoj analizi koja je obuhvatila svih pet

vrsta.

> Medusobna korelisanost sadrzaja ispitivanih fenolnih jedinjenja u uzorcima sa razlicitih
staniSta je mala kod vrsta R. canina, C. monogyna i P. spinosa, dok je kod vrsta C. mas
I C. sanguinea relativno visoka i moze biti indikativan parametar za ciljane fitohemijske
analize. Od isptivanih jedinjenja, najveéi stepen intra-korelisanosti pokazuje
neohlorogena kiselina, koja se moze smatrati najpouzdanijim karakterom za

korelacione analize i procenu sadrzaja.

» Kod vrste R. canina, utvrdeno je postojanje interpopulacione varijabilnosti, a
razdvajanju populacija najviSe doprinose razlike u sadrzaju i varijabilnosti kvercetin-
glukuronida, -galaktozida i -glukozida. Intrapopulaciona varijabilnost je relativno
niska. Populacije sa Avale i Ozrena su relativno sli¢ne, dok se izdvaja populacija sa

Zlatarskog jezera.

> Kod vrste C. monogyna, u interpopulacionoj varijabilnosti najveci uticaj imaju razlike
u sadrzaju i varijabilnosti kvercetin-glukozida, -galaktozida i -glukuronida.
Intrapopulaciona varijabilnost je relativno visoka, a rezultati analize glavnih
komponenti ukazuju na izrazito heterogen raspored individua u prostoru tri PCA ose.
Populacija sa Ozrena je izdvojena, dok su u velikoj meri sli¢ne populacije sa Avale i

Zlatarskog jezera.

> Kod vrste P. spinosa, veéi broj jedinjenja, po razlikama u sadrzaju i svojoj varijabilnosti
doprinosi interpopulacionoj varijabilnosti:  kvercetin-glukozida, -galaktozid, -
glukuronid, -ramnozid i neohlorogena kiselina. Intrapopulaciona varijabilnost je mala,
a rezultati analize glavnih komponenti ukazuju na postojanje dve relativno homogene
grupe individua, dok je oko njih rasuto 40% ostalih individua u prostoru tri PC ose.
Populacija sa Avale je jasno izdvojena u odnosu na populacije sa Ozrena i Zlatarskog

jezera koje su relativno sli¢ne.

» Kod vrste C. mas, najveci doprinos u interpopulacionoj varijabilnosti imaju razlike u

sadrzaju 1 varijabilnosti kvercetin-glukozida i -glukuronida. Intrapopulaciona
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varijabilnost je umerena. Populacija sa Avale je izdvojena, dok su u velikoj meri sli¢ne

populacija sa Ozrena i Zlatarskog jezera.

> Kod vrste C. sanguinea, u interpopulacionoj varijabilnosti najveci uticaj imaju razlike
u sadrZaju i varijabilnosti kvercetin-galaktozida -rutinozida, i neohlorogene kiseline.
Intrapopulaciona varijabilnost je veoma mala. Populacije sa Zlatarskog jezera i Ozrena

su relativno sli¢ne, a u odnosu na njih je jasno izdvojena populacija sa Avale.

> Generalno, isptivana fenolna jedinjenja su dobri hemijski markeri za utvrdivanje razlika
izmedu vrsta, izmedu populacija i jedinki. Ipak, prema njihovom visokom doprinosu
varijabilnosti unutar ukupnog uzorka kod svake od ispitivanih vrsta, izdvajaju se

jedinjenja kvercetin-glukozid, -galaktozid i -glukuronid.

> Analiza glavnih komponenti i klaster analiza su pokazale da su na osnovu sadrzaja
analiziranih fenolnih jedinjenja medusobno najsli¢nije jedinke vrsta C. monogyna i C.
sanguinea; takode relativno visoka sli¢nost postoji i izmedu jedinki vrsta R. canina i P.

spinosa, dok se od svih najvise razlikuju jedinke vrste C. mas.

> Diskriminantna analiza uradena je sa ciljem da se testira da li sadrzaji odabranih
fenolnih jedinjenja omogucavaju diskriminaciju istrazivanih vrsta i njihovih populacija.
Dobijeni rezultati, koji se zasnivaju na utvrdivanju najveée distance izmedu unapred
odredenih grupa, su pokazali da se vrste jasno razdvajaju u dvodimenzionalnom
prostoru, dok se njihove populacije u ve¢em ili manjem stepenu preklapaju, pri cemu

je preklapanje populacija sa Zlatarskog jezera i Ozrena izrazenije.

> Analiza korelisanosti sadrzaja ispitivanih fenolnih jedinjenja sa sredinskim faktorima
pokazala je velike razlike izmedu vrsta, jedinjenja i uticaja pojedinih faktora okruzenja,

ukazujuci na specifi¢nosti svake vrste u pogledu adaptiranosti na uslove stanista.

> Najveéi broj znacajnih korelacija izmedu sadrzaja fenolnih jedinjenja i sredinskih
faktora je utvrden kod vrsta C. mas i R. canina. Kod vrste C. mas sadrzaj svih jedinjenja
je korelisan sa pokrovno$cu vegetacije, dok sa temperaturom, insolacijom i
nadmorskom visinom znacajne korelacije postoje za sva jedinjenja osim za sadrzaj

kvercetin-ramnozida. Kod vrste R. canina sa analiziranim sredinskim faktorima jedino
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nije bio korelisan sadrzaj kvercetin-ramnozida. U poredenju sa ovim vrstama, sadrZaj
jedinjenja u plodovima C. monogyna pokazuje znac¢ajno manji stepen korelisanosti, dok
je kod vrsta P. spinosa i C. sanguinea sadrzaj samo jednog jedinjenja (neohlorogena
kiselina, odnosno kvercetin-rutinozid) korelisan je sa analiziranim sredinskim

faktorima.

> Najveci broj statisticki znacajnih korelacija utvrden je izmedu sadrzaja analiziranih
fenolnih jedinjenja (od jednog kod P. spinosa do pet kod C. mas) i insolacije, dok je
najmanji broj jedinjenja (Cetiri kod R. canina i jedno kod C. monogyna) korelisan sa
prosec¢nom koli¢inom padavina na staniStu tokom vegetacijske sezone. Na osnovu
analize stepena linearne zavisnosti izmedu sadrzaja ispitivanih hemijskih parametara
1 najvaznijih faktora sredine u staniStima, moze se zakljuciti da najveci uticaj ima
prosec¢na insolacija tokom vegetacijske sezone, zatim nadmorska visina, prosecna
temperatura u sezoni rasta i pokrovnost vegetacije, dok prose¢na koli¢ina padavina u
sezoni rasta pokazuje najmani stepen korelisanosti sa sadrzajem ispitivanih

jedinjenja.

> Hemijska karakterizacija 1 kvantifikacija pojedinih bioloski aktivnih jedinjenja 1
povezanost njihovog sadrzaja sa pojedinim staniStima prirodnih populacija
predstavlja znac¢ajan pomak u dosadasnjim fitohemijskim istrazivanjima, i opravdava
potrebu da se prirodne populacije smatraju znacajnim genetickim i hemijskim

resursom u sklopu o¢uvanja biodiverziteta Sumskih ekosistema.
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