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Taksonomija i filogenija Xeranthemum grupe (Asteraceae) — morfoloski, anatomski,

fitohemijski i molekularni aspekti

Sazetak

Xeranthemum grupu ¢ine rodovi Shangwua, Amphoricarpos, Chardinia,
Xeranthemum i Siebera, anatomski, mikromorfoloSki i fitohemijski gotovo neistrazeni.
Taksonomija citave grupe, posebno roda Amphoricarpos je veoma komplesna. U ovom
istrazivanju je pokazano da mikromorfoloske osobine povezuju visegodiSnje vrste,
odredene povezuju jednogodiSnje, odredene su specifi¢ne za vrste, a odredene zajednicke
za sve taksone. Taksoni roda Amphoricarpos pokazuju sli¢éne anatomske karakteristike, dok
su odabrani anatomski karakteri taksonomski znaajni za diferencijaciju vrsta roda
Xeranthemum. U cipselama taksona roda Amphoricarpos detektovano je osam masnih
kiselina, od kojih je linolna dominantna, a u cipselama X. cylindraceum 12, od kojih je
dominantna oleinska. Dominantan seskviterpenski lakton kod A. elegans je 3-
deoksiamforikarpolid. Kod istrazivanih taksona roda Amphoricarpos identifikovano je 30
fenolnih jedinjenja, gde je hrizoeriol dominantan medu povrSinskim jedinjenjima svih
taksona, a 5-O-kafeoilhinska kiselina medu vakuolarnim, osim kod A. neumayerianus
subsp. neumayerianus. Bioloska aktivnost taksona roda Amphoricarpos pokazala je veoma
dobar ili umeren efekat. Odredeni mikromorfoloSki, anatomski i molekularni markeri
podrzavaju filogeniju Xeranthemum grupe. Morfoloski karakteri vegetativnih struktura i
glavice najbolje su razdvojili Cetiri balkanska taksona roda Amphoricarpos.
Mikromorfoloski karakteri involukralne brakteje posebno izdvajaju bosansko-hercegovacki
takson. Fitohemijske razlike evidentne su izmedu balkanskih taksona. Molekularne analize
su pokazale da je rod Amphoricarpos monofiletski i da su balkanski taksoni podeljeni na
dve klade: bosansko-hercegovacku 1 crnogorsku. Rezultati podrzavaju podizanje

taksonomskog ranga Xeranthemum grupe na nivo podtribusa.



Kljuéne reci: Asteraceae; Xeranthemum grupa; morfologija; mikromorfologija; anatomija;
masne kiseline, seskviterpenski laktoni i fenolna jedinjenja; ITS i plastidni markeri;
bioloska aktivnost; taksonomija; filogenija.
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Taxonomy and phylogeny of the Xeranthemum group (Asteraceae) — morphological,
anatomical, phytochemical and molecular aspects

Abstract

The Xeranthemum group includes Shangwua, Amphoricarpos, Chardinia,
Xeranthemum and Siebera, anatomically, micromorphologically and phytochemically
almost unexplored. The taxonomy of the whole group, especially of the Amphoricarpos is
very complex. In this study, it was shown that micromorphological traits link together
perennial species, some link annual ones, some are species-specific, and some are common
to all taxa. Amphoricarpos taxa showed similar anatomical features, while selected
anatomical characters differentiated Xeranthemum species. Eight fatty acids were found in
the Amphoricarpos taxa cypselae, of which linoleic was dominant, while 12 fatty acids
were found in X. cylindraceum cypselae, of which oleic was dominant. The dominant
sesquiterpene lactone in the A. elegans is 3-deoxyamphoricarpolide. In Amphoricarpos taxa
30 phenolic compounds were identified, where chryzoeriol was dominant among the
surface compounds of all taxa, and 5-O-caffeoylcholic acid among vacuolar ones, except
for A. neumayerianus subsp. neumayerianus. The biological activity of Amphoricarpos
showed a very good or moderate effect. Certain micromorphological, anatomical and
molecular markers support the phylogeny of the Xeranthemum group. The morphological
characters of the vegetative structures and the capitulum best separated four Balkan
Amphoricarpos taxa. The micromorphological characters of the involucral bract
particularly distinguished the Bosnian-Herzegovinian taxon. Phytochemical differences are
evident between Balkan taxa. Molecular analyzes have shown that the genus
Amphoricarpos is monophyletic and that the Balkan taxa are divided into two clades:
Bosnian-Herzegovinian and Montenegrin. The results support raising the taxonomic rank of

the Xeranthemum group on subtribal level.
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1. UvOD
1.1. Familija Asteraceae

Familija Asteraceae Dumortier (Compositae Giseke) je jedna od najizvedenijih
familija cvetnica. Smatra se da je familija Asteraceae evoluirala ,,nedavno®, jer je polen
predstavnika ove familije Siroko rasprostranjen u slojevima oligocena.

U familiju Asteraceae svrstano je 24.000 — 30.000 vrsta i 1.600 — 2.000 rodova
(Funk i sar. 2005; Funk i Robinson 2005; Anderberg i sar. 2007; Hind 2007). Predstavnici
familije su kosmopoliti, nema ih samo na Antarktiku. NajviSe su rasprostranjeni u
planinskim predelima u subtropskom i tropskom pojasu.

Predstavnici familije su pretezno jednogodiSnje ili viSegodiSnje zeljaste biljke
(Anderberg i sar. 2007), rede, drveée, Zbunje i lijane. Pojedine vrste se odlikuju prisustvom
¢lankovitih mle¢nih cevi povezanih anastomozama u mreZzasti sistem (sadrze mlecni sok -
lateks), kao i produkcijom etarskih ulja i smole. Koren je osovinski, primarnog porekla, a
neke vrste mogu imati korenske krtole (Dahlia Cav.). Listovi su dobro razvijeni, sa
peteljkom ili bez nje, sa rukavcem ili bez njega, uglavnom spiralno rasporedeni, ponekad u
rozeti. Ako je rukavac prisutan onda je sa slobodnim nervnim zavrSecima. Na povrSini
listova se nalaze trihome razli¢ite grade i oblika i funkcije (zvezdaste, jednocelijske,
viSecelijske, razgranate, nezlezdane i zlezdane, itd.). Liska moze biti urezana, celog oboda
ili trnovita. Zalisci odsustvuju. Predstavnici su uglavnom mezofite i kserofite, ponekad
halofite (neke vrste roda Inula L., Artemisia L.), vrlo retko hidrofite (neke vrste rodova
Bidens L., Cotula L.). Sekundarno debljanje je uglavnom odustno, osim kod retkih
drvenastih predstavnika kada dolazi do obrazovanja kambijalnog prstena (Nikoli¢ 2013).

Vrste imaju jednopolne i dvopolne cvetove, grupisane u glavicaste cvasti (narodni
naziv familije - glavocike). MorfoloSka pojava karakteristiCna za familiju Asteraceae, je
pseudantija (gr¢. pseudos - lazan, anthos - cvet). Cvast izgledom podseca na cvet i €ini
jednu oprasivacku jedinicu (Nikoli¢ 2013). Cvast moze sadrzati od nekoliko do vise hiljada
cvetova. Ponekad dolazi do formiranja sekundarnih glavica kada su primarne glavice

redukovane do pojedinac¢nih cvetova (Echinops L.). Ispod cvasti nalazi se involukrum,
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nastao skra¢ivanjem internodija izmedu brakteja (Petkovié i sar. 2005). Listi¢i involukruma
mogu biti taksonomski karakteri kod pojedinih vrsta (npr. Centaurea L.) (Vanderhoeven i
sar. 2002).

U okviru cvasti se javlja dimorfizam cvetova: aktinomorfni, cevasti cvetovi i
zigomorfni, jezicasti cvetovi. Prisustvo jednih ili drugih tipova cvetova tradicionalno se
koristilo za svrstavanje vrsta u dve potfamilije: Compositae liguliflorae i Compositae
tubuliflorae (Bremer 1994). Kod Compositae tubuliflorae centralni deo cvasti Cine cevasti
fertilni cvetovi, dok su obodom rasporedeni jezicasti, jednopolni, Cesto sterilni cvetovi, sa
staminodijama i pistilodijama. Generalno su cvetovi pentamerni, tetracikli¢ni. Casica moze
da izostaje (npr. Ambrosia L.), ali je ¢esto metamorfozirana u ljuspe, bodlje, paperjaste
dlake ili ¢ekinje (papus) koje se zadrzavaju na plodu i uéestvuju u njegovom rasprostiranju.
Pojedinacni cvetovi se sastoje od krunice, koja je pravilna, cevasta, po obodu sa 4 — 5
zubaca, ili zigomorfna sa kratkom cevi i obodom produzenim u linearni jezicak, koji na
vrhu ima 5 zubaca (od 5 ili samo od 3 spojena kruni¢na listi¢a), retko sa 5 ili 2 reznja.

Haplostemon je izgraden od 3 do 5 prasnika, sraslih za krunicu. Antere su uvek
srasle formiraju¢i cev, dok su filamenti slobodni. Antere su obi¢no tetrasporangijatne,
otvaraju se longitudinalnim pukotinama. Polenova zrna su aperturatna ili ponekad aporatna.
Gineceum je graden od dve karpele. Plodnik je unilokularan, duboko potcvetan,
parakarpan. Placentacija je bazalna. Na stubi¢u se mogu nalaziti trihome ili ¢ekinje koje
pomazu sakupljanju polena (kolektori polena). Stubi¢ je dvoreZnjevit, bradavicast. U
plodniku se nalazi jedan semeni zametak, bez arilusa, anatropni, tenuinucelatni.
OpraSivanje je u vecini slucajeva entomofilno. Nektar se luci sa diska na bazi stubica
(Taraxacum F. H. Wigg.) ili sa baze krunice (Centaurea). Plod je suv, nepucajuci, cipsela
(poseban tip ahenije gde je plodnik duboko potcvetan i ¢aSica zaostaje na plodu) (Marzinek
i sar. 2008) ili samo ponekad koStunica. Testa srasta sa perikarpom formiraju¢i jedinstveni
omotac. Rasejavanje je obi¢no anemohorno, mada se javlja i epizoohorija kada je ¢aSica sa
kukicama i ¢ekinjama, a cipsela lepljiva. Kod nekih rodova (Arctium L., Xanthium L.),
Citava cvast se rasprostire kao zbirni plod, pomocu kukicastih brakteja. Heterokarpija,
dimorfizam plodova u okviru jedne cvasti je karakteristicna za predstavnike ove familije.

Semena su bez endosperma.
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Fitohemijski gledano predstavnici ove familije retko su cijanogene biljke. Kod
nekih vrsta su zabelezeni poliacetileni. Alkaloidi su prisutni ili izostaju. Iridoidi nisu
utvrdeni. Flavonoli su uglavnom prisutni u obliku kampferola i kvercetina. Polisaharid
inulin je Siroko prisutan i zamenjuje skrob u podzemnim organima i semenima. Posebna
grupa specijalizovanih metabolita karakteristicna za predstavnike ove familije su
seskviterpenski laktoni. Do sada 90 % identifikovanih seskviterpenskih laktona izolovano
je iz predstavnika familije Asteraceae (Janackovi¢ i sar. 2003).

Mnogi morfoloski, anatomski i molekularni karakteri pokazali su monofiletsko
poreklo familije. Prema najnovijoj klasifikaciji (Funk i sar. 2009) familija Asteraceae je
podeljena na 12 potfamilija i 43 tribusa. Podfamilija Carduoideae sadrzi najmanje 93
rodova i 2.600 vrsta, pretezno rasprostranjenih u Evropi i Aziji. Ova podfamilija ukljucuje

Cetiri tribusa: Cardueae, Dicomeae, Oldenburgieae i Tarchonantheae (Funk i sar. 2009).

1.2. Tribus Cardueae Cass.

Tribus Cardueae (ranije Cynareae) je jedan od najbrojnijih u okviru familije
Asteraceae. Sadrzi oko 2.400 vrsta i 73 roda (Susanna i Garcia-Jacas 2007). Cardueae je
bio jedan od prvih prepoznatih tribusa u okviru Asteraceae (Cassini 1819). Takode ovaj
tribus je jedan od taksonomski najkomplikovanijih tribusa zbog velike morfoloske
raznolikosti i pripadnosti nekih od najbrojnijih rodova familije. Tradicionalno, tribus
Cardueae je podeljen na 4 taksonomska entiteta, ipak ta podela je bila komplikovana.
Najranija klasifikacija tribusa prema Cassini (1819) prepoznavala je tri nezavisna tribusa:
Echinopseae Cass., Carlineae Cass. i Cardueae Cass., kasnije dva podtribusa: Carduinae
(Cass.) Dumort. i Centaureinae (Cass.) Dumort. Prema Bentham (1873) i Hoffmann (1893),
tribus je podeljen na 4 podtribusa: Echinopsinae (Cass.) Dumort., Carlininae (Cass.)
Dumort., Carduinae i Centaureinae. Wagenitz (1976) odvaja Echinopseae u poseban tribus.
Dittrich (1977) ponovo deli tribus na Echinopseae i Carlineae, dok Bremer (1994) razlikuje
samo jedan tribus (Cardueae).

Na osnovu molekularnih (Susanna i sar. 2006) kao i morfoloskih karaktera

(Susanna i Garcia-Jacas 2007) usvojen je koncept jednog tribusa, sa 4 podtribusa (Bentham
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1873 i Hoffman 1893) i jednog novog podtribusa Cardopatiinae Less. Uprkos raznolikosti u
habitusu, morfologiji cvetova, anatomiji cipsele, svi predstavnici tribusa dele neke
zajednicke karakteristike koje nisu pronadene nigde viSe u okviru familije Asteraceae. To
se pre svega odnosi na morfologiju stubi¢a, koji je sa gusto dlakavim c¢lankom. Svi
molekularni podaci ukazuju da je tribus Cardueae monofiletski.

Unutar tribusa su svrstane visegodisnje, dvogodisnje ili monokarpne zeljaste biljke
ili zbunovi, retko jednogodisnje biljke, veoma retko malo drvece, obi¢no sa trnovima.
Predstavnici Cardueae su cesti i osnovni elementi flore Mediterana (Quézel 1978;
Takhtajan 1986), ali se mogu naci i na drugim kontinentima i ekosistemima, kao §to su
stepe i druga polususna staniSta. Rasprostranjenji su u Evropi (najvise u Mediteranu),
Jugoisto¢noj Aziji, Americi, Africi 1 Australiji.

Listovi su spiralno rasporedeni, ¢esto su u rozeti. Smoni kanali su uvek prisutni u
korenu, rede u nadzemnim delovima; mle¢ne cevi SU Cesto prisutne samo u nadzemnim
delovima. Glavice su pojedinac¢ne ili u gronji, obi¢no Su grupisane, mnogocvetne. Rede su
glavice grupisane u sekundarnu glavicu i tada su jednocvetne. Glavica je homogamna sa
potpunim cvetovima ili heterogamna sa zrakastim cvetovima (Centaureinae). Brakteje
involukruma su preklopljene, u nekoliko redova, uglavnom se zavrSavaju bodljom. Mukro
(8iljak) je cekinjast ili membranozan, retko su brakteje bez njega (Janackovi¢ 1997).
Receptakulum je uglavnom gladak ili dlakav, ponekad potpuno go.

Cvetovi su najcesée cevasti, vrlo retko obodni jeziCasti (Atractylis L. i Carlina
Cass.). Svi cvetovi su fertilni, ili su periferni cvetovi sterilni. Cesto su zrakasti periferni
cvetovi odsutni (Carduinae). Krunica je skoro uvek aktinomorfna, veoma retko zigomorfna,
podeljena na cev i ,kampanulatni* (zvonasti) krak, ravna ili u obliku slova s. Antere su
sagitatne, na vrhu proSirene u lignifikovani, lanceolatni apendiks, bazalni produZeci su
izduzeni u vidu repa, celi, dentikulatni; filamenti su papilozni do dlakavi, retko glatki.
Polen je trikolporatan, spljosten, sferian ili izduZen, segzina je formirana od dva sloja
kolumele, trnovita ili skoro glatka. Stubi¢ je sa papiloznim zadebljanjem (,,polenske
cetkice*), ispod grana; povrSina stigme obuhvata samo unutrasnje strane grana; nektarije su

prisutne pri bazi stubica.
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Cipsele su vrlo raznolike. Mogu imati parenhimski perikarp (Carlininae,
Cardopatiinae, Echinopsinae, retko Carduinae) ili zra¢no lignifikovani perikarp (Carduinae
i sve Centaureinae), obi¢no su sa trihomama (Carlininae, Cardopatiinae i Echinopsinae),
glatke kod mnogih Carduinae i Centaureinae. Papus je izgraden od ¢ekinja direktno vezan
za zid perikarpa (Cadropatiinae, Carlininae i Echinopsinae, rodovi Berardia Vill.,
Staehelina L. i Xerantemum grupa u okviru Carduinae) ili fiksiran pomoc¢u parenhimskog
prstena za vr$ni deo cipsele (ostale Carduinae i sve Centaureinae) (Funk i sar. 2009). Dupli
papus je prisutan kod predstavnika podtribusa Centaureineae. Apikalni karunkulus je
prisutan kod mnogih rodova Carduinae, a bazalni elajozom kod Centaureinae povezan je sa
mirmekohorijom. Semena su uglavnom sa bazalnim, rede sa lateralnim hilumom. Testa je
tamno braon i ¢vrsta, lignifikovana (epidermis palisadnog oblika) (Janackovi¢ 1997).

Najbitniji karakteri predstavnika Cardueae su: listovi sa trnolikim vrhovima,
ljuspaste filarije, trnolik mukro (Siljak), cipsele obkonicne ili Siroko cilindri¢ne, perikarp sa
pretezno uzduznim sklerenhimskim elementima, i apikalni zleb ispod mesta insercije
papusa (Ortiz i sar. 2009).

Na osnovu molekularno - filogenetskih studija (npr., Susanna i sar. 2006), tribus
Cardueae je monofiletski i sadrzi pet podtribusa: Cardopatiinae, Carduinae, Carlininae,

Centaureinae i Echinopsinae.

1.3. Podtribus Carduinae (Cass.) Dumort.

Podtribus Carduinae obuhvata visegodisnje, dvogodisnje ili jednogodisnje (trnovite)
zeljaste biljke, koje su retko bez trnova. Glavica je homogamna, retko su periferni cvetovi
zrakasti i sterilni. Brakteje su obi¢no trnovite. Cipsele su sa radijalnim zadebljalim
perikarpom, obi¢no sa vr$nim karunkulusom. Papus je vezan pomocu apikalnog prstena,
prost ili u nekoliko redova. Carduinae su parafiletska grupa ukoliko se Centaureinae
prepoznaje kao poseban podtribus. Predstavnici su uglavnom rasprostranjeni u Mediteranu.
Mnoge ruderalne vrste pripadaju ovom podtribusu (Carduus L., Cirsium Mill., Onopordum

Vaill. ex L., Silybum Vaill. i Notobasis Cass.). Geografski gledano, planine Centralne Azije
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predstavljaju istoCnu granicu U rasprostranjenju predstavnika podtribusa (Cirsium,
Saussurea DC.), dok samo vrste rodova Cirsium i Saussurea naseljavaju Severnu Ameriku.

Podtribus Carduinae predstavlja parafiletsku grupu. U okviru podtribusa formirano
je nekoliko neformalnih grupa, koje su relativno dobro okarakterisane na osnhovu
morfoloskih i molekularnih karaktera (Susanna i Garcia-Jacas 2007), ali ipak sa jos uvek
nedovoljno razjasnjenom taksonomijom i filogenijom. Najznacajnije grupe su Arctium -
Cousinia grupa, Carduus - Cirsium grupa, Cynara grupa, Jurinea - Saussurea grupa,

Onopordum grupa i Xeranthemum grupa, i jo$ dva izolovana roda, Berardia i Staehelina.

1.4. Xeranthemum grupa

Xeranthemum grupa je prvobitno bila svrstana u podtribus Echinopinae. Na osnovu
te Kklasifikacije Sussanna i sar. (2006) su predlozili hipotezu da veoma male i neobi¢ne
glavice, koje imaju predstavnici ove grupe, sa veoma velikim receptakularnim paljama,
mogu predstavljati sincefaliju (Garcia-Jacas i sar. 2002). Medutim, na osnovu novih analiza
isti autori su pokazali da takvo misljenje nije ispravno. Treba napomenuti da je Harris
(1995) jos ranije tvrdio da cvast vrsta roda Xeranthemum L. nije sincefalija. Xeranthemum
grupa se u kombinovanim analizama, pojavljuje u izolovanom polozaju u okviru potribusa
Carduinae kao sestrinska sa ostatkom podtribusa. Monofilija ove grupe je takode sa veoma
visokom podrskom. Tradicionalna Klasifikacija (Dittrich 1977; Bremer 1994) je grupu
svrstala u Carlininae, a Petit (1997) je prvi predlozilo svrstavanje u podtribus Carduinae.
Cassini (1819) je ovoj grupi ¢ak dao status tribusa (,,Xeranthemées”).

Grupa Xeranthemum obuhvata jednogodisnje zeljaste biljke, bez trnova; retko su to
patuljasti zbunovi. Listovi su uvek celi, abaksijalno somotasti. Glavica je heterogamna.
Filamenti antera su glatki, sa malim, use¢enim apendiksom. Cev krunice je veoma kratka.
Cipsele su cesto dimorfne i imaju papus sa dugim ¢ekinjama ili $iljatim ljuspama, retko je
papus redukovan, u obliku venca (krune) kod Chardinia Desf. Xeranthemum grupa se
karakteri$e predstavnicima koji su lako prepoznatljivi po veoma karakteristicnom papusu sa
papirasto srebrno-belim filarijama. Rodovi Chardinia, Siebera J. Gay, Xeranthemum sadrze

vrste ¢iji su predstavnici jednogodisnje biljke, najces¢e kolonizatori aridnih stanista i
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pustinja Mediterana i Irano-turskog regiona, dok su predstavnici rodova Amphoricarpos
Vis. i Shangwua Yu J. Wang, Raab-Straube, Susanna & J. Quan Liu, koji su visegodisnje
biljke, rasprostranjeni u istoénom Mediteranu, odnosno u Aziji (Tibet) (Slika 1).

Xeranthemum grupa sadrzi pet rodova i 15 vrsta: rod Amphoricarpos [A. autariatus
Ble¢i¢ & E. Mayer, A. elegans Albov, A. exsul O. Schwarz, A. neumayerianus (Vis.)
Greuter i A. praedictus Ayasligil & Grierson]; monotipske rodove Chardinia [Ch.
orientalis (L.) Kuntze] i Siebera [S. pungens (Lam.) J. Gay] (Shishkin i Bobrov 1997,
Susanna i Garcia-Jacas 2009); novoopisani rod Shangwua [Sh. denticulata (DC.) Raab-
Straube & Yu J. Wang, Sh. jacea (Klotzsch) Yu J. Wang & Raab-Straube i Sh. masarica
(Lipsky) Yu J. Wang & Raab-Straube] (Wang i sar. 2013) i rod Xeranthemum [X. annuum
L., X. cylindraceum Sm., X. inapertum (L.) Mill, X. longepapposum Fisch. & C. A. Mey. i
X. squarrosum Boiss.] (Susanna i Garcia-Jacas 2009). Novoopisani rod Shangwua koji
ukljucuje sve vrste koje su ranije pripadale rodu Saussurea iz sekcije Jacea, razlikuje se od
ostalih rodova tribusa Cardueae po jedinstvenoj kombinaciji stanja karaktera involukralnih
brakteja, receptakuluma, palja, stubica, cipsele i papusa. Takode, filogenetske analize
zasnovane na molekularnim markerima sugerisu klasifikovanje ovog roda u Xeranthemum
grupu (Wang i sar. 2013). Filogenije bazirane na molekularnim markerima potvrdile su je
Xeranthemum grupa monofiletska (Susanna i sar. 2006; Barres i sar. 2013; Wang i sar.
2013),

Xeranthemum grupa

Slika 1. Rasprostranje predstavnika Xeranthemum grupe (preuzeto iz rada Herrando-
Moraira i sar. 2019)
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1.4.1. Amphoricarpos Vis.

Etimologija naziva roda Amphoricarpos (kr¢agovina) poti¢e od grékog appopéag =
kréag i xapmog = plod, zbog specificnog, amforastog oblika plodova nastalih od obodnih
cvetova (Sili¢ 1990, 2006).

Vrste ovog roda su visegodisnje, nebodljikave, belicasto dlakave, zeljaste biljke, sa
celim lancetastim ili linearno-lancetastim listovima koji su spiralno rasporedeni. Glavica je
mala (15 — 20 mm Sirine), u pocetku duguljasta, kasnije zvonasta ili hemisferi¢na,
pojedina¢na i terminalna, sadrzi puno cvetova. Involukrum u vise redova, crepast;
involukralne brakteje spljostene, kruto-zeljaste, sa uskim membranoznom marginom;
spoljasnje brakteje se postepeno smanjuju prema spolja; unutrasnje su blago duze,
uspravne. Receptakulum je ravan, gusto prekriven krutim i uskim, nedeljenim ili vise ili
manje duboko deljenim paljama. Cvetovi su varijabilni; spoljasnji su Zenski, po nekoliko (u
jednom redu), fertilni; centralni su dvopolni, fertilni. Krunica je cevasta, pravilna, sa vise ili
manje dugackih pet zubaca dugackih kao polovina duZzine krunice. Antere su sagitatne u
osnovi, repno-resaste; filamenti su slobodni, glatki. Grane stubi¢a su kod dvopolnih
cvetova veoma kratke. Cipsele zenskih cvetova su duguljasto - objajaste, veoma spljostene,
ravne sa spoljaSnje strane 1 konveksno-Cunaste sa unutraSnje strane, sa brojnim rebrima 1 sa
dva cela, uska, bocna krila, koja su okrugla ili rogolika na vrhu. Cipsele dvopolnih cvetova
su obkoni¢ne, cilindri¢no - uglaste, blago spljostene 1 zakrivljene. Papus kod obe cipsele je
u jednom redu, obi¢no izgraden od brojnih, uskih, skoro ¢ekinjastih ili usko-linearnih i
veoma postepeno skoro céekinjasto - zaSiljenih, fino sitno testerasto - trepljastih ili
bodljikavih ljuspi, sraslih u osnovi. Razli¢ite su informacije o osnovnom broju hromozoma
X =6, 12, 14 (Garnatje i sar. 2004a).

Predstavnici su tipicne hazmofitske vrste koje naseljavaju krecnjacke stene
planinskog i visokoplaninskog pojasa (Slika 2). Opste rasprostranjenje: Crna Gora,
Albanija, Bosna i Hercegovina, Hrvatska, Srbija, Grc¢ka, Turska i Gruzija (Webb 1972;

Gaji¢ 1975). Taksonomija roda je veoma kompleksna.



Taksonomija i filogenija Xeranthemum grupe (Asteraceae) - morfoloski, anatomski, fitohemijski i molekularni aspekti

Milan M. Gavrilovié

Slika 2. Amphoricarpos autariatus subsp. autariatus. 1. Glavica. 2. Cipsele. 3. Cela biljka
(foto P. Janac¢kovic)
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1.4.2. Shangwua Yu J. Wang, Raab-Straube, Susanna & J. Quan Liu

Naziv roda Shangwua je predlozeno u ¢ast profesora Shangwu Liu, taksonoma, koji
je dao veliki doprinos razumevanju familije Asteraceac u Cinghaj (kin. &3, Qinghai -
plavo more) prostranoj i slabo naseljenoj provinciji na podru¢ju Tibetanske visoravni.

Vrste ovog roda su visegodisnje zeljaste biljke sa odrvenelim rizomom. Izdanci su
pojedinacni, uspravni, obi¢no mnogo granati, gusto obrasli listovima. Listovi Su
naizmenicni, sa kratkom drSkom ili sedec¢i, nedeljeni, najveéi u sredini izdanka, donji i
gornji manji, glatki ili abaksijalno gusto pustenasti i sa sede¢im Zlezdanim trihomama.
Glavica mnogo ili malo, obi¢no Su pojedinacne i terminalne na izdanku i1 granama,
homogamne, diskoidalne. Listi¢i involukruma su u nekoliko redova, crepasti, kozasti,
slamnozuti sa braon ili crnom membranoznom marginom. Cvetna loza je ravna, jamicava,
bez mnogo jamicavih Cekinja, ali sa paljama, odnosno prisutna je jedna palja po cvetu.
Palje su 1.2 — 2 cm, obi¢no duZe nego unutrasnje filarije. Svi cvetovi su fertilni, dvopolni.
Krunica je cevasta, glatka, aktinomorfna, obod dugacak koliko i cev krunice, zdrelo 2 — 3
puta duze od reznja. Filamenti su glatki. Cev antere je sa kratkim, nepodeljenim, bazalnim
apendiksom. Stubi¢ je sa zadebljalim 1.5 — 2 mm dugackim dlakavim ¢vorom ispod grana;
grane stubica SU ravne, Siljate ili blago Siljate, vrlo kratke (manje od 1 mm), razilazece.
Cipsele su glatke, cilindri¢ne, uzduzno rebraste, sa bazalnim oziljkom; vrh je ravan, bez
upadljive ivice. Papus je homomorfan, ¢ekinje slamnozute do braonkaste, rasporedene u
jednom redu, peraste, nejednakih duzina, srasle u osnovi i fuzionisane sa cipselom, trajne

Nakon kompletne revizije, prepoznate su tri vrste u okviru roda Shangwua, Sh.
masarica, Sh. jacea i Sh. denticulata. Svi predstavnici su rasprostranjeni na visokim
planinama Azije. Dva predstavnika se pojavljuju u Pamiru, Hindukushu i Karakorumu, dok
treé¢a vrsta ima §iru distribuciju na juznoj ivici Cinghaj - Tibetanske visoravni od zapadnih
Himalaja u Indiji do planine Hengduan u Junanu i Si¢uanu.

Kod vrste Shangwua denticulata (Slika 3) sredisnji listovi su lanceolatni, vise od 6
cm dugacki, sa sitno testerastim ili sitno nazubljenom marginom. Kod vrste Shangwua
jacea sredisnji listovi su jajasti do elipti¢ni, manje od 2 cm Siroki, abaksijalno obi¢no

zeleni, glatki, ali gusto Zlezdani, sa marginom celog oboda. Kod vrste Shangwua masarica

11
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sredi$nji listovi su jajasti, manje od 2 cm Siroki, abaksijalno obi¢no beliCasti, gusto

paucinasto - pustenasti, sa marginom koja ima vrlo sitno nazubljeni obod.

Slika 3. Shangwua denticulata (preuzeto iz rada Wang i sar. 2013)

1.4.3. Xeranthemum L.

Etimologija naziva roda Xeranthemum (besmrtnik) poti¢e od grékog Xeros = suv i
anthemon = cvet, zbog susnih i trajnih cvetova (Gaji¢ 1975) - cvetovi u glavici zajedno sa
obojenim gornjim involukralnim listi¢ima ostaju celi 1 obojeni i kada je biljka suva.

Vrste ovog roda su jednogodisnje nebodljikave, zeljaste biljke. Listovi su celi,
elipti¢no-linearni, naizmeni¢ni, viSe manje pustenasto Sivo dlakavi. Glavice su pojedinacne,
na dr$kama. Glavice sadrze mnogo cvetova, heterogamne su i terminalne, bez spoljasnjeg
involukruma. Involukrum je zvonast do valjkast. Listi¢i involukruma su koZasto-opnasti,
jajasto - lanceolatni do objajasti, poredani u vise redova, kao crepovi na krovu, kratko
usiljeni ili tupi, sa suvokozicastim obodom, za vreme cvetanja zracno rasireni, poslednji
unutra$nji mnogo duZzi od ostalih, sjajno beli ili ruZicastocrveni. Spoljasnji cvetovi Su
sterilni, sa veoma dugackim ruzi¢astim stilodijumom i laticama koje su duboko usecene,
dvousnati. SrediSnji cvetovi su dvopolni, fertilni, sa cevastom 5-zupcastom krunicom.
Stubi¢ je u gornjem delu zadebljao, sa kratkim zigovima. Cvetna loza je sa linearno-
lanceolatnim, kozasto-opnastim paljama koje su gusto zlezdano istackane. Cipsele su usko

obkoni¢ne (pri osnovi suzene) do objajaste, svilaste (sa prileglim trihomama). Papus je
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izgraden od 5 — 10 $irokih, kozasto-opnastih, §ilastih, apikalno perastih ljuspi (Slika 4). x =
6, 7, 10.

Rod Xeranthemum obuhvata pet jednogodi$njih vrsta koje su rasprostranjene u
juznoj Evropi, severnoj Africi i severo-zapadnoj Aziji (Garnatje i Martin 2007). U Srbiji

rastu dve vrste, X. annuum i X. cylindraceum.

Slika 4. Xeranthemum annuum (foto P. Janackovi¢).
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1.4.4. Chardinia Desf.

Vrsta ovog roda obuhvata jednogodisnje nebodljikave kleistogamne zeljaste biljke.
Glavica je pojedinac¢na, sa drSkom. Listi¢i involukruma su jajasto - lancetasti do objajasti,
kozasto - opnasti. Cvetna loza je sa lancetastim, Silastim ljuspama. Obodni cvetovi su
zenski. Centralni cvetovi su dvopolni. Krunica je kraca od ljuspi papusa. Cipsele su
dimorfne. Obodne cipsele su dorziventralno spljostene sa adaksijalnim ¢uni¢em, objajaste,
sa Sirokim, nejednako duboko deljenim (resastim) krilcima, apikalno izduZenim u dva roga,
koji su glatki. Centralne cipsele su obkoni¢ne, apikalno izbrazdane i sitno kosmate
(vlasaste), bazalno svilaste. Papus obodnih cipsela izgraden je od produzetaka krila; kod
centralnih cipsela prisutna je sitno nazubljena kruna (Slika 5). Osnovni broj hromozoma x

= 11. Rod sadrzi jednu vrstu, Ch. orientalis rasprostranjenu u Turskoj, srednjem Istoku,

Iranu, Avganistanu i Pakistanu.

pe

Slika 5. Chardinia orientalis (http://flora.org.il/en/plants/CHAORI/)
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1.4.5. Siebera J. Gay

Ime rodu dato je u Cast ¢eSkog prirodnjaka Franz-a Wilhelm-a Sieber-a (1789 —
1844).

Vrsta ovog roda obuhvata jednogodisnje zeljaste biljke. Glavica je pojedinac¢na ili u
agregatu, sa dva naspramna lista. Listi¢i involukruma su kozasto - opnasti, unutraSnji sa
dugim lanceolatnim, Silastim apendiksom, obi¢no ruzicasti do ljubicasti; sredisnji listi¢i sa
tankim trnom; spoljasnji listi¢i sa jedva vidljivim trnom, fino pustenasto dlakavi. Obodni
cvetovi su sterilni, dvoreznjeviti; centralni cvetovi su dvopolni. Cipsele su usko duguljasto
- obkonic¢ne, svilaste. Papus je izgraden od kozasto - opnastih ljuspi, koje se zavrSavaju sa
bradatom ili perastom ¢ekinjom (Slika 6). x = 10. Rod sadrzi jednu vrstu, S. pungens,

rasprostranjenu u Turskoj, na srednjem Istoku, u Iranu, Avganistanu i Pakistanu.

Slika 6. Siebera pungens (foto A. Susanna)
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1.5. Dosadasnja morfoloSka i mikromorfoloska istraZivanja predstavnika

Xeranthemum grupe

Predstavnici Xeranthemum grupe su bili predmet morfoloskih istrazivanja tribusa i
podtribusa familije Asteraceae (Dittrich 1977, 1996; Pettit 1997). U radovima novijeg
datuma, rodovi su bili predmet kako filogenetskih (Wang i sar. 2013), tako i taksonomskih
istrazivanja (Garnatje i Martin 2007; Ozcan i Akinci 2019). Morfometrijska istrazivanja u
cilju resavanja taksonomskih odnosa su radena jedino kod balkanskih taksona roda
Amphoricarpos.

Dittrich (1977) kao jednu od bitnih odlika pri opisivanju tribusa Cynareae Lam. &
DC. navodi odsustvo marginalnih (obodnih) cvetova, medutim, Zenski marginalni cvetovi
se ipak mogu nac¢i kod rodova Chardinia i Amphoricarpos. Sterilni jezicasti obodni cvetovi
se mogu na¢i kod rodova Xeranthemum, Siebera i Atractylis. Dittrich (1977) svrstava rod
Amhoricarpos u podtribus Carlininae. Takode, tri karaktera ploda (orijentacija tipa
umetanja - insercije cipsele, tip dlakavosti i raspored elemenata papusa), koji su se
tradicionalno koristili za razlikovanje podtribusa, Dittrich opisuje kao veoma slozene
karaktere. Lateralna insercija poznata kod Centaureinae, javlja se i kod rodova
Amhoricarpos, Cardopatium Juss., Siebera i Xeranthemum. Plod pokriven svilenkastim, ili
mekim kovrdzavim trihomama karakteristi¢an je za sve rodove podtribusa Carlininae.

U okviru Carlininae, na osnovu odnosa kruni¢ne cevi i oboda kod dvopolnih
cvetova, razlikuju se tri tipa krunice. Kod roda Amphoricarpos srece se treci tip gde je
krunica vise - manje ravna, Siroko cevasta, rezanj kKrunice je triangularan - trouglast do
linearan, ali nikada duzi od 1 — 3 mm. Takode, u okviru Carlininae ustanovljena su tri tipa
stubi¢a, gde se rod Amhoricarpos karakteriSe cilindri¢énim stubi¢cem skoro celom duzinom
(semicilindri¢an na popre¢nom preseku), bez zadebljale artikulacije, gladak ili razredeno
pokriven kratkim trihomama koje mogu da se nadu sa spoljasnje strane kratkih zasiljenih
grana (0.5 — 1 mm). Glatki filament prasnika je takode karakteristican za sve rodove
podtribusa Carlininae.

Dadpour i sar. (2012) su analizirali morfologiju cvasti X. squarossum i pronasli

znacajne razlike u razvoju (ontogeniji) izmedu zenskih i dvopolnih cvetova. Takode, Harris
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(1995) je u svom sveobuhvatnom mikromorfoloskom radu vezanom za razvoj cvetova i
cvasti 39 taksona iz familije Asteraceae, ukljucio i X. annuum.

Papus, karakteristican za podtribus Carlininae, se sastoji od jednog reda ¢ekinja
skoro jednakih duzina. Za rod Amhoricarpos je karakteristiCan papus Kkoji polazi sa
odvojenog gornjeg dela perikarpa sa ¢ekinjama koje su u donjem delu srasle. Za rodove
Xeranthemum, Siebera i Chardinia karakteristi¢an je papus sastavljen od opnastih ljuspi. U
okviru Carlininae, kod roda Amphoricarpos apikalni region perikarpa se razlikuje u odnosu
na ostale predstavnike tribusa Cardueae. Na gornjem delu, perikarp se sjedinjuje direktno sa
papusom, bez specijalnog nezavisnog tkiva za odvajanje; papus je organizovan u jedan red,
kruna u osnovi papusa odsustvuje (Dittrich 1977). Kod svih predstavnika Carlininae cipsela
je gusto pokrivena dvojnim trihomama koje se viljuskasto zavrSavaju. Testa je
parenhimati¢na i vise - manje usko duguljaste ¢elije epidermisa nisu ni sa zadebljalim ni sa
lignifikovanim radijalnim zidovima. Hilum je lateralan, a seme ima snazno razvijen
funikulus, stavise, integument iznad mikropile ima veoma izrazen kljunasti produzetak.

Kladisticka analiza tribusa Cardueae, uradena na osnovu 75 karaktera, uzimajuc¢i u
obzir karaktere brakteja, krunice, prasnika, stubica i cipsele (Pettit 1997), pokazala je da
postoje dve glavne klade: prva klada - Echinops, koja je povezana sa rodovima
Cousiniopsis Nevski, Cardopatium i Acantholepis (Petit 1988a) i druga klada: gde
pripadaju ostali rodovi koji su svrstani u dve podklade: podklada 2a - grupa Carlina (CG)
koja je ograni¢ena na 4 roda koji su bliski rodu Carlina, npr. Atractylis, Atractylodes DC.,
Chameleon Cass. i Thevenotia DC. i podklada 2b: koja se sastoji iz tri veoma nejednake
klade: prva je ogranic¢ena na grupu Staehelina, a druga na grupu Xeranthemum, dok
poslednja povezuje preostale rodove. Na primer, dva podtribusa Carduinae i Centaurinae
formiraju centralnu (glavnu) Cynareae grupu (,,Cynarean core group®, CCG). Petit (1997)
je takode ustanovio da postoje dva tipa insercije (umetanja) papusa na vrhu cipsele:
insercija na ivici vertikalnog zida cipsele (Xeranthemum, Chardinia, Siebera,
Amphoricarpos, Staehelina, Carlina i dr.) i insercija unutar periferne krune kod Jurinea
Cass., Saussurea albescens (DC.) Sch.Bip. i kod mnogih vrsta podtribusa Centaureinae.

Nakon proucavanja mikromorfologije i anatomije cipsela vrsta Amphoricarpos

autariatus, A. elegans, A. neumayerianus, Chardinia orientalis, Siebera pungens i vrsta
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roda Xeranthemum Dittrich (1996) je, na osnovu oblika i povrSine cipsela, morfologije
papusa, anatomije perikarpa i rasporeda provodnih snopic¢a, zaklju¢io da su rodovi unutar
grupe srodni.

Garnatje i Martin (2007) su istrazivali morfologiju i ultrastrukturu polena
predstavnika Xeranthemum grupe upotrebom skenirajuceg elektronskog mikroskopa
odnosno upotrebom transmisionog elektronskog mikroskopa. Ustanovili su cetiri tipa
polena. Autori su zakljuéili da predstavnici rodova Amphoricarpos i Siebera imaju istu
spoljasnju gradu polena - polen je ehinatan, produzeno - sferoidan, i, prema unutrasnjoj
gradi antemoidan. Kod Xeranthemum i Chardinia srece se ista spoljasnja grada polenovog
zrna - polen je verukoidan i izduzeno - sferoidan. Xeranthemum ima istu unutrasnju gradu
polena kao i Amphoricarpos/Siebera kompleks, tj. antemoidan, kao i rod Echinops.

Wang i sar. (2013) su prilikom opisivanja novog roda Shangwua pokazali da sve
vrste roda Saussurea sect. Jacea, koje su svrstane u novoopisani rod, dele brojne osobene
morfoloske karakteristike involukralnih brakteja, palja receptakuluma, zatim oblik
nastavaka antera, grane stubica, cipsele i struktura i insercija papusa. Ove kombinacije
karaktera jasno odvajaju novi rod od roda Saussurea i drugih rodova tribusa Cardueae.
Ipak, autori naglasavaju da ovi karakteri nisu pruzili potpuno jasne indikacije o odnosu
novog roda sa bazalnim rodovima podtribusa Carduinae, npr. Xeranthemum, Staehelina i
Berardia. Prema nekim razmatranjima, rod se nalazi prema morfologiji izmedu
Xeranthemum grupe i potribusa Carlininae, posebno ako se posmatraju karakteri papusa
(Dittrich 1996). Dosada$nji dijagnosti¢ki morfoloski karakteri rodova Xeranthemum grupe
prikazani su u Tabeli 1.

Ozcan i Akinci (2019) su istrazivali mikromorfologiju i anatomiju cipsela 21 vrste
iz 12 rodova tribusa Cardueae, gde su ukljudili i vrstu X. annuum. Autori su zakljucili da su
karakteri cipsele razli¢iti izmedu istrazivanih rodova kao i da imaju znacaja pri razlikovanju
vrsta i definisanja taksonomskih odnosa. Ustanovljeno je da su cipsele vrste X. annuum
usko duguljaste, sa dvojnim trihomama na povrSini, sa bazalnim hilumom, asimetri¢nim
karpopodijumom i trajnim papusom izgradenim od osasto - zaSiljenih i suzenih ljuspi.
Takode, zakljucili su da je oblik ¢elija epidermisa cipsele nejasan, da su antiklinalni zidovi

uvuceni, da je povrSina cipsele fino naborana, a da je obrazac rasporeda celija lestvicast.
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Tabela 1. Dijagnosti¢ne morfolo$ke osobine rodova Xeranthemum grupe (Wang i sar. 2013)

Karakter

Zivotna forma

Glavica

Listi¢i
involukruma

Receptakulum

Nastavci antera

Grane stubica

Cipsela

Struktura
papusa

Insercija

papusa

Shangwua

visegodisnje zeljaste
biljke

homogamna

jajasti, sa
kozasto- opnastom
resastom crnom ivicom

sa 1.3 — 1.5 cm dugackim,
Silastim, apikalno
kukastim paljama, duzim
od cvetova

kratki, nedeljeni

kratke, razilaziée,
vrh Siljat

glatka, bez krune

homomorfan,
jednoredan,
peraste Cekinje

direktno vezan

na gornjoj ivici cipsele

Amphoricarpos

visegodisnje zeljaste
biljke

heterogamna (spoljasni

cvetovi zenski)

kozasto - opnasti,
jajasto - lanceolatni do

objajasti i usiljeni
sa koZasto - opnastim,

apikalno resastim, srebrnastim
ljuspama, kra¢im od cvetova

kratki, useceni do celi

kratke, razilazice,

vrh Siljat

svilasta

homomorfan,
jednoredne ¢ekinje,
bazalno glatke,
apikalno hrapave

direktno vezan

na gornjoj ivici cipsele

Xeranthemum

jednogodisnje biljke

heterogamna (spoljasnji
cvetovi sterilni)

kozasto - opnasti,

unutrasnji izduzeni i obojeni

sa koZasto - opnastim,

lineralno - lancetastim ljuspama
duzim od cvetova

kratki, useceni do celi

vrlo kratke, razilazice,
vrh tup

svilasta

homomorfan,

jednoredne, kozasto-opnaste
ljuspe, bazalno glatke,
apikalno hrapave

direktno vezan

na gornjoj ivici cipsele

Siebera

jednogodisnje biljke
heterogamna (spoljasnji
cvetovi sterilni)
kozasto - opnasti,

unutras$nji izduzeni i Siljati

sa kozasto-opnastim ljuspama

kratki, useceni do celi

vrlo kratke,povezane
vrh tup

svilasta, izbrazdana

homomorfan,

jednoredne, koZasto - opnaste
ljuspe, bazalno glatke,
apikalno hrapave

direktno vezan

na gornjoj ivici cipsele

Chardinia
jednogodisnje biljke

heterogamna (spoljasni

cvetovi zenski)

kozasto - opnasti,
objajasti do lanceolatni

sa koZasto - opnastim,

lanceolatnim do Silastim
ljuspama

kratki, useCeni do celi

vrlo kratke, razilazice,
vrh tup

dimorfna, glatka ili delimi¢no
svilasta

homomorfan,

jednoredne, kozasto - opnaste
ljuspe, bazalno glatke,
apikalno hrapave

direktno vezan

na gornjoj ivici cipsele
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1.6. Dosadasnja anatomska istraZivanja predstavnika Xeranthemum grupe

U okviru Xeranthemum grupe anatomska istrazivanja su ograni¢ena na analizu
cipsela (Petit 1996; Dittrich 1996; Haffner 2000; Jana i Mukherjee 2014; Ozcan i Akinci
2019). Anatomska istrazivanja vegetativnih struktura, involukruma i cvasti nisu radena.

Petit (1996) je uradio kladisticku analizu na osnovu morfoloskih karaktera za 45
rodova u okviru tribusa Cardueae kako bi utvrdio odnose izmedu istrazivanih rodova.
Ukupno je obradeno 75 karaktera brakteja, krunice, prasnika, stubica i cipsele. Ustanovio je
da je tribus Carlininae parafiletski i predlozio novu klasifikaciju unutar tribusa Cardueae.
Koristio je sledeCe karaktere cipsele: zid perikarpa (prisustvo/odsustvo hipodermisa;
prisustvo/odsustvo ekskrecionog sloja; prisustvo/odsustvo sklerenhimskih snopiéa),
epidermis teste (izduzenost Celija; sklerifikovanost zidova celija, oblik ¢elija,
prisustvo/odsustvo anastomoziranih zadebljanja, izgled gornje povrSine), elajozom
(razvijen/nerazvijen u zoni odvajanja cipsele; tkivo elajozoma
diferencirano/nediferencirano), hilum (hilum lateralan/bazalni; hilum lateralni/kaudatni).

Petit (1996) je ustanovio da je zid cipsele izgraden od dva sloja: spoljasnji,
predstavlja epidermis perikarpa i unutrasnji integument (testa). Izmedu epidermisa
perikarpa i teste, prisustvo nekoliko sklerenhimskih snopi¢a karakteriSe rodove
Xeranthemum, Chardinia (Lavialle 1912), Siebera i Amphoricarpos. Prisustvo ovih
sklerenhimskih snopica se smatra izvedenim stanjem. Ova istrazivanja pokazala su da su
kod Xeranthemum grupe, ¢elije epidermisa radijalno izduzene sa sklerifikovanim zidovima.
Kod Saussurea albescens i Staehelina dubia L. ¢elije epidermisa su potkovicastog oblika.

Pokazano je da u mnogim sluCajevima zidovi celija parenhimskog tkiva
zadebljavaju ili se lignifikuju, dok u suprotnom, parenhim nestaje pri sazrevanju ploda.
Unutrasnji region parenhima u plodu Helianthus annuus L. predstavlja rastresito tkivo
saCinjeno od okruglih ¢elija sa meducelijskim prostorima; rastresit lakunarni parenhim je,
takode, uocljiv kod plodova Echinops i Xeranthemum (H&ffner 2000).

Anatomska istrazivanja cipsela vrste X. annuum (Ozcan i Akinci 2019) pokazala su
sledec¢e karakteristike: mezokarp je izgraden od sklerenhimskog i parenhimskog tkiva,

kristali 1 sekretorna tkiva su odsutni, epidermske ¢elije teste imaju nepravilan oblik kvadra,
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endosperm je jednoslojan, a fitomelaninski sloj odsustvuje. Takode, Jana i Mukherjee
(2014) su pokazali da mezokarp cipsele vrste X. annuum sadrzi 16 — 18 rebara sa
sklerenhimskim ¢elijama. Medutim, isti autori su pokazali da je endosperm kod ove vrste
dvoslojan.

Kod Carduinae endosperm ne varira mnogo u svom izgledu. U zrelom stanju,
endosperm formira jednoslojno tkivo izgradeno od posebnih postojanih ¢elija koje okruzuju
embrion. Samo pri bazi semena endosperm je izgraden od nekoliko slojeva celija. Kod
Berardia endosperm je dvoslojan (Haffner 2000). Dittrich (1996) je zapazio jednoslojan
endosperm za vecinu Carlininae, osim kod rodova Cardopatium, Amphoricarpos i

Tugarinovia lljin, kod kojih je endosperm dvo- ili troslojan.

21



Y

] g/ Taksonomija i filogenija Xeranthemum grupe (Asteraceae) - morfoloski, anatomski, fitohemijski i molekularni aspekti
(i
!

\Wifl/
Wy

Milan M. Gavrilovié

1.7. Dosadasnja fitohemijska istraZivanja predstavnika Xeranthemum grupe

U okviru Xeranthemum grupe fitohemijski su istrazivane pojedine vrste iz rodova
Amphoricarpos (Djordjevi¢ i sar. 2004, 2006; Jadranin i sar. 2013; Cvetkovi¢ i sar. 2014,
2018) i Xeranthemum (Powel i sar. 1967; Samek i sar. 1977; Serkerov i Tairov 1978;
Zemtsova i Molchanova 1979; Fikenscher i sar. 1980; Hubel i sar. 1982; Schwind 1990;
Nahrstedt i Schwind 1992; Skaltsa i Lazari 2000; Deki¢ i sar. 2015). Vrste ostalih rodova
su fitohemijski neistrazene.

Djordjevi¢ i sar. (2004) su analizirali specijalizovane metabolite iz nadzemnih
delova vrsta A. neumayeri ssp. neumayeri i A. neumayeri ssp. murbeckii (taksonomija
prema Webb 1972) prikupljenih sa lokaliteta Orjen, odnosno Visitor iz Crne Gore. *H
NMR analiza je pokazalo da su A™®® seskviterpenski y-laktoni glavne komponente (> 1%
po suvoj masi biljnog ekstrakta) u sirovim ekstraktima nadzemnih delova istrazivanih vrsta.
Preparativnom hromatografijom na silika gelu je razdvojeno 13 jedinjenja (gva-11(13)-en-
12,6a-olid), nazvanih amforikaprolidi sa istom relativnom konfiguracijom osnovnog skeleta
(LoaH,4BH,5aH,7pH). Zajednic¢ka osobina svih izolovanih gvajanolida je slobodna ili
esterifikovana (acetat ili izovalerat) hidroksilna grupa na a-poziciji C(15)H,. Uobicajena
strukturna osobina laktona 2 — 13 je 3[3,15-dioksigenacioni obrazac. Jedini izuzetak je bio
seskviterpenski lakton 1 (3-deoksiampforikaropild), koji sadrzi jedan konstituent sa
kiseonikom (15-OH). Osam od 13 laktona je imalo dodatni oksigenisani konstituent 93-OH
(51 6), 2a-OH (8-12), ili 20-OAc (13). Jedinjeje 7 je epoksidovalo na 10a(14) - poziciji,
dok ostali laktoni imaju 10(14) dvostruku vezu.

U drugoj studiji, Djordjevi¢ i sar. (2006) su uradili fitohemijska istrazivanja vrste A.
neumayeri ssp. murbeckii (taksonomija prema Webb 1972), sakupljene sa planine Maja
Karanfili koja pripada planinskom lancu Prokletije. 1z nadzemnih delova ove vrste autori su
identifikovali 11 gvajanolida sa istom relativnom (1aH,4B H,5aH,7aH) konfiguracijom
osnovnog skeleta. Svi su sadrzali CH,OX (X = H, acetil ili izovaleroil) grupu na 4a-
poziciji, tipi¢no sa amforikaprolide. Cetiri jedinjenja (1 - 4) su izolovana ranije od iste
vrste, ali sa razli¢itih lokaliteta. Gvajanolidi 5 — 11 su nova jedinjenja. Seskviterpenski

laktoni 7 i 8 su epoksidovali na 10a(14)-poziciji. Umesto A11(13)-dvostruke veze, koja je
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uocena u svim prethodno izolovanim gvajanolidima iz iste vrste, Cetiri laktona su sadrzala
11a,13- diol (8 - 10) ili 11a-OH,13-hloro (11) delove.

Jadranin i sar. (2013) su analizirali sastav neutralnih lipida kutikule listova vrste A.
autariatus ssp. autariatus sakupljene u kanjonu Tare (Crna Gora) primenom gasne
hromatografije/masene spektrometrije (GC/MS) (nepolarna frakcija), LC- ESI TOF MS i
'"H NMR spektroskopije (polarnija frakcija). Nepolarna frakcija (oko 15% od ukupnog
ekstrakta) sadrzala je C27 — 33 n-alkane, dominantne sa neparnim brojem ugljenikovih
atoma. LC- ESI MS and 'H NMR analize polarnije frakcije su detektovale 13
seskviterpenskih laktona, koji su bili sa udelom od oko 97.5% u smesi laktona. Ova
jedinjenja su identifikovana kao gvajanolidi, tzv. amforikarpolidi, pronadeni prethodno kod
ovog vrsta roda.

Cvetkovi¢ 1 sar. (2014) su analizirali sastav frakcije seskviterpenskih laktona iz
neutralnih lipida kutikule listova dve vrste iz severnog dela Crne Gore, kanjon Tara (A.
autariatus ssp. autariatus) i planine Zeletin (A. autariatus ssp. bertisceus). Utvrdili su 17
seskviterpenskih laktona gvajanolidnog skeleta, nazvanih amforikarpolidi, tipi¢ne za ovaj
rod. Devet od 17 su bile nove komponente, i njihova struktura je okarakterisana detaljnim
analizama upotrebom infracrvene spektroskopije, nuklerano-magnetne rezonantne
spektroskopije i masene spektrometrije.

Cvetkovi¢ i sar. (2018) su uradili metabolomic¢ku studiju 58 uzoraka vrsta roda
Amphoricarpos sakupljenih sa sedam lokaliteta u Crnoj Gori upotrebom ‘H NMR
spektroskopije kombinovane sa multivarijatnom analizom podataka. Od oshovnih
metabolita identifikovani su holin, mali¢na kiselina, amino kiseline alanin i valin i sukroza.
Od specijalizovanih metabolita su detektovana tri seskviterpenska y- laktona gvajanolidnog
tipa.

Powel i sar. (1967) su izolovali neuobicajene masne kiseline iz semena vrste X.
annuum. Pored uobicajenih masnih kiselina palmitinske, stearinske, oleinske, linoleinske i
linolenske, pokazano je da ulje iz semena sadrzi ve¢i broj neuobicajenih masnih kiselina.
Ove  kiseline su: cis-  5,cis-9,cis-12-oktadekatrienoinska,  5%;  cis-9-L,10-

epoksioktadekanoinska, 3%; cis-9-L,10-lepoksi-cis-12-oktadekanoinska (koronarinska)
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8%; 1 cis-12-D, 13-D-epoksi-cis-9-oktadekanoinska (vernolinska), 2%; kao i smeSu dve
hidroski kiseline, 11%.

Samek i sar. (1977) su iz nadzemnih delova vrste X. cylindraceum po prvi put
izolovali seskviterpenski lakton. Na osnovu fizickih metoda, pre svega 'H-NMR
spektroskopije, ustanovljena je njegova parcijalna stereoformula i dato je ime kserantolid.

Serkerov 1 Tairov (1978) su iz acetonskog ekstrakta nadzemnog dela vrste X.
cylindraceum, sakupljenih u vreme cvetanja, nakon hromatografije na koloni od
aluminijum oksida i frakcija eluiranih pomoc¢u smeSe rastvaraca heksana i etra (1. 4),
izolovali kristalnu supstancu sastava CgzoH30O, tt 195-196 °C (aceton - metanol).
Poredenjem tacke topljenja, sastava i IR i NMR spektara izolovane supstance sa
triterpenskim alkoholom (C3oHs00) izolovanog iz vrste Centaurea squarrosa Roth
potvrdeno je da je u pitanju isto jedinjenje.

Zemtsova i Molchanova (1979) su analizirali flavonoide i triterpenoide vrste X.
annuum sa Krima. Analiza pomoc¢u dvodimenzionalne hromatografije i rezultati
kvalitativnih reakcija su pokazali da je u ekstraktu dobijeno 6 supstanci polifenolne prirode.
U reakciji kisele hidrolize, kao produkti, detektovane su dve supstance: luteolin i kvercetin.
Metanolni ekstrakt nadzemnog dela je analiziran na prisustvo triterpena. Tankoslojna
hromatografija u raznim sistemima rastvaraca je pokazala prisustvo cetiri jedinjenja koja
su, na osnovu rezultata bojenih reakcija, oznafena kao triterpenoidi. Triterpenoidi su
izolovani pomoc¢u Soksletovog ekstraktora 1 kolonske hromatografije. Frakcije su
analizirane pomoc¢u IR i UV spektroskopije. Izolovano jedinjenje je okarakterisano kao
urzolinska kiselina.

Unutar reda Asterales nekoliko rodova sadrzi cijanogene vrste, medu kojima je 1 X.
cylindraceum. Ova vrsta proizvodi cijanogene plodove koji su prvo ispitivani od strane
Fikenscher i sar. (1980). Autori su izolovali zierin i druge tentativno identifikovane ili
neidentifikovane cijanoglikozide. Zatim su Hubel i sar. (1982) iz iste vrste izolovali
disaharid zierinksilozid. Ponovna istrazivanja cipsela su dovela do jednog novog i dva
poznata cijanogena jedinjenja prisutna u malim koli¢inama. Poslednja dva su
identifikovana (TLC, GLC, 'H-, ¥C-NMR) kao sambunigrin i epilukumin. Nepoznato

jedinjenje je okarakterisano, svojim produktima razgradnje dobijenim pomocu enzimatske i
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kisele hidrolize (apioza, glukoza, ksiloza, kafeinska kiselina, zierin, zierinksilozid) i
pomoéu 'H- i C- NMR spektroskopskih tehnika, kao kserantin. Kserantin je prvi
trisaharid i prvo jedinjenje koje sadrzi apiozu unutar serije cijanogenih glikozida (Schwind
1990). Nahrstedt i Schwind (1992) su pokazali da pri uvodenju aminokiselina L-fenilalanin,
L-tirozin i DL-meta-tirozin u nezrele plodove X. cylindraceum, jedino aminokiselina
fenilalanin uzrokuje povecanje akumulacije cijanogenog glikozida zierina. Njihova
istrazivanja su dokazala da je L-fenilalanin biogenetski prekursor m-hidroksilovanog
zierina u ahenijama ove vrste.

Skaltsa i Lazari (2000) su analizirali sastav etarskog ulja vrste X. annum iz Grcke.
Etarsko ulje dobijeno parnom destilacijom nadzemnih delova je analizirano pomoéu GC-
MC. Ukupno je identifikovano 97 jedinjenja (93.8% od ukupnih isparljivih jedinjenja).
Etarsko ulje je okarakterisano velikom koli¢inom monoterpena (25%) i seskviterpenskih
ugljovodonika (24.6%) od kojih su B-pinen (15.2 %) i p-kariofilen (8.6%) bile dominantne
komponente.

Deki¢ i sar. (2015) su analizirali sastav, bioloSku aktivnost i hemotaksonomski
znacaj etarskog ulja i etarskih ekstrakata vrsta X. annuum i X. cylindraceum. ldentifikovano
je ukupno 254 komponenti. Terpenoidi su ¢inili najveéi deo i u etarskim uljima, kao i u
etarskim ekstraktima (51.8 — 65,7%, i 50.7%). Medu seskviterpenoidima, ekstrakti oba
ispitivana taksona sadrzali su gvajanolid kserantolid, njegove 11,13-dihidro derivate, i dva
dodatna  seskviterpenska laktona: eudezmanolid, 11,13-dihidroizoalantolakton i

pseudogvajanolid, konfertin.
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1.8. Dosadasnja taksonomska i filogenetska istraZivanja predstavnika Xeranthemum

grupe

Taksonomska istrazivanja Xeranthemum grupe radena su u svrhu razja$njena
taksonomskih odnosa kao i filogenije grupe (Garnatje i sar. 2004a, 2004b; Barres i sar.
2013; Herrando-Moraira 2019). Kako je taksonomija balkanskih taksona roda
Amphoricarpos Vis. 1847. (Amphoricarpus Vis. prema I. A. Linczevsky; Amphorocarpus
Post and Ktze.) veoma kompleksna, otuda postoje i radovi vezani za tu temu.

Vazan segment u sistematici i filogeniji Asteraceae je postojanje sistematske
implikacije u varijaciji koli¢ine DNK unutar same familije (Godelle i sar. 1993; Zoldos i
sar. 1998; Cerbah i sar. 1999; Torrell i Valles 2001). U okviru Xeranthemum grupe
variranje koli¢ine DNK je priliéno konzistentno sa molekularnom filogenijom. U okviru
ove klade, prema dosadasnjim istrazivanjima, rod Amphoricarpos zauzima bazalno mesto u
odnosu na ostale rodove, dok je polozaj roda Chardinia bazalan u odnosu na rod
Xeranthemum, koji ukljuéuje sensu lato i rod Siebera. Ranije opisan kompleks
(Xeranthemum - Siebera) je monofiletski, ali sa nerazjasnjenom sistematikom na nivou
vrsta. Pokazano je da u okviru Cardueae postoji zavisnost izmedu koli¢ine nuklearne DNK
i nekoliko karioloskih, ekoloskih i filogenetskih karaktera. Ovaj podatak je posebno
znacajan za Xeranthemum grupu, jer ovaj kompleks ukljucuje taksone sa razli¢itim brojem
hromozoma gde razumevanje organizacije genoma, zajedno sa podacima molekularne
filogenije, moze osvetliti odnose izmedu vrsta, kao i njihovu evoluciju. Ovi podaci
potvrduju neophodnost taksonomske revizije kompleksa (Garnatje i sar. 2004a).

Garnatje i sar. (2004b) su ustanovili razli¢ite brojeve hromozoma (x =5, 6 i 7) koji
se pojavljuju u ovom kompleksu, a koji pokazuje veliki nivo kariotipske raznolikosti.
Sedam istrazivanih taksona pokazuju razli¢it broj hromozoma (A. neumayeri 2n = 24; Ch.
orientalis 2n = 22; S. pungens 2n = 20; X. annuum 2n = 12; X. cylindraceum 2n = 20; X.
inapertum 2n = 28; X. longipapposum 2n = 14). Samo dva taksona imaju isti broj
hromozoma, a u rodu Xeranthemum postoje Cetiri razliCita broja hromozoma. Sve vrste su
okarakterisane kao diploidne, ali je tesko utvrditi njihov osnovni broj hromozoma, imajuci

u vidu da se, generalno, brojevi preko 2n = 20 hromozoma (x = 10) smatraju predackim
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poliploidima (Stebbins 1971). Aneuploidija je odigrala ulogu u redukciji ovih ranih
poliploidnih osnovnih brojeva (Levis 1980). Veéina autora se slaZze da su taksoni sa
osnovnim brojevima hromozoma ve¢im od 9, 10 ili 11 ¢esto diploidisani paleopoliploidi
(Grant 1982 a, b; Otto i Whitton 2000; Wendel 2000).

Rod Amphoricarpos (Amphoricarpos VISIANI 1847: 27. — Amphoricarpus
BENTHAM & HOOKER 1873: 465 et aut. plur. — Barbeya ALBOW 1893: 143, non
SCHWEINFURTH 1891. — Kusnetzowia WINKLER ex LIPSKY 1898: 284 in synon. —
Amphorocarpus POST & KUNTZE 1903: 26. — Albowiodoxa WORONOW ex
KOLAKOWSKI 1949: 259, nom. illegit. (diagn. lat. defic) je, u zavisnosti od stava autora,
svrstavan u razlicite tribuse i podtribuse familije Asteraceae. Bremer (1994) ga svrstava u
podtribus Carlininae, tribusa Cardueae. Prema Visiani (1842, 1847, 1852) pripada tribusu
Xeranthemeae Less., a prema Dittrich (1977) tribusu Carlineae Cass. Takode, neki autori su
ga svrstali i u subtribus Carduinae Dumort, tribusa Cardueae sensu lato, u grupu
Xeranthemum (serija 1) (Petit i sar. 1996). lako sadrzi mali broj vrsta, rod Amphoricarpos
predstavlja jedan od izuzetno interesantnih i kompleksnih rodova kako sa taksonomskog
tako i sa filogenetskog aspekta.

Tipsku vrstu, A. neumayeri, je opisao Visiani (1844) na osnovu primerka
sakupljenog od strane F. Neumayer u Dinarskim planinanima, na Orjenu, na granici Crne
Gore i Bosne i Hercegovine. Inicijalno uklju¢en u rod Jurinea,Visiani (1847) ga je kasnije
opisao kao odvojen rod Amphoricarpos, na osnovu amforastog oblika obodnih cipsela.
Dijagnosticke karakteristike ovog roda po Visiani (1847) su sledece: bazalni i donji listovi
stabljike su zaSiljeni, uvijeni po margini, obi¢no se protezu do sredine stabljike cvasti koja
nosi jednu glavicu. Spoljasn;ji listi¢i involukruma su duguljasto - jajastog oblika, u 2 — 3
reda, i imaju izduzeni $iljak (mukro) koji jasno prelazi gornju ivicu (Slika 7 - 3). Obodne
ahenije su spljoStene, dlakave, Siroko okriljene i sa istaknutim uSima, zbog ¢ega podsecaju
na amfore (Slika 7 - 2).

Dalja istrazivanja ovih taksona na Balkanskom poluostrvu su pokazala znacajna
variranja u habitusu, obliku listova i karaktera cveta u populacijama. Murbeck (1891) je
varijetet biljku iz Hercegovine (Bosna i Hercegovina) (primerci sa planine Velez blizu

Mostara) sa Sirokim listovima opisao kao A. neumayeri Vis. var. velezenzis Murbeck, a koji
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se prema njemu moze naci na Sirem delu areala roda na Balkanu (cf. Rohlena 1907; Maly
1928). Ipak, Beck (1894) je smatrao da je oblik lista varijabilan i da nije u korelaciji sa
drugim karakterima. Zato je biljke sa Sirokim listovima oznac¢io kao A. neumayeri Vis. f.
latifolia G. Beck. Baldacci (1894) i Rohlena (1907) su sumnjali u taksonomsku znacajnost
varijabilnosti oblika lista. Medutim, Bosnjak (1936) je opisao ove Sirokolisne biljke iz
Bosne i Hercegovine (Cvrsnica, izmedu ostalog) kao podvrstu A. neumayeri Vis. subsp.
murbeckii Bosnjak. Takode, kao znacajnu razliku od tipske vrste, BoSnjak navodi oblik
spoljasnjih involukralnih listi¢a koji su Siroki do okrugli, sa vrlo kratkim Siljkom (mukro)
koji jedva prelazi ili ne prelazi gonju ivicu (Slika 7 — 6). Dodatno, obodne cipsele su kod
ove podvrste usko okriljene, gole i bez usiju (Slika 7 —5).

Sa druge strane, Fukarek (1965), koji je intenzivno proucavao distribuciju i
ekoloske karakteristike roda Amphoricarpos na Balkanu, je uocio da je varijabilnost listova
velika ¢ak i u okviru populacija. Biljke sa dugackim, uskim, za$iljenim listovima (var.
neumayeri) su uobicajeno blize Jadranskom moru (planinski venci Orjen, Bijela gora,
Lov¢en), dok u ostalim podru¢jima dominiraju $irokolisne biljke, var. murbecki i forma
izmedu te dve (“var. intermedia”) (Fukarek 1965). Fukarek se ipak uzdrzao od
klasifikovanja populacija na ta tri entiteta.

Bleci¢ i Mayer (1967) su na osnovu dotadasnjih radova kao i na osnovu njihovih
istrazivanja i zapazanja uradili opseznu studiju roda Amphoricarpos na Balkanu. Opisali su
sirokolisne populacije kao A. autariatus Blec¢i¢ et Mayer i zapazili da osim razlika u obliku
listova ova dva taksona se mogu razlikovati na osnovu oblika cipsele, Sirine krilca cipsele
kao i1 oblika involukralnih listica, pre svega kakav je oblik $iljka (mukro), odnosno da li
prelazi gornju ivicu ili ne prelazi. U okviru vrste A. autariatus autori su prepoznali dve
podvrste, subsp. autariatus i subsp. bertisceus Bleci¢ et Mayer. Ono §to povezuje ove dve
podvrste je priroda spoljasnjih involukralnih listi¢a, koji su u 2 — 3 reda, okruglo - jajastog
oblika, sa vrlo kratkim, jedva primetnim Siljkom (mukro) (Slika 7 — 6 i 8). Takode, obodne
cipsele su slabo okriljene, gole i bez usiju (Slika 7 —-51 7).

Glavne morfoloske karakteristike koje prema Bleci¢ i Mayer (1967) razlikuju ove
dve podvrste date su u kljucu istog rada (Ble¢i¢ I Mayer 1967). A. autariatus subsp.

autariatus ima Siroko lancetaste listove, izrazeno tupe, sa neuvijenom marginom, (10-) 15 —
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25 (-30) mm S&iroki, kratki, kao trecina stabljike cvasti, koja ima 1 — 3 glavice. Cvetovi su
beli. Obodne cipsele su skoro gole. A. autariatus subsp. bertisceus ima uze listove, vise
manje o$tre, uvijene na margini, (6-) 8 — 10 (-12) mm Siroke, koji obi¢no dosezu do sredine
stabljike cvasti, koja pretezno ima jednu retko dve glavice. Cvetovi su svetlo roze. Obodne
cipsele su vise manje gole (Slika 7).

Prva podvrsta A. autariatus subsp. autariatus (koja zapravo obuhvata delom areal
bosansko-hercegovacke podvrste A. neumayeri Vis. subsp. murbeckii Bosnjak) ima
severozapadnu distribuciju, odnosno endemic¢na je za Bosnu 1 Hercegovinu i Crnu Goru,
dok je druga podvrsta A. autariatus subsp. bertisceus rasprostranjena na jugoistoku
ukljucujuéi Crnu Goru, Makedoniju, Srbiju (Kosovo), Albaniju i severnu Grcku (Blecié |
Mayer 1967) (Slika 8). Na planini Durmitor u Crnoj Gori obe podvrste koegzistiraju, prva u
Klisuri (600 — 900 mnv), a druga na vis§im nadmorskim visinama (preko 1.600 m; Ble¢i¢ i
Mayer 1967).
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Abb. 1—8. Europiische Amphoricarpos-Sippen. — A. newmayeri VIs.:
Habitus (Abb. 1), Randachine (Abb. 2), dulieres Involukralblatt (Abb. 3). —
A. autariatus BLECIC et MAYER subsp. autariatus: Habitus (Abb. 4), Randa-
chine (Abb. 5), dulleres Involukralblatt (Abb. 6). — A. eutariatus BLECIC
et MAYER subsp. bertisceus BLECIC et MAYER: Randachiine (Abb. 7), dulleres
Involukralblatt (Abb. 8).

Slika 7. Taksoni roda Amphoricarpos na Balkanu. Originalni potpis. (preuzeto iz rada

Bleci¢ i Mayer 1967).
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Slika 8. Rasprostranjenje balkanskih taksona roda Amphoricarpos (preuzeto iz rada Bleci¢ i
Mayer 1967).
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Schwarz (1970) je prepoznao samo jednu vrstu A. neumayeri sa tri podvrste, subsp.
neumayeri, subsp. bertisceus i subsp. murbeckii, tretiraju¢i A. autariatus subsp. autariatus
kao sinonim poslednje. Takode Webb (1976) je u svom tretmanu roda Amphoricarpos u
Flori Evrope prepoznao jednu vrstu A. neumayeri sa dve podvrste, subsp. neumayeri i
subsp. murbeckii, tretiraju¢i A. autariatus kao sinonim poslednje. Prva podvrsta ima
rasprostranjenje na primorskim planinana (Orjen i Lovc¢en) i u okolnoj Hercegovini, dok se
druga moze naci u svim ostalim delovima distribucije vrste (Webb 1976). Ovaj pristup su
podrzali takode i Strid i Tan (1991). Farr i sar. (1979) i Greuter i sar. (1993) su naglasili
nepravilnost u imenu A. neumayeri, jer je naziv dobijen na osnovu Jurinea neumayeriana
Vis.. Stoga je Greuter (2003) predlozio novo - staro (A. neumayerianus (Vis.) Vis.) ime A.
neumayerianus (Vis.) Greuter.

Dakle na balkanskom poluostrvu koegzistiraju tri ili etiri taksona koji formiraju
balkanski kompleks roda Amphoricarpos. Raniji istrazivaci pri determinaciji taksona unutar
roda Amphoricarpos bazirali su se na morfoloskim karakteristikama listova, involukruma, a
jedan od karaktera je bio i boja krunice (Blec¢i¢ i Mayer 1967). Medutim, pokazalo se da je
veoma tesko, samo na osnovu ovih karaktera, sa sigurno$¢u dijagnostikovati vrste, a
posebno nize taksone zbog znaajnog preklapanja morfoloskih karaktera. Takode, ne
postoji jasna granica u arealima izmedu podvrsta vrste A. autariatus, kao i da areal vrste A.
neumayerianus, nije jasno izdvojen, ve¢ se ova vrsta sporadi¢no preklapa, ili je blizu areala
A. autariatus.

Cakovi¢ i sar. (2015) su uradili morfometrijsku i molekularnu analizu populacija
roda Amphoricarpos na Balkanu. Molekularna analiza se odnosila na koris¢enje AFLP
markera (polimorfizam duzine amplifikovanih markera) kao i jedarne i plastidne DNK
sekvence (ITS i rps16-trnK). ITS markere su takode korisc¢eni da bi rekonstruisali prostorno
- vremensku evoluciju. AFLP i ITS analize su razdvojile geografski disjunktne populacije,
najsevernije od najuznijih. Divergencija unutar kontinuiranog podrucja distribucije u centru
je povrSna, ali omogucava prepoznavanje tri uglavnom alopatrijska Klastera.
Morfometrijski podaci, medutim, nisu bili u saglasnosti ni sa ranijim taksonomoskim
tretmanima roda niti sa dobijenim genetickim podacima. Autori su se stoga uzdrzali od

razlikovanja bilo koje geneticke grupe kao taksonomskog entiteta i sve populacije na
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balkanskom poluostrvu tretirali kao jednu vrstu - A. neumayerianus, koja je geneticki i
morfoloski varijabilna.

Cvetkovi¢ i sar. (2014) su uradili metabolomicku studiju uzoraka vrste roda
Amphoricarpos iz Crne Gore upotrebom *H NMR spektroskopije kombinovane sa
multivarijatnom analizom podataka. Utvrdeno je da je razlika izmedu A. autariatus i A.
neumayeri u prisustvu odgovaraju¢ih seskviterpenskih laktona amforikaprolida. Dok je
glavni seskviterpenski lakton kod A. neumayeri oksidovan na poziciji 2, oni koji su prisutni
kod obe podvrste A. autariatus su oksidovani na poziciji 9. Dve podvrste, A. autariatus
supsp. autariatus i A. autariatus subsp. bertisceus, su pokazale razlike u koli¢ini
hlorogenske i jabu¢ne kiseline (osnovni metaboliti), jedinjenjima koja nemaju
hemotaksonomski znacaj, a takode ni razlike u njihovoj koli¢ini ne mogu biti
hemotaksonomski znacajne.

Iz svega pomenutog proizilazi ¢injenica da je neophodno uraditi taksonomsku
reviziju i unutar roda Amphoricarpos na Balkanu, kao i odrediti mesto taksona u okviru

Xeranthemum grupe.
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1.9. Dosadasnja istraZivanja bioloSke aktivnosti predstavnika Xeranthemum grupe

U okviru Xeranthemum grupe istrazivanja bioloSke aktivnosti su bila vezana za
pojedine vrste iz rodova Amphoricarpos (Attrog i sar. 2008; Jadranin i sar. 2013) i
Xeranthemum (Samek i sar. 1977; Orhan i sar. 2006; Zabka i sar. 2010; Stankovi¢ i sar.
2011; Nikolova 2011; Radojevic¢ i sar. 2011; Deki¢ i sar. 2015; Bahmani i Zagaran 2016).
Vrste ostalih rodova su neistrazene sa aspekta bioloske aktivnosti.

U studiji Attrog i sar. (2008) seskviterpenski vy-laktoni gvajanolidnog tipa
(amforikaprolidi), izolovani iz nadzemnih delova dve podvrste vrste Amphoricarpos
neumayeri (Ssp. neumayeri i ssp. murbeckii) su istrazivani pomocéu reverzno - fazne
tankoslojne hromatografije. Binarne smeSe metanol - voda i tetrahidrofuran - voda su
koriS¢ene kao mobilna faza za odredivanje parametara lipofilnosti R% i Co. Odgovarajuca
jedinjenja su bila testirana na citotoksi¢nu aktivnost protiv HelLa i B16 (celija.
Hromatografski dobijeni parametri lipofilnosti bili su u korelaciji sa izracunatim logP
vrednostima i 1Cso vrednostima. Analiza glavnih komponenti identifikovala je dominantni
obrazac u hromatografski dobijenim podacima. Zaklju¢eno je da su se hromatografski
podaci pokazali kao pouzdani parametri za opisivanje lipofilnih svojstva ispitivanih
jedinjenja, jer sadrze vrednije informacije od izraunatih vrednosti lipofilnosti. Zaklju¢eno
je da ovi rezultati mogu biti korisni za buduce eksperimentalne i teorijske studije o
medicinskim istrazivanjima gvajanolida i jedinjenja sli¢ne strukture.

Jadranin i sar. (2013) su analizirali antifungalnu aktivnost povrsinskih ekstrakata
listova vrste Amphoricarpos autariatus ssp. autariatus sakupljene iz kanjona Tare (Crna
Gora) upotrebom mikrodilucione metode. Ekstrakti su testirani na osam patogenih gljiva:
Aspergillus niger, A. ochraceus, A. versicolor, Penicillium funiculosum, P. ochrochloron,
Trichoderma viride, Fusarium vericillioides i Fulvia fulvum. Na osnovu rezultata
zakljuceno je da je spektar aktivnosti ekstrakata veoma Sirok, zavisno na koju vrste gljive
su aplikovani, sa MIC vrednostima u opsegu od 0.01 — 0.25 mg/mL i MFC vrednostima u
rasponu od 0.01 do 0.30 mg/mL. Ispitivani ekstrakti su pokazali ve¢u aktivnost od

bifonazola protiv A. versicolor, F. verticillioides i F. fulvum, kao i protiv Penicillium vrsta.
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U sluc¢aju drugih gljiva, uzorci su pokazali neSto manju ili sli¢nu aktivnost kao bifonazol.
Autori su zakljucili da amforikarpolidi mogu funkcionisati kao antifungalni agensi.

Podaci iz literature ukazuju da je vrsta X. annuum poznata u tradicionalnoj medicini
kao izvor aktivnih supstanci (Vogl- Lukasser i Vogl 2004; Watson i Preedy 2008). Takode,
u turskoj narodnoj medicini pokazano je da ova vrsta leci bolove od opekotina i koristi se
protiv zubobolje mesanjem sa duvanom (Ozaydin i sar. 2006; Tuzlaci i Dogan 2010;
Altundag i Ozturk 2011).

Samek i sar. (1977) su iz nadzemnih delova vrste X. cylindraceum izolovali
seskviterpenski lakton — kserantolid i pokazali da ova supstanca ima znatnu in vitro
citotoksi¢nu aktivnost protiv HeLa- i KB- tipa tumorskih celija.

Orhan i sar. (2006) su ispitivali antiholinesterazni, antioksidativni, antiinflamatorni i
analgeticki efekat ekstrakata cveta i stabljike sa korenom vrste X. annuum. Vecina
ekstrakata je pokazala inhibiciju preko 85% butirilholinesteraze i nije pokazala inhibiciju
acetilholinesteraze. Hloroformni ekstrakt cvetova kao i etil - acetatni ekstrakt stabljike sa
korenom su bili najefikasniji (97.85 + 0.94% i 96.89 + 1.09%, respektivno). Etanolni
ekstrakt stabljike sa korenom je pokazao odli¢nu aktivnost u DPPH (77.33 £ 1.99%), kao i
u FRAP testu, dok je heksanski ekstrakt stabljike sa korenom pokazao najveci kapacitet
helatiranja metala (72.79 + 0.33%). Hloroformski ekstrakt stabljike sa korenom je pokazao
odli¢an analgeticki efekat (24.4%). Nije primecen antiinflamatorni efekat. Takode,
izolovani zierin i zierin ksilozid, iz etanolnog ekstrakta stabljike sa korenom, su bili
neaktivni u testovima sa antiholinesterazom. Autori su zakljucili, da cijanogena jedinjenja
izolovana iz X. annuum nisu odgovorna za antiholinesteraznu aktivnost, ve¢ verovatno
zbog prisutva urzolinske kiseline, triterpena pronadenog kod ove vrste, kao i flavonoida
luteolina i kvercetina. Rezultati ukazuju da vrsta X. annuum sadrzi antioksidativna i
butirilholinesterazna inhibiraju¢a jedinjenja (Orhan i sar. 2006).

Zabka i sar. (2010) su analizirali antifungalno dejstvo nekih evroazijskih biljnih
vrsta protiv opasnih patogenih i toksikogenih gljiva. Metanolni ekstrakti 46 lekovitih
biljaka je analizirano u antifungalnom testu. Testiran je efekat inhibicije rasta protiv Sest
znacajno patogenih i toksikogenih vrsta gljiva: Fusarium oxysporum, F. verticillioides,

Penicillium expansum, P. brevicompactum, Aspergillus flavus i A. fumigatus. Pokazano je
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da se 14 vrsta biljaka, medu njima i X. cylindraceum (zona inhibicije metanolnih ekstrakata
bila je veca od 50% u koncentraciji od 2 mg mL™) potencijalno mogu koristiti kao prirodni
fungicidi.

Stankovi¢ i sar. (2011) su ispitivali antioksidativni i antimikrobni efekat, kao i
sadrzaj ukupnih fenola i flavonoida metanolnog, acetonskog i etil - acetatnog ekstrakta
vrste X. annuum. Ukupni sadrzaj fenola je bio odreden upotrebom Folin - Cokalteuovog
reagensa i kretao se izmedu 101.33 do 159.48 mg GA/g. Koncentracija flavonoida u
razli¢itim ekstraktima je bila odredena spektrofotometrijskom metodom sa aluminijum
hloridom i rezultati su varirali od 22.25 do 62.42 mg RU/g. Antioksidativna aktivnost je
testirana spektrometrijski koris¢enjem DPPH reagensa i izrazena u IC50 (mg/mL) se
kretala od 59.25 do 956.81 mg/mL. Najve¢i sadrzaj fenola i sposobnost neutralizacije
DPPH radikala su utvrdeni u acetonskom ekstraktu. In vitro antimikrobna aktivnost je
odredena mikrodilucionom metodom i utvrdene su minimalna inhibitorna koncentracija
(MIC), kao i minimalna mikrobicidna koncentracija (MMC). Testirano je 24
mikroorganizama, ukljuéujuci 15 sojeva bakterija (standardni i klini¢ki sojevi) i 9 vrsta
gljiva. UocCena je statisticki znacajna razlika u izmedu aktivnosti ekstrakata. Acetonski
ekstrakt je bio najaktivniji. Aktivnost acetonskog ekstrakta je bila u korelaciji sa ukupnim
sadrzajem fenola 1 koncentracijom flavonoida u ovom ekstraktu. Testirani ekstrakti su
pokazali znacajnu antibakterijsku aktivnost protiv G+ bakterija i slabu do umerenu
aktivnost protiv drugih mikroorganizama. Na osnovu dobijenih rezultata, zakljuc¢eno je da
se vrsta X. annuum moze smatrati prirodnim izvorom polifenolnih jedinjenja sa veoma
dobrom antioksidativnom i antimikrobnom aktivnoscu (Stankovi¢ i sar. 2011).

Nikolova (2011) je ispitivala antioksidativnu aktivnost 1 sadrzaj ukupnih
polifenolnih jedinjenja odredenih bugarskih vrsta biljaka. Prema dobijenim rezultatima,
zakljuceno je da 16 od 38 testiranih biljnih ekstrakata, medu kojima je i ekstrakt vrste X.
annuum, imaju snaznu antioksidativnu aktivnost, prema DPPH testu. Rezultati ukazuju na
moguce koris¢enje ispitivanih biljnih vrsta, koje nisu tradicionalno do tada koris¢enje kao
izvora antioksidativnih agenasa (Nikolova 2011).

Radojevi¢ i sar. (2011) su pomocu mikrodilucione metode ispitivali in vitro

antifungalnu aktivnost metanolnog, acetonskog i etil - acetatnog ekstrakta nekoliko biljnih

36



Y

_ g/ Taksonomija i filogenija Xeranthemum grupe (Asteraceae) - morfoloski, anatomski, fitohemijski i molekularni aspekti

p'ﬂ Milan M. Gavrilovié
vrsta iz Srbije, medu kojima je i X. annuum. Testiranje je izvrSeno na Cetiri vrste roda
Aspergillus, A. flavus, A. fumigatus, A. niger i A. restrictus. Testirani ekstrakti su pokazali
znacajnu antifungalnu aktivnost protiv A. restrictus i umerenu aktivnost u odnosu na druge
vrste roda Aspergillus. Najbolje rezultate su pokazali etil - acetatni ekstrakti Sideritis
montana L., X. annuum i Sedum acre L. Visoku antifungalnu aktivnost protiv A. restrictus
pokazala su sva tri ekstrakta X. annuum (MICs 0.625 do 1.25 mg/mL). Acetonski ekstrakt
ove vrste je pokazao znaCajnu aktivnost protiv A. flavus (MIC 1.25 mg/mL), dok je etil -
acetatni ekstrakt pokazao najvecu aktivnost protiv A. niger (MIC 1.25 mg/mL). Dobijeni
rezultati su ukazali da se ekstrakti odredenih biljaka mogu Koristiti kao prirodni izvori
supstanci koje mogu imati veliki znacaj u prehrambenoj industriji (npr. kao konzervansi)
(Radojevi¢ i sar. 2011).

Dekic i sar. (2015) su analizirali sastav i biolosku aktivnost etarskih ulja i ekstrakata
vrsta X. annuum i X. cylindraceum. lzolovani ekstrakti ovih vrsta su testirani na
mikroorganizme mikrodilucionom metodom. Testirani ekstrakti su pokazali znacajnu
antimikrobnu aktivnost, u rasponu od 30 do 260 mg/mL, najvecu protiv Bacillus cereus i
Staphilococcus aureus (vazan patogen na ljudima), sa vrednostima MIC bliskim
vrednostima hloramfenikola.

Bahmani 1 Zagaran (2016) su u etnobotanickoj studiji o upotrebi biljaka za lecenje
kamena u urinarnom sistemu od strane tradicionalnih lekara Irana zabelezili 16 vrsta iz 13
familija, medu kojima je i vrsta X. longepapposum. Pokazano je da dekokt napravljen od
nadzemnih delova ove vrste ima dejstvo protiv kamena u bubregu. Takode, preko 70%
herbalista (28 od 35) spomenulo je biljku X. longepapposum za lecenje kamena u bubregu
(Bahmani i1 Zagaran 2016). Rezultati ovakvih istraZzivanja upucuju na dalja fitohemijska 1

farmakoloSka istraZivanja ove vrste.
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2. CILJEVI RADA

Xeranthemum grupa obuhvata pet rodova: Shangwua, Amphoricarpos, Chardinia,
Xeranthemum i Siebera. Grupa je relativno dobro okarakterisana, ali ipak sa jo$ uvek
nedovoljno razjasnjenom taksonomijom i filogenijom. Pregledom literature ustanovljeno je
da su predstavnici ove grupe sa anatomskog, mikromorfoloskog i fitohemijskog aspekta
gotovo neistrazeni, dok su sa morfoloskog i1 molekularnog aspekta nedovoljno istrazeni.
Zato postoji potreba za detaljnim istrazivanjima sa ovih aspekata kako bi se bolje sagledala
filogenija grupe. Takode, dodatno, taksonomija endemi¢nog i reliktnog roda
Amphoricarpos je veoma komplesna. Taksonomski status taksona, posebno unutar

balkanskog kompleksa ovog roda je nejasno definisan i zahteva detaljnu reviziju.

Ciljevi ovog rada su:

e MorfoloSka (morfometrijska) analiza vegetativnih i reproduktivnih organa balkanskih
taksona roda Amphoricarpos;

e Anatomska analiza vegetativnih i reproduktivnih organa balkanskih taksona roda
Amphoricarpos i vrsta roda Xeranthemum iz Srbije;

e Molekularna analiza (plastidni i nuklearni genom) predstavnika Xeranthemum grupe;

e Utvrdivanje mikromorfoloskih struktura i1 karaktera cipsela, cvetnog regiona i listova
predstavnika Xeranthemum grupe;

¢ Fitohemija taksona Xeranthemum grupe (masne kiseline, alkani, laktonski i flavonoidni
profili taksona);

¢ Rasprostranjenje, filogenija i centri diverziteta Xeranthemum grupe;

e Utvrdivanje sistematskog statusa Xeranthemum grupe;

e Utvrdivanje podudarnosti morfoloskih, anatomskih, fitohemijskih 1 molekularnih
karaktera;

e Utvrdivanje taksonomskog statusa istrazivanih taksona;

¢ Bioloska aktivnost specijalizovanih metabolita odabranih taksona Xeranthemum grupe.
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3. MATERIJAL | METODE
3.1. Biljni materijal

Biljni materijal sakupljen je sa prirodnih staniSta u periodu od 2004. do 2018.
godine (Tabela 2).

Vaucer uzorci analiziranih taksona deponovani su u Herbarijumu Instituta za
botaniku Bioloskog fakulteta Univerziteta u Beogradu (BEOU). Pored ovih uzoraka za
istrazivanje su kori$¢eni i primerci iz Herbarijuma Prirodnjackog muzeja u Beogradu
(BEO), Herbarijuma Botani¢kog instituta u Barseloni (BC), Herbarijuma Zemaljskog
muzeja u Sarajevu (SAR), Herbarijuma Departmana za biologiju i ekologiju PMF Novi Sad
(BUNS), Herbarijuma Ivo Horvat (ZAHO) i Herbarijuma Botani¢kog zavoda
Prirodnoslovno-matematickog fakulteta u Zagrebu (ZA) (Thiers 2019). U ovom
istrazivanju primenjivan je koncept cetiri taksona roda Amphoricarpos na Balkanu
(Bosnjak 1936; Bleci¢ i Mayer 1967).
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Tabela 2. Podaci analiziranih taksona Xeranthemum grupe
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Takson Drzava Lokalitet N E Vaucer brojevi Morfo. Mikromo. Anatom. Fitoh. Molek. EI(I?L
Shangwua Tadzikistan Petra Pervogo 38°58°10” 70°39°53" Pimenov 1222 et N
masarica al. (MW)
Sh. denticulata Kina Xizang, Nielamu 28°08°53”° 8595855 Liu 7150 (LZU) +
Amphoricarpos < 051K 0943 4K Susanna 2256 et
excul Turska Mugla 36°50°06 29°24°46 al. (BC) +
A. elegans Gruzija Mt Migaria, Samegrelo 42°37°38.59” 42°39°13.48” BEOU 17420 + + + +
A. praedictus Turska Antalya 15513 +
Bosnal Cvrsnica 43°40°31.80”  18°0°51.31”  BEOU 16913 + + + + +
Hercegovina
Bosnai Vlagi¢ ZA 2552 "
Hercegovina
Bosna i * .
Hercegovina Cabulja ZAHO +
Bosna i ) ZA +
Hercegovina
. Bosnai . Rakitnica, Konjic ZA +
A. neumayerianus  Hercegovina
subsp. murbeckii Bosnai ZA +
Hercegovina
Bosnai Cabulja, Sljem ZAHO +
Hercegovina
Bosnai . Cvrsnica, Crepulja ZAHO +
Hercegovina
Bosna i . .
Hercegovina Prenj, Porim ZAHO +
Bosnai Prenj 43°330.9.8" 17°54'58.82" BEOU 16948 + +
Hercegovina
Crna Gora DPurdevica Tara 43°15°5.31”° 19°4°16.57 BEOU 16884 + + ++
A BEOU KEGB
Crna Gora Dobrilovine 998/96 +
Crna Gora Lojanik (Boban) BEOU 28538 +
A. autariatus Crna Gora Kanjon Drage 43°16'0.6,3" 19°07'00.0" BEOU 16975 + +
subsp. autariatus o sor Kanjon Sufice BEOU 818/94 +
Crna Gora Mratinje 43°16'47.8" 18°50'53.7" BEOU 16958 + +
Crna Gora Crvena greda 43°10'0.5.8" 19°03'48.1" BEOU 1204/89 +
Crna Gora Maganik VB31380 BEOU +
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Tabela 2. Podaci analiziranih taksona Xeranthemum grupe (nastavak)

Takson Drzava Lokalitet N E Vaucer brojevi Morfo. Mikromo. Anatom. Fitoh. Molek. aBklgl'
Crna Gora Pluzine 43°16'47,8" 18°50'53,7" BEOU 16958 + + + +
A. autariatus Crna Gora Sinjajevina 42°54'08.8" 19°23'19.80" BEOU 16924 + +
subsp. autariatus B .
osnal Kanjon Sutjeske BEOU 28546 + +
Hercegovina
Crna Gora Grebaja 42°30'35.61"  19°46'37.78" BEOU 1930 + + + +
Crna Gora Visitor 42°37'25.07" 19°53'4.58" BEOU 16918 + + + +
Crna Gora Komovi 42°40'9.61" 19°39'28.37" BEOU 16925 + +
Crna Gora Mali (Donji) Kotao 42°30'27,7" 19°46'50,8" BEOU 16928 + +
Crna Gora Maja Karanfili BEOU 16937 +
A. autariatus Crna Gora Rugovska klisura KEGB 2221/91 +
subsp. bertisceus
Crna Gora Maja Karanfili (Kro$nja) BEOU 17683 +
Crna Gora Visitor 42° 36'992" 19°53'012" BEOU 17878 +
Stbija Kanjon Milesevskog BEOU 5547 +
potoka
Srbija Pe¢, Milesevac potok ZA +
Albanija Buni Jezerces 42° 40'9.61" 19°39'28.37" BEOU KEGB +
Crna Gora Lov¢en 42°2359.71"  18°50'15.71" BEOU 16942 + +
Crna Gora Stirovnik 42°23'17.1" 18°48'12.4" BEOU 21241 +
Crna Gora Jezerski vrh 42°23'57.8" 18°50'37.3" BEOU 21064 +
A. neumayerianus  Crna Gora Orjen BEO 25927 +
subsp.
neumayerianus Crna Gora Orjenske lokve 42°33'35.7" 18°33'05.2" BEOU 16917 + + + + + +
Crna Gora Golisavac BEOU 17600 +
Crna Gora Orjensko sedlo BEOU 28556 +
Hrvatska Mali Kabl. ZAHO +
Chardinia 041 0grrn Susanna 1715 et
orientalis Iran 34°43°02 46°53°35 al. (BC) +
Xeranthemum 5 Garcia-Jacas &
: Spanija 41°23°02" 3°8°11" Susanna 2797 +
inapertum (BC)
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Taksonomija i filogenija Xeranthemum grupe (Asteraceae) - morfoloski, anatomski, fitohemijski i molekularni aspekti

Tabela 2. Podaci analiziranih taksona Xeranthemum grupe (nastavak)

Takson Drzava Lokalitet N E Vaucer brojevi Morfo. Mikromo. Anatom. Fitoh. Molek. aBi(igI.
X. annuum Srbija DPerdap 44°39'28.1" 22°32'26.8" BEOU 17280 + +

X. cylindraceum Srbija Derdap 44°36'44.6" 22°30'29.9" BEOU 17281 + + +

Siebera pungens Turska 37°03' 37°21 Susanna 2316 et al +

(BC)

+ oznacava koje su analize uradene za koje taksone.
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3.2. Morfoloske metode

Za morfometrijsku analizu uzorkovani su balkanski taksoni roda Amphoricarpos.
Analizirano je ukupno 98 jedinki (prikupljenih na terenu i iz herbarijuma). Na terenu je
uzorkovano od 10 do 20 individua po populaciji. Biljni materijal je fiksiran na terenu i
Cuvan u rastvoru 50% alkohol : glicerol (1 : 1) do pravljenja preparata u taksonomskoj
laboratoriji Katedre za morfologiju i sistematiku biljaka. Svaka jedinka koja je analizirana
je fotografisana sa lenjirom i rednim brojem. Stabljika i svi listovi rozete su ispravljeni,
presovani, a zatim fotografisani. Iz glavice su serijski izvuéene involukralne brakteje 1 palje
I napravljeni su preparati, koji su zatim fotografisani sa lenjirom (Slika 9). Merenja su
vrSena pomocu programa Digimizer, Image Analysis softver (MedCalc Software,
Belgium).

45



Taksonomija i filogenija Xeranthemum grupe (Asteraceae) - morfoloski, anatomski, fitohemijski i molekularni aspekti

Milan M. Gavrilovié

Slika 9. Materijal pripremljen za morfometrijsku analizu. 1 Cipsele. 2 Involukralne
brakteje. 3 Biljni materijal u rastvoru 50% alkohol : glicerol (1 : 1). 4 Jedinka sa listovima i
cvasti.
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3.2.1. Analize morfolosSkih karaktera

Analizirano je 28 karaktera, ukljuc¢uju¢i kvantitativne (20) i kvalitativne (8)
karaktere. Morfoloski karakteri obuhvaceni analizom prikazani su u Tabeli 3. Karakteri Koji
su analizirani u saglasnosti su sa ranije koriS¢enim karakterima za razlikovanje taksona
unutar roda Amphoricarpos pronadenim u literaturi. Karakteri listova se odnose na merenje
svih listova, posebno na stabljici, posebno u rozeti, a za analizu je uporedivana srednja
vrednost. Isti princip je vazio i za karaktere involukralnih brakteja. Za merenje karaktera
involukruma uzeta je po jedna brakteja iz niza, poc¢ev od najdonjeg spoljasnjeg (prvog)
listica (ukupno 7 morfoloski razli¢itih listi¢a) (Slika 9 - 2). U analizu su uzeti samo
karakteri obodne cipsele jer je pregledom literature ustanovljeno da oni imaju taksonomski
znacaj. Kvalitativnim karakterima je dodeljivana numeri¢ka oznaka, nakon ¢ega su

pretvoreni u srednje vrednosti kako bi bili uporedivi.
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Tabela 3. Analizirani morfoloski karakteri i 0znake

Naziv karaktera Oznaka
Visina stabljike S H
Pokrivenost stabljike trihomama S Ha
Broj listi¢a na stabljici SL_no
Duzina listi¢a stabljike SL_L
Broj grana stabljike SC_br_no
Oblik lista rozete RL_S
Duzina lista rozete RL_L
Sirina lista rozete RL W
Broj listova u rozeti RL_no
Pokrivenost lica lista rozete trihomama RL Ha_ad
Pokrivenost nali¢ja lista rozete trihomama RL _Ha_ ab
Duzina cvasti (glavice) CH
Sirina cvasti (glavice) C W
Broj glavica na jedinki C_no
Duzina prvog listi¢a involukruma | H1
Duzina listi¢a involukruma I_H
Sirina listiéa involukruma W
Oblik listi¢a involukruma )
Povrsina listi¢a involukruma I_Ar
Polozaj siljka srednjeg (2.) listi¢a involukruma I_Ap
Duzina obodne cipsele AC H
Sirina obodne cipsele AC W
Oblik obodne cipsele AC_ S
Duzina uSastih nastavaka obodne cipsele AC_Ap
Dlakavost obodne cipsele AC Ha
Sirina okriljenog dela obodne cipsele AC_Ma
Broj ¢ekinja papusa AC_Pa
Duzina ¢ekinja papusa AC_Pa_H
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3.2.2. Statisticka obrada morfometrijskih podataka

Za sve analizirane morfoloske karaktere uradena je deskriptivna statistika.
IzraCunati su minimum, maksimum, srednja vrednost, standardna devijacija i koeficijent
korelacije. Na osnovu toga uradena je analiza varijabilnosti morfoloskih karaktera i
poredenje izmedu taksona, a rezultati su prikazani u tabelama i grafi¢ki u obliku box
plotova.

Koeficijent varijacije (CV%) koris¢en je kako bi se opisala varijabilnost
morfoloskih karaktera. Nisko varijabilni karakteri imali su CV% < 10, umereno varijabilni
CV% > 10 i CV% <30, visoko varijabilni CV% > 30, a jako visoko varijabilni CV% >50.

Za CDA (kanonijska diskriminantna analiza - Canonical Discriminant Analysis -
CDA\) analizu su izabrani odredeni karakteri vegetativnih i reproduktivnih struktura. Na
osnovu tog seta karaktera su uradene sve CDA analize. CDA ispituje strukturu razlika
izmedu grupa (grupa populacija, populacija ili taksona), koje su prethodno definisane,
odnosno testira hipotezu o morfoloskoj diferencijaciji definisanih grupa. Ovom analizom se
dobijaju i informacije koji karakteri su najbolji za razlikovanje definisanih grupa. Takode
se dobija niz Fischer-ovih linearnih  diskriminantnih  funkcija.  Kanonijskom
diskriminantnom analizom se smanjuje dimenzionalnost multivarijantnih podataka tako da
se veliki broj ulaznih promenljivih svodi na manji skup novih sloZenih dimenzija
(kanoni¢kih funkcija) uz minimalan gubitak informacija. Cilj ove analize je da se odredi
doprinos svakog karaktera sveukupnoj morfoloskoj diskriminaciji 1 da se odredi set
karaktera koji najbolje diskriminise morfoloske klastere.

CDA je uradena za karaktere koji su izabrani na osnovu vise kriterijuma: a) PCA
znacajni karakteri (PCA skorovi veci od 0.7) i b) licna zapaZzanja. Spearman - ovim testom
su izraCunati koeficijenti korelacije izmedu parova svih karaktera. U sluc¢ajevima kad je
apsolutna vrednost koeficijenta korelacije izmedu dva karaktera bila ve¢a od 0.9 samo
jedan od ta dva karaktera je izabran za dalju analizu.

Klasterska analiza (eng. Claster analysis). Kanonijskom diskriminantnom analizom
su izraCunate 1 Mahalanobisove distance na osnovu kojih je uradena klasterska analiza. Pri

klasterskoj analizi se ne zna pripadnost objekata klasterima, niti konacan broj klastera.
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Klasterska analiza vrsi grupisanje objekata npr. taksona, grupa populacija ili populacija u
klastere prema njihovim sli¢nostima odnosno razlikama. Kao metod klasterovanja kori§¢en
je UPGMA (eng. "Unweighted pair - group average") metod, koji definiSe distance izmedu
dva klastera kao prosek udaljenosti izmedu svih parova posmatranih objekata. Svi grafici sa
predstavljenim rezultatima CDA analize su prac¢eni i odgovaraju¢im klasifikacionim

stablima (dendrogramima), koji predstavljaju graficki prikaz rezultata klasterske analize.
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3.3. Mikromorfoloske metode

Biljni materijal (zreli listovi, delovi stabljika, involukralne brakteje, cvetni regioni i
cipsele) sakupljen je na prirodnim staniStima. U mikromorfolosku analizu ukljuceni su
predstavnici svih rodova Xeranthemum grupe, takode, bilo je ukljuceno i vise taksona iz
odgovarajuc¢ih rodova (Tabela 2).

Suvi uzorci pri¢vrsceni su na specijalne metalne valj¢ice, a zatim su napareni sa 30
nm debelim slojem zlata u BAL - TEC, SCD 005 SPUTTER COATER vakuum uparivacu.
Tako pripremljeni uzorci analizirani su na skeniraju¢em elektronskom mikroskopu (JEOL
JSM-6460LV)

Morfologija trihoma je uradena prema Wurdack (1986), opis papusa prema Small

(1919), a insercija cipsela prema Héaffner (2000).

3.3.1. Skeniraju¢a elektronska mikroskopija sa energetsko-disperzivnim
spektrometrijom - SEM-EDS

Morfoloske karakteristike (involukralnih brakteja 1 listica krunice), kao i
morfologija i hemijski sastav precipitiranin mineralnih faza dobijeni su analizom na
skeniraju¢im elektronskim mikroskopom tipa JEOL JSM6610LV (JEOL Ltd., Tokyo,
Japan) koji je povezan sa energetsko-disperzivnim spektrometrom XMax (Oxford
Instruments) u uslovima visokog vakuuma, pri naponskim ubrzanjem zraka od 20 kV.

Predhodno na vazduhu osuseni uzorci su zalepljeni na aluminijumski nosa¢ pomocu
dvostruko-lepljive ugljeni¢ne trake, a zatim radi neophodne provodnosti prekriveni slojem
zlata na naparivacu tipa BALTEC-SCD-005 (Leica Microsystems, Wetzlar, Germany). Za
dobijanje sadrzaja elemenata (hemijski sastav precipitiranih mineralnih faza) koris¢eni su
unutra$nji standardi. Granica detekcije za veéinu elemenata bila je 0.1 tez.%. Kako su
uzorci nepolirani 1 s obzirom da se ovom metodom ne moze determinisati sadrzaj prvih pet
elemenata periodnog sistema hemijske analize precipitiranih mineralnih vrsta mogu se
smatrati kvalitativnim. Kako bi se opisao trodimenzionalni model kristala koris¢ena je
metoda Millerovih indeksa (Miller 1839).
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3.3.2. Rendgenska difraktometrija praha - XRPD

Precipitirane mineralne faze na involukralnim braktejama vrste X. cylindraceum
analizirane su metodom rendgenske difrakcije praha pomocéu Rigaku SmartLab
difraktometra. Uzorci su analizirani koris¢enjem CuKa rendgenskog zracenja u opsegu od
5° do 50° 20, sa korakom od 0.01° 20 i vremenskim zadrzavanjem od 1°/min. Prisustvo faza
u uzorcima determinisano je kori§¢enjem PDF - 2 baze podataka Internacionalnog Centra

za difrakcione podatke (International Centre for Diffraction Data - ICDD).
3.3.3. Mikro - Ramanska spektroskopija

Mikro - ramanski spektri precipitiranih  mineralnih faza na involukralnim
braktejama vrste X. cylindraceum dobijeni su pomo¢u DXR Ramanskog mikroskopa
(Thermo Scientific, Waltham, MA, USA). Koris¢eno je diodno lasersko pobudivacko
zracenje talasne duzine 532 nm i snage na povrSini uzorka od 10 mW. Prikupljanje
rasprSene svetlosti izvrSeno je pomocu Olimpusovog mikroskopa sa korigovanom
konfokalnom optikom (apertura - 50 pm, standardna radna udaljenost objektiva 5x, resetka
od 1.800 linija/mm i rezolucija od 2 cm™). Pre¢nik laserske tatke na uzorku je bio 1 pm. Za

prikupljanje spektara i manipulaciju koriS¢en je Thermo Scientific OMNIC softver.
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3.4. Anatomske metode

Biljni materijal, koren, stablo, drska cvasti, list i cvast dve vrsta roda Xeranthemum
iz Srbije, kao i adventivni koren, rizom, drska cvasti, list i cvast balkanskih taksona roda
Amphoricarpos, od po pet jedinki po taksonu, je sakupljen na prirodnim staniStima tokom
perioda cvetanja (viSe manje u istoj ontogenetskoj fazi) i ¢uvan u fiksativu, 50% EtOH ili u
FAA (EtOH (95%) : glacijalna sircetna kiselina : formalin (37% formaldehid) :
dejonizovana H,O =50:5:10: 35).).

Pripremljeni su privremeni i trajni preparati zrelih korenova, adventivnih korenova,
rizoma, stabljika, listova, drski cvasti i cvasti biljaka. Delovi biljaka su seceni svezi ili su
bili podvrgnuti pripremi za standardnu parafinsku proceduru (Ruzin 1999). Rué¢no radeni
popre¢ni preseci svezeg biljnog materijala uradeni su pomocu oStrog Zzileta. Neki
privremeni preparati (stabljika i list) su obojeni toluidinskim plavim (0.05% v/v, vodeni)
(O’Brien i sar. 1964), floroglucinol - HCI (Phloroglucinol-HCI) reagensom za detektovanje
lignina (lignifikovanih ¢elijskih zidova) (Jensen 1962) ili sa Lugolovim rastvorom za
vizuelizaciju skroba (Johansen 1940). Pored toga, delovi listova nekih taksona su
“prosvetljeni” drzanjem u smesi glacijalne siréetne kiseline i 30% vodonik peroksida (1: 1
v/v) na 60° C (1 — 5 dana). Epidermalni otisci listova su napravljeni pomocu transparentnog
laka i transparentne lepljive trake. Za pripremu poprecnih i uzduznih preseka (debljine 8 —
10 pm) srednjih delova biljnih organa upotrebljena je standardna parafinska metoda.
Preseci su dvojno obojeni u safraninu O (1%, v/v 50% EtOH) i alcian blu (1% v/v, vodeni),
a zatim su postavljeni na predmetne plo¢ice pomoc¢u Kanada balzam. Trajni preseci ¢uvaju
se na Katedri za morfologiju i sistematiku biljaka, Univerziteta u Beogradu - Bioloskog
fakulteta. Posmatranja i merenja su izvrSena na svetlosnom mikroskopu Leica DM2000 sa
digitalnom kamerom Leica DFC320 i pomoc¢u racunara sa softverom za snimanje i merenje
Leica IM 1000.

Sva merenja su predstavljena kao srednje vrednosti + standardna devijacija.

Statistika anliza je uradena pomoc¢u Microsoft Excel softvera.
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3.5. Fitohemijske metode

Biljni materijal [(100 mg cipsela za analizu masnih kiselina (balkanski taksoni roda
Amphoricarpos i X. cylindraceum), 0.50 g listova za analizu fenolnih jedinjanja (balkanski
taksoni roda Amphoricarpos) i 1.00 g listova za analizu seskviterpenskih laktona (A.
elegans)] sakupljen je na prirodnim stanistima (Tabela 2). Zrele cipsele su sakupljene u
papirne kesice. Listovi su sakupljeni u zip kesice u kojima je bio silika gel sa indikatorom

vlage.
3.5.1. Masne kiseline iz cipsela
3.5.1.1. Ekstrakcija ulja

Samlevenim zrelim cipselama (100 mg) dodato je po 2 mL n-heksana i uzorci (9) su
stavljeni u vorteks 10 min. Nakon toga, uzorci su centrifugirani na 9.500 rpm, 5 min, 25°C.

Supernatant je filtriran, a dobijeno ulje je koncentrovano pod konstantnim protokom azota.
3.5.1.2. Transesterifikacija ulja

Transesterifikacija ulja je izvrSena dodavanjem 250 mL KOH u metanolu (0.5 M).
Uzorci su stavljeni u vorteks tokom 2 min, a zatim im je dodat 1 mL n-heksana i uzorci su
stavljeni u Sejker 2 min. Na kraju, uzorci su centrifugirani (4500 rpm, 6 min, 25°C).
Supernatant je filtriran (MS® PTFE Syringe Filter, veli¢ina pora 0.45 um, dijametar 13 mm)

u tamne vijale i saCuvan za kasniju analizu.
3.5.1.3. GC-FID analiza masnih kiselina
Estri masnih kiselina (FAMES) su analizirani na gasnom hromatogramu sa plameno

jonizujuc¢im detektorom (GC-FID) (Agilent Technology 7890A). Injektovan je 1uL uzorka
u injektor. Koris¢ena je DB-5ms kapilarna kolona (30 m x 250 pm x 0.25 um) pod
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slede¢im uslovima: inicijalna temperatura pecnice, 150 °C (4 min); gradijent temperature 4
°C/min do 280 °C; vreme zadrzavanja na 280 °C, 5 min; temperatura injektora i detektora,
300 °C. Split odnos je bio 1:50. Helijum je kori$¢en kao noseé¢i gas (protok 1 mL/min).
Vodonik (30 mL/min) i sinteticki vazduh (400 mL/min) su kori$¢eni za plamenu jonizaciju.
Kao make-up gas korisc¢en je azot (25 mL/min). Identifikacija metil estara masnih kiselina
je uradena poredenjem sa retencionim vremenima standarda FAME MIX (C4-24 Supelco).
Relativna koli¢ina metil estara masnih kiselina izracunata je integraljenjem povrSine svakog

pika i izrazena je u procentima. Sve analize su uradene u triplikatu.
3.5.2. Ekstrakcija i izolacija seskviterpenskih laktona za HPLC i NMR analizu
3.5.2.1. Ekstrakcija i izolacija seskviterpenskih laktona (SLs)

Intaktnim suvim listovima (1.00 g) dodat je CH.Cl, i zatim su listovi stavljeni 10
min u ultrazvuéno kupatilo na sobnoj temperaturi. Nakon filtriranja i uparavanja do suva,
ekstraktu je dodata smesa MeOH : heksan (1: 1). Donja faza (MeOH frakcija) izdvojena u
levku za odvajanje je odvojena, a heksanska frakcija je ekstrahovana viSe puta sa
metanolom i MeOH ekstrakti su zatim spojeni. Ukupni MeOH ekstrakt je uparen do suva u

rotacionom vakuum uparivacu i koris¢en za HPLC i NMR analizu.
3.5.2.2. HPLC i NMR analiza

NMR spektri snimani su u CDCls, na aparatu Bruker AVANCE I, 500 MHz.
Hromatografska analiza ukupnog MeOH ekstrakta je uradena na aparatu 1100 Series liquid
chromatograph Agilent Technologies sa diode array detektorom (DAD; A=210 nm) i
autosemplerom. Kolona za razdvajanje je bila Zorbax Eclipse XDB C18 (250 m x 9.4 mm;
5 um). Temperatura kolone bila je 20 °C, gradijent protoka mobilne faze 0.5 mL min™.
Gradijent smeSe rastavraca (rastvara¢ A voda, rastavara¢ B 100 % acetonitril) bio je: 0 -5
min, 10% B; 5-20 min, 10 - 35% B; 20 - 30 min, 35% B, 30 - 40 min, 35- 50% B; 40 - 60
min, 50% B; 60 - 61 min, 50 - 10% B; 61 - 66 min, 10% B. Injektovan je 1 puL uzorka.
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3.5.3. UHPLC-LTQ Orbitrap MS/MS analiza
3.5.3.1. Ekstrakcija

Biljni materijal za ekstrakciju pripremljen je tako sto je 0.5 g intaktnih listova, kao i
0.5 g samlevenih listova u laboratorijskom mlinu i usitnjenih u avanu pomocu tecnog azota,
balkanskih taksona roda Amphoricapros (Amphoricarpos neumayerianus subsp.
neumayerianus, Amphoricarpos neumayerianus subsp. murbeckii, A. autariatus subsp.
autariatus i A. autariatus subsp. bertisceus) podvrgnuto ekstrakciji pomocu 50 ml CH,Cl,
tokom 10 min na sobnoj temperaturi. Ovako dobijenih osam ekstrakata (Cetiri od intaktnih
listova i Cetiri od samlevenih listova) profiltrirano je kroz Whatman No. 1 filter papir i
upareno do suva pomocu rotacionog vakuum uparivaca. Svakom uzorku dodato je 10 ml
sme$e MeOH : n- heksan (1:1). Uzorci su zatim centrifugirani (3000 rpm, 1 min, 25 °C).
Nakon toga, uzeta je donja faza (MeOH frakcija) i uparena do suva pomocu rotacionog
vakuum uparivaca. Svakom uzorku dodat je po 1 mL MeOH 1 uzorci su profiltrirani kroz
teflonske filtere (MS® PTFE Syringe Filter, veli¢ina pora 0.45 um, dijametar 13 mm) u

tamne vijale i Cuvani u frizideru na temperaturi 4 °C do dalje upotrebe.
3.5.3.2. Analiza fenolnih jedinjenja

Za analizu je napravljen polazni rastvor smeSe flavonoida (naringenin, apigenin,
hrizoeriol i acacetin) i fenolnih kiselina (hlorogenska Kkiselina, p-hidroksibenzoeva,
kofeinska kiselina i p-kumarinska kiselina) koncentracije 1000 mg/L, rastvaranjem
standardnih jedinjenja u metanolu. Razblazivanjem polaznog rastvora mobilnom fazom
pripremljena je serija radnih rastvora koncentracija: 0.025; 0.050; 0.100; 0.250; 0.500;
0.750 1 1.000 mg/I. Polazni i radni rastvori su ¢uvani u mraku na 4 °C. Kalibracione krive
su dobijene korelisanjem povrsina pikova sa koncentracijom standardnih rastvora.

Za analizu je koris¢en sistem za ultracfikasnu te¢nu hromatografiju (UHPLC):
Accela 600 pumpa i Accela autosempler (Thermo Fisher Scientific). Za analiticko

razdvajanje koris¢ena je Syncronis C18 kolona (50 x 2.1 mm, 1.7 um veliina Cestica)
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(Thermo Fisher Scientific). Mobilna faza je bila: (A) voda sa 0.1 % mravlje kiseline i (B)
acetonitril sa 0.1 % mravlje kiseline. Gradijentni program bio je slede¢i: 0.0 - 1.0 min, 5
% B; 1.0 - 14.0min,5 - 95 % B; 14.0- 14.1 min, 95 - 5 % B; narednih 6 min, 5 % B.
Injekciona zapremina za sve uzorke iznosila je 5uL, a brzina protoka je bila 275 pL/min.

Sistem za te¢nu hromatografiju bio je povezan sa linearnim jon trap-Orbitrap
hibridnim masenim analizatorom (LTQ OrbiTrap XL). Jonizacija je izvedena u negativhom
modu pomocu elektron- sprej interfejsa (HESI-Il, Thermo Fisher Scientific). Vrednosti
pararametara jonskog izvora su iznosili: napon jonskog izvora 5 kV, napon kapilara - 40 V,
napon cevi - 80 V, temperatura kapilare 275 °C, glavni i pomo¢ni protok gasa (Nj) 42 i 11
proizvodnih jedinica. Maseni spektri su snimani u opsegu odnosa m/z 100- 1000. Za
proucavanje fragmentacije ispitivanih jedinjenja koriS¢ena je koliziono indukovana
disocijacija (CID). Normalizovana koliziona energija indukovane disocijacije bila je
konstantna i iznosila je 35 eV.

Fenolna jedinjenja su kvantifikovana poredjenjem sa retencionim vremenima,
tatnim masama i masenim spektrima standardnih jedinjenja. Masa identifikovanih
jedinjenja dobijena na osnovu masene spektrometrije visoke rezolucije je poredena sa
tatnom masom izraCunatom primenom ChemDraw softvera. Na taj nacin dobijene su
molekulske formule nepoznatih jedinjenja, dok je njihova identifikacija predlozena na

osnovu specificne MS" fragmentacije.

3.6. Molekularne metode

3.6.1. Biljni materijal

Biljni materijal (mladi listovi iz 18 balkanskih populacija roda Amphoricarpos)
sakupljen na prirodnim staniStima (Tabela 2) stavljen je u plasti¢ne zip kesice sa silika
gelom sa indikatorom vlage. U analizu su bili ukljuceni, pored ova taksona iz roda
Amphoricarpos jos i A. exsul i A. praedictus, i A. elegans; X. annumm, X. cylindraceum, X.
inapertum i X. longepapposum; Chardinia orientalis i Siebera pungens; i dve vrste roda
Shangwua (Sh. denticulata i Sh. jacea). Outgrupa su bili odabrani taksoni iz podtribusa

Carlininae (Carlina vulgaris), Cardopatiinae (Cardopatium corymbosum) i Echinopsinae
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(Echinops emiliae) pratec¢i filogeniju Herrando-Moraira i sar. (2019). ITS sekvence
Chardinia orientalis (S1715), Shangwua denticulata, Siebera pungens, Xeranthemum
annuum (S2362), X. cylindraceum, X. inapertum (S1456) i X. longepapposum, i autgrupe
su preuzeti od GenBank-e. Vaucer uzorci, izvor materijala i GenBank vaucer brojevi su dati

u radu Herrando- Moraira i sar. (2019).

3.6.2. Ekstrakcija, amplifikacija i sekvenciranje DNK

Ukupna DNK je ekstrahovana primenom CTAB protokola (Doyle and Doyle,
1987), modifikovanog prema Culling (1992) i Tel-Zur i sar. (1999) od svezih listova
sakupljenih na terenu kao i iz herbarizovanog materijala.

Prvi skrining je uraden na 8 individua iz reprezentativnih balkanskih populacija
upotrebom 12 plastidnih markera: ndh-rpl32, rpl32-trnL“*®), rpl16 intron, ndhA intron,
trnG intron, trnT YCY-rnL™ 57k UY-3ps16, ndhC- trnVv VA9 (Shaw i sar. 2005,
2007, 2014), ycf3- trnS (Hershkovitz 2006), trnH-psbA, (Hamilton, 1999), and trnS¢cY-
trnC " and trnGUCO- trnTCCY) (Kim i sar. 2005); pet plastidnih mikrosatelita (ccmpl,
ccmp2, cemp3, ccmp5 i cemp?, cf. Weising 1 Gardner 1999) i dva jedarna ribozomalna
markera (ITS i ETS, cf. White i sar. 1990; Baldwin i Markos, 1998; Linder i sar. 2000).
Samo plastidni intergenski spejser ycf3-trnS i jedarni ribozomalni ITS su pokazali
filogenetski signal. Sve populacije su amplifikovane za ova dva regiona.

Intergenski spejser ycf3- trnS region: tri individue po populaciji su uzorkovane od
balkanskih taksona roda Amphoricarpos, i po jedna individua iz ostalih populacija, ukupno
60 individua. Plastidni intergenski spejser ycf3-trnS je amplifikovan sa prajmerima
SP43122F kao forward (“napred”) prajmerom i SP44097R kao reverse (‘“nazad”)
prajmerom (Hershkovitz 2006). PCR amplifikacija je ukljucila korak inicijalizacije (95 °C
1 min 35 s), zatim pratecih trideset pet ciklusa amplifikacije pod slede¢im uslovima: 95 °C
1min30s,52°C1min30s,i72°C 2 min, sadodatnim korakom ekstenzije od 10 min na
72°C.
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Interni transkribujuéi spejser ITS: za analizu ITS regiona, uzorkovana je jedna
individua po populaciji (ukupno 26 individua). ITS je amplifikovan pomocu ITS1 kao
forward (“napred”) prajmerom i ITS4 kao reverse (“nazad”) prajmerom (White 1 sar. 1990).
PCR amplifikacija je ukljucila korak inicijalizacije na 95 °C 2 min, i1 zatim pratecih trideset
ciklusa amplifikacije pod slede¢im uslovima: 94 °C 1 min 30 s, 55 °C 2 min, i 72 °C 3 min,
sa dodatnim korakom ekstenzije od 15 min na 72 °C.

Za plastidne 1 jedarne regione reakcije su uradene na zapreminu od 25 pL sa 10%
10mM 10xAmpliTag puferom, 10% 25 mM MgCI2 rastvorom, 10% 2mM od svakog
dNTP, 4% svakog prajmera od 5uM, jedna jedinica AmpliTag® polimeraze (Applied
Biosystems Foster City, CA, USA), 1 pL od BSA (bovine serum albumin, New England
Biolabs, NE, USA) na 0.4 mg/ml za cpDNA ili 0.5 uL DMSO (dimethyl sulfoxide; Sigma-
Aldrich, Schnelldorf, Germany) za jedarni region i 2 pL template DNK nepoznate
koncentracije. Ovo je uradeno do 25 pL koriste¢i sterilnu destilovanu vodu.

Oba regiona su sekvencionisarana sa istim prajmerima kori$¢enim za amplifikaciju.
Sekvenciranje nukleotida je uradeno na ABI 3730XL Analyser (Applied Biosystems)

prate¢i protokol prema Macrogen Inc., Koreja.

3.6.3. Filogenetske analize

Sekvence su vizuelno poravnate pomoc¢u softver BioEdit 7.0.5.3 (Hall 1999). Kako
bi se ispitali odnosi izmedu rodova Xeranthemum grupe kao i korelacija DNK sekvenci sa
taksonomijom, uradene su Bajesove analize na tri skupa podataka. Skup podataka 1 je
ukljucivao ITS sekvence, skup podataka 2 trnS i skup podataka 3 kombinovane ITS + trnS
sekvence (rezultati oba skupa podataka 1 i 2 nisu otkrili nikakve jake nepodudarnosti).
Bajesove analize su uradene pomoc¢u evolutivnhog modela utvrsenog pomoc¢u jModeltest
v.2.1.10 (Darriba i sar. 2012). Model GTR + G je izabran kao model koji najbolje odgovara
nukleotidnoj supstituciji upotrebom Akaike Information Criteria (AIC) u svim skupovima
podataka. Analize su uradene pomoc¢u Mr. Bayes v. 3.2 (Ronkuist i sar. 2012). Analize su
inicirane slucajnim pocetnim stablima, a cetiri Markovljeva lanca su se izvodila

istovremeno za 20 x 10° generacija. Sacuvana je jedna na svakih 1000 generacija, a prvih
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5.000 generacija odbacene su kao “burn-in” period nakon potvrdivanja da su se vrednosti
log-verovatnoée stabilizirale pre koriS¢enja Tracer 1.7.1 (Rambaut i sar., 2018)
proveravajuc¢i da je vrednost Efektivne veli¢ine uzorka (EES) bila ve¢a od 200 nakon
odbacivanja 25% stabala kao “burn-in”. Internodije sa posteriornim verovatno¢ama > 0.095

su smatrane statisticki znacajnim.

3.7. Utvrdivanje bioloske aktivnosti ekstrakata

Biljni materijal (listovi) taksona roda Amphoricarpos sakupljen je na prirodnim
stani$tima tokom 2010. i 2011. godine (Tabela 2). Listovi su sakupljeni u papirne kesice i

osu$eni na tamnom 1 suvom mestu.

3.7.1. Utvrdivanje antimikrobne aktivnosti

3.7.1.1. Ekstrakcija

Sva tri uzorka, Amphoricarpos neumayerianus subsp. neumayerianus, A. autariatus
subsp. autariatus i A. autariatus subsp. bertisceus (4.00 g suvih intaktnih listova) su
ekstrahovana dietil etrom tokom 24 h na sobnoj temperaturi. Ekstrakti su filtrirani i upareni
do suva na rotacionom vakuum uparivacu i dobijeno je 30.76 mg (Amphoricarpos
neumayerianus subsp. neumayerianus), 25.53 mg (A. autariatus subsp. autariatus) i 30.40
mg (A. autariatus subsp. bertisceus) sirovih suvih ekstrakata. Ve¢ koriséeni listovi za
ekstrakciju sa dietil etrom (tri uzorka) su samleveni i svaki uzorak je ponovo ekstrahovan sa
80% MeoH tokom 24 h na sobnoj temperaturi. Svaki ekstrakt je filtriran i upareni do suva
pomocu rotacionog vakuum uparivaca i dobijeno je 30.15 mg (A. neumayerianus subsp.
neumayerianus), 38.00 mg (A. autariatus subsp. autariatus) i 18.60 mg (A. autariatus
subsp. bertisceus) sirovih suvih ekstrakata. Nova tri uzorka istih taksona (4.00 g suvih
listova) su samlevena i svaki je ekstrahovan sa 50% acetona tokom 24 h na sobnoj
temperaturi. Svaki ekstrakt je filtriran i filtrati su upareni do do suva pomocu rotacionog

vakuum uparivaca i dobijeno je 15.60 mg (A. neumayerianus subsp. neumayerianus), 12.13
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mg (A. autariatus subsp. autariatus) i 11.64 mg (A. autariatus subsp. bertisceus) sirovih
suvih ekstrakata.

3.7.1.2. Odredivanje antibakterijske aktivnosti

Antibakterijska aktivnost testirana je na gram negativnim (Enterobacter cloacae
humani izolat, Escherichia coli ATCC 35210, Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 and
Salmonella typhimurium ATCC 13311) i gram pozitivnim bakterijama (Bacillus cereus
klini¢ki izolat, Listeria monocytogenes NCTC 7973, Micrococcus flavus ATCC 10240 i
Staphylococcus aureus ATCC 6538). Organizmi su dobijeni iz MikoloSke laboratorije,
Odeljenja za fiziologiju biljaka, Instituta za bioloska istrazivanja "SiniSa Stankovic",
Univerziteta u Beogradu, Srbija. Antibakterijski test je sproveden mikrodilucionom
metodom (Hanel i Raether, 1988; Espinel-Ingroff 2001). Bakterijske suspenzije su
podesene sterilnim fizioloskim rastvorom do koncentracije od 1.0 x 10° CFU/mL.
Inokulum je pripreman svakodnevno i ¢uvan na 4 °C do upotrebe. RazblaZenja inokuluma
su kultivisana na ¢vrstom medijumu kako bi se potvrdilo odsustvo kontaminacije i
proverila validnost inokuluma. Svi eksperimenti su izvedeni u duplikatu i ponovljeni tri
puta.

Minimalne inhibitorne i baktericidne koncentracije (MIC i MBC) su odredene
upotrebom mikrotitracionih ploc¢a sa 96 bunarci¢a. Bakterijska suspenzija je podeSena sa
sterilnim fizioloskim rastvorom do koncentracije od 1.0 x 10° CFU/mL. Svaki ekstrakt
(dietil etar, 80% MeOH i 50% aceton) je rastvoren u 5% DMSO i dodat (10 mg/mL) u
Tryptic Soy Broth (TSB) hranljivu podlogu (TSB) (100 mL) sa bakterijskim inokulumom
(1,0 x 10* CFU po bunar¢iéu) da bi se postigla Zeljena koncentracija. Mikroploce su
inkubirane na rotacionom Sejkeru (160 rpm) tokom 24 h na temperaturi od 37 °C. Najnize
koncentracije bez vidljivog rasta (na binokularnom mikroskopu) su definisane kao
koncentracije koje potpuno inhibiraju rast bakterija (MIC). Minimalne baktericidne
koncentracije (MBC) su odredene serijskom sub-kultivacijom 2 pL u mikrotitracione ploce
koje sadrze 100 uL. podloge po bunarci¢u i daljom inkubacijom tokom 24 h. Najniza

koncentracija bez vidljivog rasta je definisana kao MBC, §to ukazuje na 99.5% ubijanja
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originalnog inokuluma. Opticka gustina svakog bunari¢a je merena na talasnoj duzini od
655 nm pomocu microplate manager 4.0 (Bio-Rad Laboratories) i uporedena sa slepom i
pozitivnom kontrolom. Kao pozitivne kontrole koriS¢eni su antibiotici Streptomicin i
ampicilin (1 mg/mL u sterilnom fizioloSkom rastvoru). Svi eksperimenti su izvedeni u

duplikatu i ponovljeni tri puta.
3.7.1.3. Odredivanje antifungalne aktivnosti

Antifungalna aktivnost testirana je na mikromicete Aspergillus fumigatus (ATCC
1022), A. versicolor (ATCC 11730), A. ochraceus (ATCC 12066), A. niger (ATCC 6275),
Trichoderma viride (IAM 5061), Penicillium funiculosum (ATCC 36839), P. ochrochloron
(ATCC 9112) i Candida albicans (ATCC 10231) koje su dobijene iz Mikoloske
laboratorije, Odeljenja za fiziologiju biljaka, Instituta za bioloska istrazivanja "SiniSa
Stankovi¢", Univerziteta u Beogradu, Srbija. Mikromicete su odrzavane na malt agaru a
kulture su ¢uvane na 4 °C i subkultivisane jednom mese¢no (Booth 1971). Antifungalni test
je sproveden modifikovanom mikrodilucionom metodom (Hanel i Raether, 1988; Espinel-
Ingroff 2001). Spore mikromiceta su sprane sa povrSine agar plo¢a sa sterilnim 0.85%
slanim rastvorom koji sadrzi 0.1% Tween 80 (v/v). Suspenzija spora je podeSena sa
sterilnim fizioloskim rastvorom do koncentracije od priblizno 1.0 x 10° u kona¢noj
zapremini od 100 pL po bunari¢u. Inokulumi su cuvani na 4 °C za dalju upotrebu.
Razblazenja inokuluma su kultivisana na ¢vrstom malt agaru kako bi se potvrdilo odsustvo
kontaminacije 1 da bi se proverila validnost inokuluma. Odredivanje minimalne inhibitorne
koncentracije (MIC) vrSeno je tehnikom serijskog razblazivanja pomocu mikrotitracione
ploce sa 96 bunarCica. Ispitivani ekstrakti (dietil etar, 80% MeOH i 50% aceton) su
dodavani u koncentraciji od 10 mg/mL u Malt hranljivu podlogu (MA) sa inokulumom.
Mikroploce su inkubirane na rotacionom Sejkeru (160 rpm) tokom 72 h na temperaturi od
28 °C. Najnize koncentracije bez vidljivog rasta (na binokularnom mikroskopu) definisane
su kao MIC. Fungicidne koncentracije (MFC) su utvrdene serijskom subkultivacijom 2 pL
testiranih ekstrakata rastvorenih u medijumu i inokulisanih tokom 72 h, u mikrotitracione

ploce koje sadrze 100 uL. medijuma po bunar¢ic¢u i dalje inkubacije 72 h na 28° C. Najniza
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koncentracija bez vidljivog rasta je definisana kao MFC, $to ukazuje na 99.5% ubijanja
originalnog inokuluma. Fungicidi bifonazol i ketokonazol su koriS¢eni kao pozitivne

kontrole (1 — 3500 ug/mL). Svi eksperimenti su izvedeni u duplikatu i ponovljeni tri puta.

3.7.2. Odredivanje antioksidativne aktivnosti

3.7.2.1. Ekstrakcija

Svaki uzorak (1.00 g suvih i samlevenih listova taksona Amphoricarpos
neumayerianus subsp. neumayerianus, A. autariatus subsp. autariatus i A. autariatus
subsp. bertisceus) je rastvoren u 20 mL MeOH i ¢uvan na sobnoj temperaturi. Nakon 24 h,
teCni ekstrakti su filtrirani pomo¢u Whatman No. 1 filter papira i ostatak je ponovo
ekstrahovan sa jednakom zapreminom rastvaraca. Nakon 48 h, postupak je ponovljen.
Ukupni te¢ni ekstrakti su upareni do suva na 40 °C pomocu rotacionog vakuum uparivaca.
Dobijeni suvi metanolni ekstrakti su ¢uvani u sterilnim epruvetama i ¢uvani na 4 °C.

Te¢ni metanolni i vodeni ekstrakti su pripremljeni meSanjem 1 mg suvog
samlevenog biljnog materijala i 1 mL rastvarac¢a. Nakon 24h, dobijeni ekstrakti su filtrirani
koriste¢i Whatman No. 1 filter papir i ¢uvani na 4 °C.

Uzorak (1.00 g samlevenih suvih listova) vrste Amphoricarpos elegans je
ekstrahovan u Soksletovom ekstraktoru koriste¢i ¢ist n- heksan, etil acetat i MeOh kao
rastvarae tokom 6 h. Rastvaraci (3 x 120 mL) su sukcesivno menjani nakon 2, 4 i 6 h.

Ekstrakti su upareni do suva pomocu rotacionog vakuum uparivaca ¢uvani na 4 °C.

3.7.2.2. Odredivanje ukupnih fenola

Sadrzaj fenola u biljnim ekstraktima (suvi metanolni i teCni metanolni i vodeni
ekstrakti) taksona Amphoricarpos neumayerianus subsp. neumayerianus, A. autariatus
subsp. autariatus i A. autariatus subsp. bertisceus utvrden je pomocu spektrofotometrijske
metode (Singleton i sar. 1999). Metanolni rastvor ekstrakta u koncentraciji od 1 mg/mL je

koriS¢en za analizu. Reakciona smesa je pripremljena mesanjem 0.5 mL rastvora ekstrakta,
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2.5 mL Folin- Cokalteuovog reagensa, 2 mL 7.5% NaHCOj3 i inkubirana 15 min na 45 °C.
Apsorbanca je utvrdena na Amax = 765 Nm. Na osnovu izmerene apsorpcije, sadrzaj fenola u
ekstraktima je izrazen u ekvivalentu galne kiseline, GAE (mg GA/g ekstrakta).

Fenolni sadrzaj metanolnog, etil acetatnog i n- heksanskog ekstrakta vrste A.
elegans odreden je UV spektroskopijom (Singleton i sar. 1999). Metanolni rastvor ekstrakta
(1 mg/mL) je koriS¢en za analizu. Reakciona smeSa je pripremljena meSanjem 0.1 mL
rastvora ekstrakta sa 0.5 mL 10% Folin- Cokalteuovog reagensa i 0.4 mL 7.5% NaHCO; i
inkubirana 120 min na sobnoj temperaturi. Apsorpcija je odredena na Amax = 740 nm. Na
0Snovu izmerene apsorbancije, sadrzaj fenola u ekstraktima je izrazen u ekvivalentu galne

kiseline (GAE) ili mg GA/g ekstrakta

3.7.2.3. Odredivanje ukupnih flavonoida

Sadrzaj flavonoida u ispitivanim biljnim ekstraktima (suvi metanolni i tecni
metanolni i vodeni ekstrakti) taksona Amphoricarpos neumayerianus subsp.
neumayerianus, A. autariatus subsp. autariatus i A. autariatus subsp. bertisceus odreden je
spektrofotometrijskom metodom (Quettier- Deleu i sar. 2000). Uzorak je sadrzao 1 mL
metanolnog rastvora ekstrakta u koncentraciji od 1 mg/mL i 1 mL 2% AICl3. Uzorci su
inkubirani 1h na sobnoj temperaturi. Apsorpcija je odredena na Amax = 415 nm. Na osnovu
izmerene apsorbance, sadrzaj flavonoida u ekstraktima je izrazen u ekvivalentu rutina, RUE
(mg RU/g ekstrakta).

Sadrzaj flavonoida u suvom metanolnom, etil acetatathom i n-heksanskom ekstraktu
vrste A. elegans je takode odreden UV spektroskopijom (Mateji¢ 2012). Uzorak je sadrzao
0,1 mL metanolnog rastvora ekstrakta u koncentraciji od 1 mg/mL, 0,41 mL 80% EtOH, i
0,01 mL i 0,1 mL Al (NO3) 3x9H,0 i CH3COOK svaki. Uzorci su inkubirani 40 min na
sobnoj temperaturi. Apsorpcija je odredena na Amax = 415 nm. Na osnovu izmerene
apsorbance, sadrzaj flavonoida u ekstraktima je izraZzen u ekvivalentu kuercetina (QUE), ili
mg QU/g ekstrakta.
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3.7.2.4. Utvrdivanje antioksidativne aktivnosti

Sposobnost biljnog ekstrakta (suvi metanolni i te¢ni metanolni i vodeni ekstrakti)
taksona Amphoricarpos neumayerianus subsp. neumayerianus, A. autariatus subsp.
autariatus i A. autariatus subsp. bertisceus da neutralise 1,1-difenil-2-pikrilhidrazil
(DPPH) slobodni radikal utvrden je spektrofotometrijskom metodom (Tekao i sar. 1994;
Kumarasamy i sar. 2007). Razblazenja iz pocetnog metanolnog rastvora su napravljena
kako bi se dobile koncentracije od 1000, 500, 250, 125, 62.5, 31.25, 15.62, 7.81, 3.90, 1.99,
0.97 ug/mL i sa rastvorom DPPH. Nakon 30 min u mraku na sobnoj temperaturi, merena je
apsorbancija na 517 nm. Kontrolni uzorci su sadrzali sve reagense osim ekstrakta. Procenat
inhibicije je izraCunat pomocu jednacine: % inhibicije = 100 x (A kontrole - A uzorka) / A
kontrole), dok su IC50 vrednosti procenjene iz % inhibicije u odnosu na koncentracijsku
sigmoidalnu krivu, pomoc¢u nelinearne regresijske analize. U prikazanim rezultatima,
antioksidativna efikasnost ekstrakta se povecava sa smanjenjem IC50 vrednosti.

Antioksidativna aktivnost ekstrakata vrste A. elegans je utvrSena koris¢enjem tri
testa (DPPH, ABTS i FRAP).

Sposobnost biljnih ekstrakata (suvi metanolni, etil acetatni i n- heksanski) da
neutraliSu  1,1-difenil-2-pikrilhidrazil (DPPH) slobodni radikal je wutvrSen UV
spektroskopijom (Tekao i sar. 1994; Kumarasamy i sar. 2007). Razbladenja pocetnog
metanolnog rastvora su napravljena da bi se dobile koncentracije od 500, 350, 275, 250,
200, 100, 50 pg/mL DPPH. Nakon 40 min u mraku na sobnoj temperaturi, merena je
apsorbancija na 517 nm. Kontrolni uzorci su sadrzali sve reagense osim ekstrakta. Procenat
inhibicije je izracunat koriS¢enjem jednacine: % inhibicije = 100 x (A kontrole - A
uzorka)/A kontrole), dok su IC50 vrednosti procenjene iz % inhibicije u odnosu na
koncentracijsku sigmoidalnu krivu, koriste¢i nelinearnu regresijsku analizu. U prikazanim
rezultatima, antioksidativna efikasnost ekstrakta se povecava sa smanjenjem IC50
vrednosti.

Koris¢en je ABTS (2,2'-azino-bis-3-etilbenztiazolin-6-sulfonska kiselina) metod
(Re R, Pellegrini i sar. 1999) sa nekim modifikacijama. ABTS radikalski katjon se generise
oksidacijom ABTS sa kalijum persulfatom i njegova redukcija u prisustvu antioksidanata
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koji doniraju vodonik se meri spektrofotometrijski na 734 nm. Reakciona smeSa od 5 mg
ABTS je rastvorena u kalijum persulfatu pre eksperimenta. Ovaj rastvor je rastvoren
destilovanom vodom kako bi se kalibrisala apsorbanca radnog rastvora sa vrednos$¢u 0.700
na 734 nm. Koncentracija uzorka je bila 1 mg/mL. Reakciona smeSa je pripremljena
mesanjem 15 pL test uzorka i 4 — 1,5 mL ABTS. Nakon 4 min inkubacije na sobnoj
temperaturi, merena je apsorbanca smese na 734 nm. Aktivnost uklanjanja radikala za svaki
ekstrakt je odredena na osnovu linearne kalibracione krive askorbinske kiseline i izrazena je
kao mg askorbinske Kiseline/g suvog ekstrakta (mg Vit C/g d.e.).

Mo¢ redukcije ispitivanih ekstrakata odredena je koriS¢enjem sposobnosti feri
redukcije pomoc¢u FRAP testa (Li i sar. 2008). Ovaj test je zasnovan na redukcijskoj snazi
jedinjenja (antioksidansa). Potencijalni antioksidant ¢e redukovati feri jon (Fe**) na fero jon
(Fe?*); ovaj drugi formira plavi kompleks (Fe**/TPTZ), koji poveéava apsorpciju na 593
nm. Ukratko, FRAP reagens je pripremljen meSanjem acetatnog pufera (200 uL, pH 3.6),
rastvora 20 uLL TPTZ i 20 pL FeCls. Rastvor uzorka (30 pL) i reagens (0,9 mL FRAP) su
temeljno mesSani 1 inkubirani na 37° C. Apsorbana je merena na 593 nm nakon 5 min.
Standardna kalibraciona kriva je pripremljena koriS¢enjem razli€itih koncentracija
FeSO4x7H,0. Svi rastvori su sveze pripremljeni. Rezultati su izraZeni u mmol Fe/mg suvog
ekstrakta (mmol Fe/mg d.e.). Svi opisani testovi izvedeni su na Perkin Elmer Lambda Bio

UV- Vis spektrofotometru.
3.7.3. Statisticka analiza podataka

Svi podaci su predstavljeni kao srednja vrednost + standardne devijacije (srednja
vrednost + SD) gde je to prikladno. Sve statisticke analize izvrSene su koriS¢enjem
Microsoft Ekcel softvera.

Svi eksperimenti su izvedeni u triplikatu. Rezultati su izraZeni kao srednje vrednosti
1 standardna greska srednje vrednosti. Postojanje znacajnih razlika izmedu rezultata za
ukupni sadrzaj fenola i flavonoida i1 antioksidativnih svojstava ekstrakata analizirano je
pomoc¢u ANOVA [38]. IC50 vrednosti dobijene u antioksidativnim testovima ustanovile su

regresionu jednadinu izmedu koncentracije uzoraka i efekta neutralizacije.
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4. REZULTATI

4.1. Morfometrijske analize Xeranthemum grupe

4.1.1. Deskriptivna statistika karaktera balkanskih taksona roda Amphoricarpos

Na osnovu deskriptivne statistiCke analize utvrdeno je da koeficijent varijacije
istrazivanih karaktera varira od 8.4% do 181.3%. Veoma visok koeficijent varijacije (CV%
> 50) imaju sledeci karakteri: broj listova u rozeti (RL_no), duzina listi¢a stabljike (SL_L),
sirina okriljenog dela obodne cipsele (AC_Ma), broj glavica na jedinki (C_no), broj ¢ekinja
papusa obodne cipsele (AC_Pa), Sirina cvasti (glavice) (C_W) i broj grana stabljike
(SC_br_no). Visok koeficijent varijacije (CV% > 30 < 50) imaju slede¢i karakteri: duZina
lista rozete (RL_L), oblik obodne cipsele (AC_S), oblik lista rozete (RL_S), pokrivenost
stabljike trihomama (S_Ha), sirina lista rozete (RL_W), duzina uSastih nastavaka obodne
cipsele (AC_Ap), broj listica na stabljici (SL_no), dlakavost obodne cipsele (AC_Ha).
Umeren koeficijent varijacije (CV% > 10 < 30) imaju: duZina obodne cipsele (AC_H),
Sirina listi¢a involukruma (I W), duzina ¢ekinja papusa obodne (AC_Pa_H), pokrivenost
lica lista rozete trihomama (RL_Ha ad), pokrivenost nali¢ja lista rozete trihomama
(RL_Ha_ab), duzina prvog listica involukruma (I_H_1), povrSina listi¢a involukruma
(I_Ar), duzina cvasti (glavice) (C_H), visina stabljike (S_H), Sirina obodne cipsele
(AC_W). Nizak koeficijent varijacije (CV% < 10) imaju: duzina listi¢a involukruma (1_H),
polozaj Siljka srednjeg (2.) listi¢a involukruma (I_Ap) i oblik listica involukruma (I_S)
(Tabela 4).

Box plotovi za karaktere visina stabljike (S_H), pokrivenost stabljike trihomama
(S_Ha), broj listi¢a na stabljici (SL_no), duzina listi¢a stabljike (SL_L), broj grana stabljike
(SC_br_no) i oblik lista rozete (RL_S) prikazani su na Slici 10. Box plotovi za karaktere
duzina lista rozete (RL L), Sirina lista rozete (RL_W), broj listova u rozeti (RL_no),
pokrivenost lica lista rozete trihomama (RL_Ha_ad), pokrivenost nali¢ja lista rozete
trthomama (RL _Ha ab) i duzina cvasti (glavice) (C_H) prikazani su na Slici 11. Box

plotovi za karaktere Sirina cvasti (glavice) (C_W), broj glavica na jedinki (C_no), duzina
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prvog listiéa involukruma (I H 1), duzina listica involukruma (I _H), Sirina listi¢a
involukruma (I_ W) i oblik listica involukruma (I_S) prikazani su na Slici 12. Box plotovi
za karaktere povrSina listica involukruma (I_Ar), polozaj S$iljka srednjeg (2.) listica
involukruma (I_Ap), duZina obodne cipsele (AC H), Sirina obodne cipsele (AC_W), oblik
obodne cipsele (AC_S) i duzina uSastih nastavaka obodne cipsele (AC_Ap) prikazani su na
Slici 13. Box plotovi za karaktere dlakavost obodne cipsele (AC_Ha), sirina okriljenog dela
obodne cipsele (AC_Ma), broj ¢ekinja papusa obodne cipsele (AC_Pa) i duzina ¢ekinja
papusa obodne cipsele (AC_Pa_H) prikazani su na Slici 14.

69



Milan M. Gavrilovié

Tabela 4. Rezultati deskriptivne statistiCke analize za karaktere

m( Taksonomija i filogenija Xeranthemum grupe (Asteraceae) - morfoloski, anatomski, fitohemijski i molekularni aspekti

Naziv karaktera i 0znaka Mean Min Max SD CV (%)

Visina stabljike S_H 382,333 194537  639.7533  96.96271 25.3608
Pokrivenost stabljike trihomama S_Ha 1.7143 1 4 0.73218 42.7103
Broj listi¢a na stabljici SL_no 3.9794 0 10 1.87071 47.0102
Duzina listi¢a stabljike SL_L 60.6694 0 138.4188  30.93232 50.9851
Broj grana stabljike SC_br_no 0.4184 0 3 0.75878  181.3661
Oblik lista rozete RL_S 2.3061 1 3 0.95689 41.4933
Duzina lista rozete RL_L 114.3643 46.058  211.2762  35.43066 30.9805
Sirina lista rozete RL_W 8.2127 2.0307 18.0199 3.69318 44.9693
Broj listova u rozeti RL_no 5.7245 1 17 2.91028 50.839
Pokrivenost lica lista rozete trihomama RL_Ha_ad 2.0918 2 4 0.32385 15.4818
Pokrivenost nalija lista rozete trihomama RL_Ha_ab 2.102 2 4 0.3658 17.4022
Duzina cvasti (glavice) C_H 15.3647 6.5927 23.4549 3.57608 23.2746
Sirina cvasti (glavice) C_W 14.2474 3.7941 32.9093 7.89443 55.4094
Broj glavica na jedinki C_no 1.3061 1 4 0.67972 52.0413
Duzina prvog listica involukruma I_H_1 5.0828 2.7801 7.2126 1.02254 20.1175
Duzina listi¢a involukruma I_H 9.9231 6.4012 12.0136 0.94862 9.5597
Sirina listiéa involukruma 1I_W 2.2719 1.8333 2.9372 0.26828 11.8083
Oblik listi¢a involukruma 1_S 3.0624 25 3.6 0.26002 8.4909
Povrsina listi¢a involukruma I_Ar 21.1149  13.4515 31.912 4.32386 20.4777
Polozaj §iljka srednjeg (2.) listi¢a involukruma I_Ap 1.9402 1.3333 2 0.16879 8.6997
Duzina obodne cipsele AC_H 6.1045 4.9715 7.6816 0.66534 10.8993
Sirina obodne cipsele AC_W 2.2747 1.5188 4.0218 0.60253 26.488
Oblik obodne cipsele AC_S 2.2914 1 3 0.89633 39.1171
DuZina u$astih nastavaka obodne cipsele AC_Ap 0.4505 0.2013 0.9029 0.20471 45.4432
Dlakavost obodne cipsele AC_Ha 1.9375 1 3 0.92871 47.9334
Sirina okriljenog dela obodne cipsele AC_Ma 0.3256 0.0775 0.7989 0.16655 51.1541
Broj ¢ekinja papusa obodne cipsele AC_Pa 4.2774 2 9 2.23644 52.2848
Duzina ¢ekinja papusa obodne cipsele AC_Pa_H 6.0332 4.5729 7.9415 0.93291 15.463

Legenda: Mean - srednja vrednost, Min. - minimalna vrednost, Max. - maksimalna vrednost, SD - standardna devijacija,

CV - koeficijent varijacije
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Slika 10. Deskriptivna statistika. Box plotovi za karaktere: 1 - visina stabljike (S_H); 2 - pokrivenost stabljike
trihomama (S_Ha); 3 - broj listi¢a na stabljici (SL_no); 4 - duzina listi¢a stabljike (SL _L); 5 - broj grana
stabljike (SC_br_no); 6 - oblik lista rozete (RL_S).
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7 - duzina lista rozete (RL_L); 8 - Sirina lista

rozete (RL_W); 9 - broj listova u rozeti (RL_no); 10 - pokrivenost lica lista rozete trihomama (RL_Ha_ad);
11 - pokrivenost nali¢ja lista rozete trihomama (RL_Ha_ab); 12 - duzina cvasti (glavice) (C_H).
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12. Deskriptivna statistika. Box plotovi za karaktere: 13 - Sirina cvasti (glavice) (C_W); 14 - broj

glavica na jedinki (C_no); 15 - duzina prvog listi¢a involukruma (I H 1); 16 - duZzina listi¢a involukruma
(I_H); 17 - sirina listi¢a involukruma (I_W); 18 - oblik listi¢a involukruma (I_S).

73



Taksonomija i filogenija Xeranthemum grupe (Asteraceae) - morfoloski, anatomski, fitohemijski i molekularni aspekti

Box Plot of I_Ar grouped by Taxo
Amphoricarpos_merenje_2019_07_30_LD 36v*98c

19

32
30
28
26
24
%=z
20
18
16
14
12 O Mean
[J Mean+0.95 Conf. Interval
10 T Min-Max
A 4 murteckt © Outliers
A autanatus subsp. autariatus A suatis s, etscEs g Extremes
Taxon
Box Plot of AC_H grouped by Taxor
Amphoricarpos_merenje_2019_07_30_LD 36v*98¢c
12
10
8
T
g sl [=] = %]
< o
4
2
O Mean
e — [J Mean+0.95 Conf. Interval
0 T Min-Max
A A murtecki © Outliers
A autanatus sussp. suanatis A sumitis s s 5 Extremes
Taxon
Box Plot of AC_S grouped by Taxor
2 3 Amphoricarpos_merenje_2019_07_30_LD 36v*98c
32
30 T —— —o—
28
26
24
o
22 2
o, o
o 20
<
18
16
14
12
10 O Mean
. [] Mean0.95 Conf. Interval
08 T Min-Max
A susp. murtecki © Outliers

A
A auaratus subsp. sutanatus A atoratus swsp. tertsceus g, Extremes

Taxon

239

Milan M. Gavrilovié

Box Plot of I_Ap grouped by Taxo
Amphoricarpos_merenje_2019_07_30_LD 36v*98c

28
26
24
22
20

I_Ap

18
186
14
12
1.0
0.8

.

O Mean
[] Meanz0.95 Contf. Interval
T Min-Max

0.6
A

© Outliers

A susp. muroecial
A autaratus subsp. autanstus 4 autaratus susp bensceus g Extremes

Taxon

Box Plot of AC_W grouped by Taxot
Amphoricarpos_merenje_2019_07_30_LD 36v*98c

e
4.0
38
36
34
32
3.0

! 2.8
26
24
22
20
18
1.6

AC_W

O Mean
[] Mean0.95 Contf. Interval
T Min-Max

14
A

swsp susp. murtecki © Outliers
A

A autaratus subsp. sutanatus avaratus s terisces g Extremes

Taxon

Box Plot of AC_H grouped by Taxot
Amphoricarpos_merenje_2019_07_30_LD 36v*98c

o

10
8
3+ [ 0
< o |
L
4
2
O Mean
e [[] Mean0.95 Conf. Interval
0 T Min-Max
A A murtecki © Outliers

A susats swsp. sumatis A suaatis sisp. batscues 4. Extremes

Taxon

Slika 13. Deskriptivna statistika. Box plotovi za karaktere: 19 - povrSina listica involukruma (I_Ar); 20 -
polozaj §iljka srednjeg (2.) listi¢a involukruma (I_Ap); 21 - duzina obodne cipsele (AC_H); 22 - Sirina obodne
cipsele (AC_W); 23 - oblik obodne cipsele (AC_S); 24 - duzina usSastih nastavaka obodne cipsele (AC_Ap).
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Slika 14. Deskriptivna statistika. Box plotovi za karaktere: 25 - dlakavost obodne cipsele (AC_Ha); 26 - §irina
okriljenog dela obodne cipsele (AC_Ma); 27 - broj ¢ekinja papusa obodne cipsele (AC_Pa); 28 - duzina
¢ekinja papusa obodne cipsele (AC_Pa_H).
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4.1.2. Morfoloska diferencijacija balkanskih taksona roda Amphoricarpos -
kanonijska diskriminantna analiza (CDA)

Kanonijska diskriminantna analiza a priori definisanih grupa kojom su analizirani
karakteri balkanskih taksona roda Amphoricarpos pokazala je dobro razdvajanje
istrazivanih taksona. A. neumayerianus subsp. neumayerianus se izdvaja u negativnom delu
prve ose i pozitivnom delu druge i tre¢e ose. A. autariatus subsp. autariatius se izdvaja u
pozitivnom delu prve, druge i tre¢e ose. A. heumayerianus subsp. murbeckii se izdvaja u
pozitivnom delu prve ose i negativnom delu druge i trece ose. A. autariatus subsp.
bertisceus se izdvaja u negativnom delu prve i druge ose i pozitivnom delu tree ose (Slika
15). Karakteri koji najvise doprinose diferencijaciji su: broj grana stabljike (SC_br_no),
oblik lista rozete (RL_S), duzina lista rozete (RL L) i Sirina lista rozete (RL_W). Na
kladogramu se uocavaju dve jasno izdvojene klade. Prvu kladu ¢ine dve podklade
morfoloski sli¢nih taksona: A. neumayerianus subsp. neumayerianus i A. autariatus subsp.
bertisceus, a drugu kladu c¢ine dve podklade takode morfoloski sli¢nih taksona: A.
autariatus subsp. autariatius i A. neumayerianus subsp. murbeckii (Slika 15). Ove dve

klade pokazuju jasnu distancu, odnosno morfoloske razlike izmedu ove dve grupe taksona.
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Slika 15. Kanonijska diskriminantna analiza balkanskih taksona roda Amphoricarpos
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Kanonijska diskriminantna analiza kojom su analizirani karakteri habitusa i glavice:
visina stabljike (S_H), pokrivenost stabljike trihomama (S_Ha), broj listi¢a na stabljici
(SL_no), duzina listi¢a stabljike (SL_L), broj grana stabljike (SC_br_no), oblik lista rozete
(RL_S), duzina lista rozete (RL L), sirina lista rozete (RL_W), broj listova u rozeti
(RL_no), pokrivenost lica lista rozete trihomama (RL_Ha_ad), pokrivenost nali¢ja lista
rozete trihomama (RL_Ha_ab), duzina cvasti (glavice) (C_H), sirina cvasti (glavice) (C_W)
i broj glavica na jedinki (C_no) balkanskih taksona roda Amphoricarpos pokazala je
najbolje razdvajanje istrazivanih taksona. A. neumayerianus subsp. neumayerianus se
izdvaja u pozitivnom delu prve ose i negativnom delu druge i tre¢e ose. A. autariatus
subsp. autariatius se izdvaja u negativnom delu prve i druge ose i pozitivnom delu trece
ose. A. neumayerianus subsp. murbeckii se izdvaja u negativnom delu prve i treée ose i
pozitivnom delu druge ose. A. autariatus subsp. bertisceus se izdvaja u negativhom delu
prve ose i pozitivnom delu druge i trece ose (Slika 16). Karakteri koji najvise doprinose
diferencijaciji su: broj listica na stabljici (SL_no), oblik lista rozete (RL_S), duzina lista
rozete (RL_L), sirina lista rozete (RL_W) i pokrivenost nali¢ja lista rozete trihomama
(RL_Ha_ab). Na kladogramu se uocavaju dve jasno izdvojene klade. Prvu kladu ¢ine dve
podklade morfoloski sli¢nih taksona: A. neumayerianus subsp. neumayerianus i A.
autariatus subsp. bertisceus, a drugu kladu ¢ine dve podklade takode morfoloski slicnih
taksona: A. autariatus subsp. autariatius i A. neumayerianus subsp. murbeckii (Slika 16).
Ove dve klade pokazuju jasnu distancu, odnosno morfoloske razlike izmedu ove dve grupe

taksona, $to je podrzano i klaster analizom svih karaktera.
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Slika 16. Kanonijska diskriminantna analiza balkanskih taksona roda Amphoricarpos -

karakteri habitusa i glavice
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Kanonijska diskriminantna analiza kojom su analizirani karakteri glavice i

involukruma balkanskih taksona roda Amphoricarpos nije pokazala razdvajanje istrazivanih

taksona (Slika 17).
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Slika 17. Kanonijska diskriminantna analiza balkanskih taksona roda Amphoricarpos -

karakteri glavice i involukruma
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Kanonijska diskriminantna analiza kojom su analizirani karakteri cipsele balkanskih

taksona roda Amphoricarpos nije pokazala razdvajanje istrazivanih taksona (Slika 18).
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Slika 18. Kanonijska diskriminantna analiza balkanskih taksona roda Amphoricarpos -

karakteri cipsele
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4.2. Mikromorfologija Xeranthemum grupe

Mikromorfoloska analiza stabla, lista i involukralnih brakteja predstavnika

Xeranthemum grupe je po prvi put uraZena i prikazana u ovom istraZivanju.

4.2.1. Mikromorfoloska analiza stabla

Mikrografije stabla predstavnika Xeranthemum grupe prikazane su na Tabli A.
Gusto rasporedene kovrdzave, nezlezdane trihome, posebno na rebrastoj povrsini stabla,
morfoloski su iste kod svih istrazivanih vrsta (Tabla A1-15). Ove trihome su vermiformne
(lanatne). Zlezdane trihome kapitatnog tipa, uoene kao Zlezdane tacke, takode su
dokumetnovane, ali je njihovo prisustvo rede (Tabla A1-2, 8-10, 12). Kod nekih taksona

zlezdane trihome nisu uoc¢ene, verovatno zbog gustog rasporeda nezlezdanih trihoma.
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Tabla A. Mikrografije stabla predstavnika Xeranthemum grupe. 1, 2 Sh. masarica. 3, 4 A. exsul. 5 A
neumayerianus subsp. murbeckii. 6, 7, 8 A. autariatus subsp. autariatus.
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Tabla A. Mikrografije stabla predstavnika Xeranthemum grupe (nastavak). 9, 10 A. autariatus subsp.
bertisceus. 11, 12 A. neumayerianus subsp. neumayerianus. 14 Ch.orientalis. 15. X. inapertum. 16. S.
pungens.
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4.2.2. Mikromorfoloska analiza listova

Mikrografije listova predstavnika Xeranthemum grupe prikazane su na Tabli B.

Adaksijalna povrsina lista Sh. denticulata (Tabla B1-2) je gola. Celije adaksijalnog
epidermisa su poligonalnog oblika (Tabla B1-2). Spoljasnji periklinalni zidovi éelija
adaksijalnog epidermisa su konveksni i glatki, odnosno ne pokazuju naboranost (Tabla B1-
2). Antiklinalni zidovi ¢elija adaksijalnog epidermisa su blago izvijugani do ravni (Tabla
B1-2). Raspored ¢elija adaksijalnog epidermisa je nalik “puzlama” (u obliku je slagalice)
(Tabla B1-2). Abaksijalna strana lista je gusto prekrivena vermiformnim trihomama (Tabla
B3-4) koje formiraju barSunasti indumentum. Na abaksijalnoj strani se takode uocava
veliki broj krupnih glandularnih trihoma, biserijatnog tipa (Tabla B3-4).

Adaksijalna povrSina lista A. exsul (Tabla B5-6) je prekrivena vermiformnim
trihomama. Celije adaksijalnog epidermisa su poligonalnog oblika (Tabla B5-6). Spoljasnji
periklinalni zidovi c¢elija adaksijalnog epidermisa su konveksni i glatki, odnosno ne
pokazuju naboranost (Tabla B5-6). Antiklinalni zidovi ¢éelija adaksijalnog epidermisa su
blago izvijugani do ravni (Tabla B5-6). Raspored ¢elija adaksijalnog epidermisa je nalik
“puzlama” (u obliku je slagalice) (Tabla B5-6). Retke glandularne trihome su prisutne na
adaksijalnoj strani lista (Tabla B6). Anomocitne stome, blago uvucene, se uocavaju na
adaksijalnoj strani lista (Tabla B6). Abaksijalna strana lista je gusto prekrivena
vermiformnim trihomama (Tabla B7-8) koje formiraju barSunasti indumentum. Na
abaksijalnoj strani se takode uocavaju krupne glandularne trihome, biserijatnog tipa (Tabla
B8).

Adaksijalna povrSina lista A. elegans sporadi¢no je prekrivena vermiformnim
trihomama (Tabla B9- 10). Celije adaksijalnog epidermisa su poligonalnog oblika (Tabla
B9-10). Spoljasnji periklinalni zidovi ¢elija adaksijalnog epidermisa su konveksni 1 glatki,
odnosno ne pokazuju naboranost (Tabla B9-10). Antiklinalni zidovi ¢elija adaksijalnog
epidermisa su blago izvijugani (Tabla B9-10). Raspored ¢elija adaksijalnog epidermisa je
nalik “puzlama” (u obliku je slagalice) (Tabla B9-10). Retke glandularne trihome su
prisutne na adaksijalnoj strani lista (Tabla B9-10). Abaksijalna strana lista je gusto

prekrivena vermiformnim trihomama koje formiraju barSunasti indumentum (Tabla B11).
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Na abaksijalnoj strani nisu uocCene glandularne trihome wusled prisustva brojnih
vermiformnih trihoma (Tabla B11).

Adaksijalna povrSina lista A. neumayerianus subsp. murbeckii sporadi¢no je
prekrivena vermiformnim trihomama (Tabla B12—13). Celije adaksijalnog epidermisa su
poligonalnog oblika (Tabla B12-13). Spoljasnji periklinalni zidovi c¢elija adaksijalnog
epidermisa su konveksni i glatki (Tabla B12—13). Antiklinalni zidovi ¢elija adaksijalnog
epidermisa su ravni (Tabla B12-13). Raspored c¢elija adaksijalnog epidermisa je nalik
“puzlama” (u obliku je slagalice) (Tabla B12-13). Retke glandularne trihome su prisutne
na adaksijalnoj strani lista (Tabla B13). Abaksijalna strana lista je gusto prekrivena
vermiformnim trihomama koje formiraju barSunasti indumentum (Tabla B14-15). Na
abaksijalnoj strani nisu uoCene glandularne trihome usled prisustva brojnih gusto
rasporedenih vermiformnih trihoma (Tabla B14-15).

Adaksijalna povrsina lista A. autariatus subsp. autariatus sporadi¢no je prekrivena
vermiformnim trihomama (Tabla B16). Celije adaksijalnog epidermisa su poligonalnog
oblika (Tabla B16). Spoljasnji periklinalni zidovi c¢elija adaksijalnog epidermisa su
konveksni i glatki (Tabla B16). Antiklinalni zidovi ¢elija adaksijalnog epidermisa su ravni
(Tabla B16). Raspored celija adaksijalnog epidermisa je nalik “puzlama” (u obliku je
slagalice) (Tabla B16). Abaksijalna strana lista je gusto prekrivena vermiformnim
trihomama koje formiraju barSunasti indumentum (Tabla B17). Na abaksijalnoj strani se
uocavaju krupne glandularne trihome, biserijatnog tipa (Tabla B17).

Adaksijalna povrsina lista A. autariatus subsp. bertisceus sporadi¢no je prekrivena
vermiformnim trihomama (Tabla B18). Celije adaksijalnog epidermisa su poligonalnog
oblika (Tabla B18). Spoljasnji periklinalni zidovi celija adaksijalnog epidermisa su
konveksni i glatki (Tabla B18). Antiklinalni zidovi ¢elija adaksijalnog epidermisa su ravni
(Tabla B18). Raspored c¢elija adaksijalnog epidermisa je nalik “puzlama” (Tabla B18).
Abaksijalna strana lista je gusto prekrivena vermiformnim trihomama formirajuci
barSunasti indumentum (Tabla B19-20). Na abaksijalnoj strani se uocavaju krupne
glandularne trihome, biserijatnog tipa (Tabla B19-20).

Adaksijalna povrSina lista A. neumayerianus subsp. neumayerianus sporadi¢no je

prekrivena vermiformnim trihomama (Tabla B21). Celije adaksijalnog epidermisa su
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poligonalnog oblika (Tabla B21). Spoljasnji periklinalni zidovi ¢elija adaksijalnog
epidermisa su konveksni i glatki (Tabla B21). Antiklinalni zidovi ¢elija adaksijalnog
epidermisa su ravni (Tabla B21). Raspored celija adaksijalnog epidermisa je nalik
“puzlama” (u obliku je slagalice) (Tabla B21). Abaksijalna strana lista je gusto prekrivena
vermiformnim trihomama koje formiraju barSunasti indumentum (Tabla B22-23). Na
abaksijalnoj strani se uocavaju krupne glandularne trihome, biserijatnog tipa (Tabla B22—
23).

Adaksijalna povrSina lista Ch. orientalis sporadi¢no je prekrivena vermiformnim
trihomama (Tabla B24). Celije adaksijalnog epidermisa su veoma nepravilnog oblika
(Tabla B24). Spoljasnji periklinalni zidovi ¢elija adaksijalnog epidermisa su konveksni i
imaju izrazite nabore Kkutikule (Tabla B24). Antiklinalni zidovi c¢elija adaksijalnog
epidermisa su izvijugani (Tabla B24). Abaksijalna strana lista je gusto prekrivena
vermiformnim trihomama koje formiraju barSunasti indumentum (Tabla B25). Na
abaksijalnoj strani se uo¢avaju krupne glandularne trihome, biserijatnog tipa (Tabla B25).

Adaksijalna povrSina lista X. inapertum sporadi¢no je prekrivena vermiformnim
trihomama (Tabla B26). Celije adaksijalnog epidermisa su poligonalne ili nepravilnog
oblika (Tabla B26). Spoljasnji periklinalni zidovi ¢elija adaksijalnog epidermisa su
konveksni 1 neke ¢elije imaju blage nabore kutikule (Tabla B26). Antiklinalni zidovi ¢elija
adaksijalnog epidermisa su izvijugani (Tabla B26). Antiklinalna granica ¢elija adaksijalnog
epidermisa u obliku kanala (Tabla B26). Retke glandularne trihome se uocavaju na
adaksijalnoj strani lista (Tabla B26). Abaksijalna strana lista je gusto prekrivena
vermiformnim trihomama koje formiraju barSunasti indumentum (Tabla B27). Na
abaksijalnoj strani nisu uoCene glandularne trihome usled prisustva brojnih gusto
rasporedenih vermiformnih trihoma (Tabla B27).

Adaksijalna povrSina lista X. annuum sporadi¢no je prekrivena vermiformnim
trihomama (Tabla B28). Celije adaksijalnog epidermisa su poligonalnog oblika (Tabla
B28). Spoljasnji periklinalni zidovi ¢elija adaksijalnog epidermisa su konveksni 1 neke
¢elije imaju blage nabore kutikule (Tabla B28). Antiklinalni zidovi ¢elija adaksijalnog
epidermisa su blago izvijugani (Tabla B28). Abaksijalna strana lista je gusto prekrivena

vermiformnim trihomama koje formiraju barSunasti indumentum (Tabla B29). Na
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abaksijalnoj strani nisu uocene glandularne trihome wusled prisustva brojnih gusto
rasporedenih vermiformnih trihoma (Tabla B29).

Adaksijalna povr$ina lista X. cylindraceum sporadi¢no je prekrivena vermiformnim
trihomama (Tabla B30). Celije adaksijalnog epidermisa su poligonalnog oblika (Tabla
B31). Spoljasnji periklinalni zidovi ¢elija adaksijalnog epidermisa su konveksni i neke
¢elije imaju blage nabore kutikule (Tabla B31). Antiklinalni zidovi c¢elija adaksijalnog
epidermisa su blago izvijugani (Tabla B31). Retke krupne glandularne biserijatne trihome
se uoCavaju na adaksijalnoj strani lista (Tabla B31). Abaksijalna strana lista je gusto
prekrivena vermiformnim trihomama koje formiraju barSunasti indumentum (Tabla B32).
Na abaksijalnoj strani se uocavaju krupne glandularne biserijatne trihome (Tabla B33).

Adaksijalna povrsina lista S. pungens gusto je prekrivena vermiformnim trihomama
(Tabla B34). Celije adaksijalnog epidermisa su poligonalnog oblika (Tabla B35). Spoljasnji
periklinalni zidovi ¢elija adaksijalnog epidermisa su konveksni sa veoma izrazenim
naborima (strijatna povrsina) (Tabla B35). Antiklinalni zidovi ¢elija adaksijalnog
epidermisa su izvijugani (Tabla B35). Anomocitne stome, koje su blago uvucene, se
uoCavaju na adaksijalnoj strani lista (Tabla B35) Retke krupne glandularne biserijatne
trihome se uocavaju na adaksijalnoj strani lista. Abaksijalna strana lista je gusto prekrivena
vermiformnim trihomama koje formiraju barSunasti indumentum (Tabla B34). Na
abaksijalnoj strani nisu uoCene glandularne trthome wusled prisustva brojnih gusto

rasporedenih vermiformnih trihoma (Tabla B34).
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SEl  20kV
UB-RGF

SEI © 20kV. - % o - SEI 20KV, &
UB-RGF A A A uBREE \

Tabla B. Mikrografije listova predstavnika Xeranthemum grupe. 1, 2, 3, 4 Sh. denticulata (1, 2 lice; 3, 4
nali¢je). 5, 6, 7, 8 A. exsul (5, 6 lice; 7, 8 naligje).
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Tabla B. Mikrografije listova predstavnika Xeranthemum grupe (nastavak). 9, 10, 11 A. elegans (9, 10 lice; 11
nali¢je). 12, 13, 14, 15 A. neumayerianus subsp. murbeckii (12, 13 lice; 14, 15 nali¢je).
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Lrom Univ. NS
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" SR . e
TOE o —bhadas . N X1, BEE
— { . »

R

Tabla B. Mikrografije listova predstavnika Xeranthemum grupe (nastavak). 16, 17 A. autariatus subsp.
autariatus (16 lice i nali¢je; 17 naligje). 18, 19, 20 A. autariatus subsp. bertisceus (18 lice; 19, 20 naligje). 21,
22, 23 A. neumayerianus subsp. neumayerianus (21 lice i nali¢je; 22, 23 nali¢je).
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Tabla B. Mikrografije listova predstavnika Xeranthemum grupe (nastavak). 24, 25 Ch.orientalis (24 lice; 25
nali¢je). 26, 27 X. inapertum (26 lice; 27 nali¢je). 28, 29 X. annuum (28 lice; 29 nali¢je).
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Tabla B. Mikrografije listova predstavnika Xeranthemum grupe (nastavak). 30, 31, 32, 33 X. cylindraceum
(30, 31 lice; 32, 33 nalicje). 34, 35 S. pungens (34 lice i nalicje; 35 lice).
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4.2.3. Mikromorfoloska analiza involukralnih brakteja

Mikrografije involukralnih brakteja predstavnika Xeranthemum grupe prikazane su
na Tablama C; - Cy».

Mikrografije srednje involukralne brakteje vrste Sh. masarica prikazane su na Tabli
C;. Srednja involukralna brakteja (srednji listi¢ involukruma) je kozasto - opnasta, jajasto -
lanceolatna, skoro glatka, sa nezlezdanim trthomama koje su sporadi¢no rasporedene blizu
ivica brakteje (Tabla C; - 1-3). Na povrsini se mogu uociti stome (Tabla C; - 2-4).
Povrsina je nepravilno mrezasta i na povrsini je prisutan vosak (Tabla C; - 4). Mukro
(8iljak) je kratak i zaobljen (Tabla C; - 4).

SEI  20kV
UB-RGF

"x100 100pm —T;f; SEL 20kV) S ' AP J x250 100pm
) - UB-RGF~ ¥ .

Tabla C;. Mikrografije srednje involukralne brakteje Sh. masarica. 1 Jajasto - lanceolatna srednja
involukralna brakteja. 2 Nepravilno mrezasta povrsina brakteje sa voskom., 3 NeZlezdane trihome na ivici
brakteje. 4 Kratak i zaobljen mukro.
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Mikrografije srednje involukralne brakteje (srednji listi¢ involukruma) vrste A. exsul
prikazane su na Tabli C,. Srednja involukralna brakteja je kozasto-opnasta, jajasto-
lanceolatna do objajasta, sa nezlezdanim trihomama koje su rasporedene po ivicama i na
vrhu brakteje (Tabla C, - 1-3). Povrsina je mrezasto-naborana, na povr$ini je prisutan
vosak (Tabla C; - 1-4). Mukro (3iljak) je veoma kratak (Tabla C; - 4).

SEI - 20kV

x220 A00pm. SEI ' 720kV
UB-RGF

Tabla C,. Mikrografije srednje involukralne brakteje A. exsul. 1 Jajasto - lanceolatna do objajasta
involukralna brakteja. 2 Mrezasto - naborana povrsina brakteje sa voskom. 3 Nezlezdane trihome na ivici i na
vrhu brakteje. 4 Veoma kratak mukro.
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Mikrografije srednje involukralne brakteje (srednji listi¢ involukruma) vrste A.
elegans prikazane su na Tabli Cs. Srednja involukralna brakteja je kozasto - opnasta sa
nezlezdanim trihomama koje su rasporedene po ivicama i na vrhu brakteje (Tabla C; - 1-2).
Na povrsini se mogu uociti uvucene stome (Tabla C3 - 3). Povr$ina je mrezasto-naborana i
na povrsini je prisutan vosak (Tabla C; - 1-3). Mukro (3iljak) je duguljasto zaobljen (Tabla
Cs-2).

BBE 18l Upif. NS

Tabla C;. Mikrografije srednje involukralne brakteje A. elegans. 1 Nezlezdane trihome na ivici brakteje i na
vrhu. 2 Duguljasto zaobljen mukro. MreZasto - naborana povrsina brakteje sa voskom. 3 Uvuéena stoma i
vosak na povrsini
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Mikrografije srednje involukralne brakteje (srednji listi¢ involukruma) vrste A.
neumayerianus subsp. murbeckii prikazane su na Tabli C4. Srednja involukralna brakteja je
koZasto - opnasta sa nezlezdanim trihomama koje su rasporedene po ivicama i na vrhu
brakteje (Tabla C4 - 1-3). Na povrSini se mogu uociti uvuéene stome (Tabla C4 - 4). .
Povrsina je mrezasto-naborana i na povrSini je prisutan vosak (Tabla C4 - 1-2). Mukro
(8iljak) je kratak i zaobljen i jedva prelazi gornju ivicu brakteje (Tabla C4 - 3).

Tabla C,. Mikrografije srednje involukralne brakteje A. neumayerianus subsp. murbeckii. 1 Kozasto-opnasta
brakteja sa nezlezdanim trihomama po ivici i na vrhu brakteje. 2 Mrezasto - naborana povrsina brakteje sa
voskom. 3 Kratak i zaobljen mukro. 4 Uvucéena stoma i vosak na povrsini.
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Mikrografije srednje involukralne brakteje (srednji listi¢ involukruma) vrste A.
autariatus subsp. autariatus prikazane su na Tabli Cs. Srednja involukralna brakteja je
duguljasta, bez trihoma (Tabla Cs - 1-2). Povrsina involukralne brakteje je naborano-
strijatna (Tabla Cs) i prisutna je velika koli¢ina voska (Tabla Cs - 4). Na povr$ini se mogu
uociti uvucene stome (Tabla Cs - 4). Mukro ($iljak) je tupo zaobljen i jedva prelazi gornju
ivicu brakteje (Tabla Cs - 1).

Tabla Cs. Mikrografije srednje involukralne brakteje A. autariatus subsp. autariatus. 2, 3 Naborano - strijatna
povrsina brakteje sa voskom. 1, 2, 3 Tupo zaobljen mukro.
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Mikrografije srednje involukralne brakteje (srednji listi¢ involukruma) vrste A.
autariatus subsp. bertisceus prikazane su na Tabli Cg. Srednja involukralna brakteja je
jajasta, bez trihoma (Tabla Cg - 1). Povrsina involukralne brakteje je naborano - strijatna i

prisutna je velika koli¢ina voska (Tabla Cg - 2-3). Na povrSini se mogu uociti uvucene

stome (Tabla Cg - 2-3). Mukro (siljak) je duguljasto zaobljen i prelazi gornju ivicu brakteje
(Tabla C¢ - 1-2).

Tabla C4. Mikrografije srednje involukralne brakteje A. autariatus subsp. bertisceus. 2, 3 Naborano - strijatna
povrsina brakteje sa voskom. 1,2 Duguljasto zaobljen mukro.
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Mikrografije srednje involukralne brakteje (srednji listi¢ involukruma) vrste A.
neumayerianus subsp. neumayerianus prikazane su na Tabli C;. Srednja involukralna
brakteja je jajasta, bez trihoma (Tabla C; - 1). Povrsina involukralne brakteje je naborana sa
izrazitim strijama i prisutna je velika koli¢ina voska (Tabla C7 - 2—4). Na povrSini se mogu
uociti uvucene stome (Tabla Cy7 - 2-4). Mukro (8iljak) je Siljat i prelazi gornju ivicu brakteje
(Tabla C;7 - 1).

W T 7 -2 ad
%58 SeBmm < Univ. NS AZBE 1880, Univ.

1

\AL‘M

)
}-‘
%

(%
Univgns
: %

Tabla C;. Mikrografije srednje involukralne brakteje A. neumayerianus subsp. neumayerianus. 1, 2, 3, 4
Naborana i izrazito strijatna povriina sa voskom. 1, 2 Siljat mukro.
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Mikrografije srednje involukralne brakteje (srednji listi¢ involukruma) vrste Ch.
orientalis prikazane su na Tabli Cg. Srednja involukralna brakteja je kozasto - opnasta,
jajasto - lanceolatna do objajasta, glatka, bez trihoma (Tabla Cg - 1-2). PovrSina je
mrezasta, prisutan je vosak (Tabla Cg - 2). Mukro (Siljak) je veoma usiljen sa dugackim
trnom (Tabla Cg - 3). Na spoljasnjoj povrSini brakteje se nalazi veliki broj gusto pakovanih
kristala (Tabla Cg - 2, 4). Kristali su vise manje iste veli¢ine od 8 do 20pum (Tabla Cg - 4).
Javljaju se kao kombinacija oblika tetragonalne bipiramide [Milerov indeks (101)] i
tetragonalne prizme [Milerov indeks (100)] (Tabla Cg - 4-6). Na osnovu morfologije (Slika
19) i hemijskog sastava (Slika 20) ovi kristali odgovaraju vedelitu (CaC,04-2H,0)

101

101

101

Slika 19. Kristali vedelita

Ca
o
c \
o B weddellite
0 2 4 6 ev

Slika 20. EDS spektar vedelita
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SEI 20KV : BEC 20KV e KB G0 —
UB-RGF 3 : > : s

SEr 20k
LB-RGF

x1,600 10pm SEl  20kV

UB-RGF

Tabla Cg. Mikrografije srednje involukralne brakteje Ch. orientalis. 1 Kozasto - opnasta, jajasto - lanceolatna
brakteja. 2 MreZasta povrsina brakteje. 3 Usiljen mukro sa dugackim trnom. 4 - 6 Kristali vedelita.
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Mikrografije srednje involukralne brakteje (srednji listi¢ involukruma) vrste X.
inapertum prikazane su na Tabli Cy. Srednja involukralna brakteja je kozasto - opnasta,
jajasto - lanceolatna do objajasta, glatka, bez trihoma (Tabla Co-1). PovrSina je mreZasta
(Tabla Cqy - 2-3). Epidermske ¢elije su gusto prekrivene kutikularnim voskom, koji se javlja
u vidu plocica sa jednakim ili nejednakim ivicama (Tabla Cq - 4, 6). Mukro ($iljak) je
veoma usiljen sa dugackim trnom (Tabla Cg - 1). Na spoljasnjoj povrSini brakteje se nalazi
veliki broj gusto pakovanih kristala (Tabla Cg - 4-6). Kristali su vise manje iste veli¢ine, od
8 do 20um (Tabla Cq - 4-6). Javljaju se u obliku tetragonalne bipiramide (Tabla Cgy - 4-6).
Na osnovu hemijskog sastava i morfologije kristala ovi kristali odgovaraju vedelitu

(CaC,04-2H,0). Na unutrasnjoj povrsini brakteje se ne nalaze kristali (Tabla Cg - 3).
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BEC 20kV + 00pm. - BEC - 20kV
UB-RGF UB-RGF

BEC 20kV
UB-RGF

1

’ "
BEC 20kV ¢ BEC 20KV
UB-RGF ) " UB-RGF*

Tabla Cy. Mikrografije srednje involukralne brakteje X. inapertum. 1 Kozasto - opnasta, jajasto - lanceolatna
do objajasta brakteja. 1 Veoma usiljen mukro sa dugackim trnom. 3 Unutra$nja strana. 4 - 6 Spoljasnja strana
sa kristalima vedelita. 5 Mrezasta povrsina brakteje. 6 Vosak na povrsini.
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Mikrografije srednje involukralne brakteje (srednji listi¢ involukruma) vrste X.
annuum prikazane su na Tabli Cjo. Srednja involukralna brakteja je kozasto-opnasta,
jajasto-lanceolatna do objajasta, glatka, bez trihoma (Tabla Cip - 1-2). PovrSina je
mrezasta, prisutan je vosak (Tabla Cyo - 3-5). Mukro (Siljak) je veoma usiljen sa dugackim
trnom (Tabla Cip - 1-2). Na spoljasnjoj povrsini brakteje se nalazi veliki broj gusto
pakovanih kristala (Tabla Cio - 1-5). Kristali su viSe manje iste veli¢ine, od 8 do 20um
(Tabla Cyo - 3-6). Javljaju se u obliku tetragonalne bipiramide (Tabla C1o - 5-6). Na osnovu

hemijskog sastava i morfologije ovi kristali odgovaraju vedelitu (CaC,04-2H,0).
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BEC 20kV
UB-RGF

BEC*® 20KV
UB-RGF

G E e = TR S >7
, BEB 181m ¥ BEC 20kV %2,200  10pm
UB-RGF

Tabla Cyo. Mikrografije srednje involukralne brakteje X. annuum. 1, 2 Kozasto - opnasta, jajasto - lanceolatna
do objajasta cipsela. 2 Veoma usiljen mukro sa dugackim trnom. 4. MrezZasta povr§ina brakteje. 3 - 6 Kristali
vedelita.
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Mikrografije srednje involukralne brakteje (srednji listi¢ involukruma) vrste X.
cylindraceum prikazane su na Tabli Cy;. Srednja involukralna brakteja je kozasto - opnasta,
jajasto - lanceolatna do objajasta, glatka sa jasno uoc¢ljivim indumentumom u centralnom
delu, sa¢injenim od neZlezdanih i Zlezdanih trihoma (Tabla C;; - 1-5). Nezledzdane
trihome se nalaze i na ivici brakteje (Tabla Cy; - 2). Zlezdane trihome su biserijatnog tipa
(Tabla Cy; - 3, 5). Povrsina je mrezasta, prisutan je vosak (Tabla Cy; - 6). Mukro (8iljak) je
kratak i zaobljen (Tabla Cy; - 1-2). Na spoljasnjoj povrSini brakteje se nalazi veliki broj
gusto pakovanih kristala (Tabla Cy; - 2— 4). Kiristali se nalaze u gornjem delu kao i sa
boc¢nih strana brakteje (Tabla Cq; - 2-3). U donjem delu brakteje nema kristala (Tabla Cy; -
6). Kristali su vise manje iste veli¢ine, od 8 do 20um (Tabla Cy; - 4). Javljaju se u obliku
tetragonalne bipiramide (Tabla Cy; - 4, 7-8). Na osnovu hemijskog sastava i morfologije
ovi kristali odgovaraju vedelitu (CaC,04-2H,0).

XRPD i Mikro - Ramanova analiza involukralne brakteje X. cylindraceum potvrdile
su prisustvo kristala vedelita. Pored vedelita (ICDD kartica 00-017-0541), na XRPD
dijagramu (Slika 21), je jasno uoceno i prisustvo celuloze (ICDD kartica 00-003-0289 -
prirodna celuloza). Prema Frost (2004), prisustvo trake istezanja (v (C- O)) na 1474 cm ™ i
drugih karakteristi¢nih traka (909, 594, 188 and 163 cm™*) na Mikro-Ramanovom spektru

(Slika 22) takode ukazuju na prisustvo vedelita.
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Slika 21. XRPD dijagram involukralne brakteje Xeranthemum cylindraceum sa referentnim
XRD dijagramom vedelita (wd) - ICDD kartica 00-017-0541 i prirodne celuloze (cell) -
ICDD kartica 00-003-0289.
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Slika 22. Ramanov spektar (sa korekcijom pozadinskog signala) involukralne brakteje
Xeranthemum cylindraceum.
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BEC 20K\
UB-RGF

BEC 20KV X1,700 . 10pm - s— - X2,200  10pm
UB-RGF B-RGF

Tabla Cy;. Mikrografije srednje involukralne brakteje X. cylindraceum. 1 Kozasto - opnasta, jajasto -
lanceolatna do objajasta brakteja. 2 Kratak i zaobljen mukro. 3, 5 Indumentum i glandularne trihome. 6 Donji
deo brakteje bez kristala. Mrezasta povrsina brakteje. 3, 4, 7, 8 Kristali vedelita.
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Mikrografije srednje involukralne brakteje (srednji listi¢ involukruma) vrste S.
pungens prikazane su na Tabli Cj,. Srednja involukralna brakteja je kozasto-opnasta,
jajasta, glatka, sa jasno uocljivim indumentumom u centralnom delu, sa¢injenom samo od
nezlezdanih trihoma (Tabla Cy, - 1, 4). Indumentum je prileglo dlakav (Tabla Ci, - 4).
Nezlezdane trihome se nalaze i na ivici brakteje (Tabla Ci, - 1). PovrSina je mrezasta,
prisutan je vosak (Tabla Ci, - 3, 5). Mukro ($iljak) je dugacak, uspravan, ostar, Silast (Tabla
Ci12 - 1-2). Na spoljasnjoj povrsini brakteje se nalazi veliki broj gusto pakovanih kristala
(Tabla Cy, - 4-6). Kristali se nalaze u gornjem delu kao i sa bo¢nih strana brakteje (Tabla
Ci2 - 4-5). U donjem delu brakteje nema kristala (Tabla Ci, - 3). Kristali su viSe manje iste
veli¢ine, od 8 do 20um (Tabla Cy, - 5-6). Javljaju se u obliku tetragonalne bipiramide
(Tabla Cy, - 5-6). Na osnovu hemijskog sastava i morfologije ovi kristali odgovaraju
vedelitu (CaC,042H,0).
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SEI 20KV — SEl 20KV
UB-RGF

SEl | 20Ky |
UB,RGF| /

BEC 20kV
UB-RGF

Tabla Cy,. Mikrografije srednje involukralne brakteje S. pungens. 1 KozZasto - opnasta, jajasta brakteja. 2
Dugacak, uspravan, ostar, Silast mukro. 3 MreZasta povrsina brakteje. 4 Indumentum. 5, 6 Kristali vedelita.

111



W Taksonomija i filogenija Xeranthemum grupe (Asteraceae) - morfoloski, anatomski, fitohemijski i molekularni aspekti

(i
(f

.EW? Milan M. Gavrilovié

4.2.4. Mikromorfolos§ka analiza cvetnog regiona

Mikrografije cvetnog regiona predstavnika Xeranthemum grupe su prikazani na
Tabli D. Vrh stubica je dvodelan i sastoji se od dva kraka. Vrhovi grana stubi¢a su kod A.
exsul vrlo kratki, tupi, pravi i povezani (Tabla D1). Kod taksona A. autariatus subsp.
bertisceus i A. neumayerianus subsp. neumayerianus vrhovi grana grana stubica su kratki,
Siljati, razilazeci, povijeni prema spolja (Tabla D3, odnosno Tabla D6). Grane stubica su
papilozne na spoljasnjoj strani (Tabla D1, 3-6). Spoljas$nja povrSina kruni¢nog listi¢a vrste
X. annuum je mrezasta, bez kristala (tabla D7). Spoljasnja povrsina kruni¢nog listica X.
cylindraceum je takode mrezasta (Tabla D8). Na povrSini se mogu uociti mali kristali
identifikovani kao kristali silvita (KCI). Njihova veli¢ina varira od 0.5 do 2 um, i javljaju se
u formi pravilne kocke (Tabla D8). Neki kristali su delimi¢no izduZzeni i zapravo
predstavljaju deformisane kocke kristala (Slika 21). Zbog male koli¢ine i malih dimenzija
kristala silvita na povr$ini kruni¢nog listi¢a vrste X. cylindraceum, prisustvo ovog kristala

je odredeno samo pomo¢u SEM - EDS analize (Slika 23).

Slika 23. EDS spektar silvita (levo) i kristal silvita (levo i desno)
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SEI  20kV
UB-RGF

Univ. NS " X168 1@ewm| [A]  Univ. NS

2 —
SEl 264
UB-RGF-,

Tabla D. Mikrografije cvetnog regiona predstavnika Xeranthemum grupe. 1. A. exsul. 2, 3, 4, 5 A. autariatus
subsp. bertisceus. 6 A. neumayerianus subsp. neumayerianus. 7 Povrsina krunice X. annuum. 8. PovrSina
krunice X. cylindraceum sa kristalima silvita.
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4.2.5. Mikromorfoloska analiza cipsela

Mikrografije cipsela predstavnika Xeranthemum grupe prikazane su na Tablama E;-
Eo.

Cipsele vrste Sh. masarica su homomorfne (Tabla E; - 1), braonkaste, prave, usko
duguljasto - obkoni¢ne i sa viSe manje izraZzenim uzduznim rebrima (Tabla E; - 1). Insercija
cipsele je adaksijalna (Tabla E; - 2). Karpopodijum je asimetri¢an, formira potkovicastu
kupu. Zidovi celija karpopodijuma su jedva vidljivi dajuci gladak izgled karpopodijumu
(Tabla E1 - 2). Cipsele su potpuno gole, bez indumentuma (Tabla E; - 3). Povrsina cipsele
je nepravilno talasasto mrezasta (Tabla E; - 3). Apikalna ivica perikarpa je redukovana, a
kruna perikarpa potpuno odsustvuje (Tabla E; - 4). Papus je perasto - ¢ekinjast,
homomorfan, jednoredan, trajan, direktno se vezuje za gornju ivicu cipsele (Tabla E; - 5).
Papus je izgraden od brojnih perastih ¢ekinja (Tabla E; - 4-6), donekle sraslih u osnovi
(Tabla E; - 4). Boja papusa varira od slamnozute do braonkaste.
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SEl  20kV SEl  20kV
UB-RGF UB-RGF

—
-

SEl- 20kV X150 100¢im SEl . 20kV 100pm  —
UB-RGF_~~ UB-RGF

SEl  20kV X200 10#,— SEl  20kV

UB-RGF UB-RGF

Tabla E;. Mikrografije cipsele Sh. masarica. 1 Cipsela. 2 Karpopodijum. 3 Nepravilno talasasto mrezasta
povrsina cipsele. 4 Insercija papusa. 5, 6 Perasto - ¢ekinjast papus.
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Cipsele vrste A. exsul su dimorfne (Tabla E; - 1). Spoljasnja cipsela, koja nastaje od
obodnih cvetova, je Zuckasto-braonkasta, svilasta, prava, dorzoventralno spljoStena i
donekle okriljena (Tabla E, - 1, desno). Unutras$nja cipsela, koja nastaje od centralnih
cvetova, je zuckasto-braonkasta, svilasta, usko duguljasto-valjkasta sa viSe manje izrazenim
uzduznim rebrima (Tabla E; - 1, levo). Insercija obe cipsele je adaksijalna (Tabla E; - 2-3).
Karpopodijum obe cipsele je asimetrican, formira potkoviastu kupu. Zidovi celija
karpopodijuma su jedva vidljivi dajué¢i gladak izgled karpopodijumu (Tabla E, - 2-3).
Brojne izduzene, nezlezdane, dvojne trihome, koje su kratko viljuskasto deljene na vrhu, su
prisutne po povrsini unutrasnje cipsele (Tabla E; - 1-2), dok su ove trihome sporadi¢no
prisutne po povrsini spoljasnje cipsele, vise u centralnom delu i blize vrhu (Tabla E; - 1- 3).
Trihome imaju viSe manje jednake vrhove (Tabla E; - 2-3). Cipsele su bez Zlezdanih
trihoma na povrsini. Povrsina obe cipsele je nepravilno talasasto mrezasta (Tabla E; - 2-3).
Apikalna ivica perikarpa je redukovana, a kruna perikarpna potpuno odsustvuje (Tabla E; -
1). Papus je bradato-osasto zasiljen, homomorfan, $ilast, trajan, sa jednorednim, bazalno
glatkim i apikalno bradatim ¢ekinjama, koje su direktno vezane za gornju ivicu cipsele
(Tabla E; - 1). Unutrasnja cipsela poseduje mnogo vise ¢ekinja nego spoljasnja cipsela
(Tabla E; - 1), dok ¢ekinje spoljasnje cipsele poseduju mnogo vise pinula po povrsini

(Tabla E; - 4-5). Boja papusa varira od zuckaste do bele.
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SEl  20kV
UB-RGF

Tabla E,. Mikrografije cipsele A. exsul. 1 Unutrasnja (levo) i spoljasnja (desno) cipsela. 2 Karpopodijum. 3
Karpopodijum spoljasnje cipsele. 2 i 3 Nepravilno talasasto retikulatna povrsina cipsele. 4 Cekinje unutragnje
cipsele. 5 Cekinje spoljasnje cipsele.
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Vrsta A. elegans poseduje dimorfne cipsele. Unutrasnja cipsela, koja nastaje od
centralnih cvetova, je zuckasto-braonkasta, svilasta, usko duguljasto-valjkasta sa vise manje
izrazenim uzduznim rebrima (Tabla Ej - 1). Insercija cipsele je adaksijalna (Tabla E3 - 2).
Karpopodijum je asimetri¢an, formira potkovicastu kupu. Zidovi ¢elija karpopodijuma su
jedva vidljivi dajuci gladak izgled karpopodijumu (Tabla E3 - 2). Izduzene, nezlezdane,
dvojne trihome, koje su kratko viljuskasto deljene na vrhu sporadi¢no su prisutne po
povrsini cipsele (Tabla E3 - 2, 5). Trihome imaju viSe manje jednake vrhove (Tabla E3 - 3—
4). Cipsele su bez zlezdanih trihoma na povrSini. PovrSina cipsele je naborano - mrezasta.
Apikalna ivica perikarpa je redukovana, a kruna perikarpna potpuno odsustvuje (Tabla Ej -
1). Papus je bradato-osasto zasiljen, homomorfan, $ilast, trajan, sa jednorednim, bazalno
glatkim i apikalno bradatim ¢ekinjama u dva reda, koje su direktno vezane za gornju ivicu
cipsele (Tabla E3 - 1, 6-7). Na ¢ekinjama se uocavaju sporadi¢no rasporedene pinule (Tabla
Es - 8). Boja papusa varira od zuckaste do bele. U centralnom delu gornjeg dela cipsele
uocen je trag baze stubica, sacinjen od parenhimskog i provodnog tkiva, okruzen ostacima
nektarija, koje su blago uocljive (Tabla E3 - 7). Nektarije su okruglog ili blago petougaonog
oblika (Tabla E3 - 7).
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Tabla E;. Mikrografije unutradnje cipsele A. elegans. 1 Unutradnja cipsela. 2 Karpopodijum. 3 Naborano -
mrezasta povrsina cipsele. 4, 5 Dvojne trihome. 6 Insercija papusa. 7, 8 Bradato-osasto zasiljeni papus sa

¢ekinjama u dva reda. Ostaci nektarija.
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Spoljasnja cipsela vrste A. elegans, koja nastaje od obodnih cvetova, je Zuckasto-
braonkasta, skoro gola, usko duguljasto-valjkasta sa viSe manje izrazenim uzduznim
rebrima, okriljena (Tabla E; - 1). Insercija cipsele je adaksijalna (Tabla E; - 2).
Karpopodijum je asimetrican, formira potkovicastu kupu. Zidovi ¢elija karpopodijuma su
jedva vidljivi dajuéi gladak izgled karpopodijumu (Tabla E4 - 2). Vrlo kratke, biserijatne,
nezlezdane, dvojne trihome, koje su kratko viljuskasto deljene na vrhu, retko su prisutne po
povrsini cipsele (Tabla E4 - 3-4). Trihome imaju viSe manje jednake vrhove (Tabla E4 - 4—
5). Na okriljenom delu cipsele nisu prisutne trihome (Tabla E; - 5). Cipsele su bez
Zlezdanih trihoma na povrSini. Povrsina cipsele je je naborano - mrezasta (Tabla E4 - 4).
Apikalna ivica perikarpa je redukovana, a kruna perikarpna potpuno odsustvuje (Tabla E4 -
6). Papus je bradato-osasto zaSiljen, homomorfan, $ilast, trajan, sa jednorednim, bazalno
glatkim i apikalno barbelatnim ¢ekinjama u jednom redu, koje su direktno vezane za gornju
ivicu cipsele (Tabla E4 - 6-8). Na ¢ekinjama se uocavaju sporadi¢no rasporedene pinule sa
spoljasnje strane (Tabla E4 - 6-8). Sa unutrasnjje strane ¢ekinje nisu prisutne pinule (Tabla

E, - 6-8). Boja papusa varira od zuckaste do bele.
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Tabla E4. Mikrografije spoljasnje cipsele A. elegans. 1 Cipsela. 2 Karpopodijum. 3, 4 Naborano - mrezasta
povrsina cipsele i kratke dvojne trihome. 5 Okriljeni deo cipsele. 6 Insercija papusa. 7, 8 Bradato-osasto

zasiljeni papus sa cekinjama u jednom redu.
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lako vrsta Ch. orientalis poseduje dimorfne cipsele (Bremer 1994), bili smo u
mogucnosti da istrazimo jedino unutrasnje cipsele. Unutrasnja cipsela je obkonicna,
apikalno fino izbrazdana, delimi¢no svilasta (bazalno rutava), sa viSe manje izrazenim
uzduznim rebrima (Tabla Es - 1). Boja varira od boje slonovace do zuckaste. Insercija
cipsele je adaksijalna (Tabla Es - 2). Karpopodijum je asimetri¢an, formira potkovicastu
kupu. Zidovi ¢elija karpopodijuma su jedva vidljivi daju¢i gladak izgled karpopodijumu
(Tabla Es - 2). Povrsina cipsele je papilozna (Tabla Es - 3). Papile su krupne, izrazito
strijatne (Tabla Es - 4). Brojne izduzene, nezlezdane, dvojne trihome, koje su kratko
viljuskasto deljene na vrhu, su prisutne u bazalnom i centralnom delu cipsele (Tabla Es - 1,
5). Trihome imaju viSe manje jednake vrhove (Tabla Es - 5). Cipsele su bez Zlezdanih
trihoma na povrsini. Apikalna ivica perikarpa je redukovana, a kruna perikarpna potpuno
odsustvuje (Tabla Es - 1, 5). Papus je osasto-zasiljen, plevicasto ljuspast, homomorfan,
jednoredan, trajan (Tabla Es - 1), direktno vezan za gornju ivicu cipsele (Tabla Es - 6).
Papus je sacinjen od Sirokih, kozasto-opnastih, $ilastih ljuspi, vise manje jednakih duzina i
donekle sraslih u osnovi (Tabla Es - 1, 6). Ljuspe su sitno testeraste (Tabla Es - 7), bazalno
glatke, sa malim pinulama koje nastaju u uskom centralnom delu i nastavljaju se do vrha,
apikalno sa pinulama (Tabla Es - 7-8). Ljuspe imaju male pinule po spoljasnjoj povrsini
(Tabla Es - 7— 8). Boja papusa je slamasta.
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Tabla Es. Mikrografije unutrasnje cipsele Ch. orientalis. 1 cipsela. 2 Karpopodijum. 3 Papilozno-strijatna
povrsina cipsele. 4 Papile sa strijama. 5 Dvojne trihome. 6 Insercija papusa. 7, 8 Osasto-zasiljen plevicasto
ljuspast papus.
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Cipsele vrste X. inapertum su homomorfne (Tabla Eg - 1), Zuc¢kasto - braonkaste,
svilaste, prave, vis§e manje bo¢no spljostene, usko obkoni¢ne do objajaste, sa visSe manje
izrazenim uzduZznim rebrima (Tabla Eg - 2). Insercija cipsele je adaksijalna (Tabla Eg - 2—
3). Karpopodijum je asimetri¢an, formira potkovicastu kupu (Tabla Eg - 2-3). Zidovi ¢elija
karpopodijuma su jedva vidljivi dajuéi gladak izgled karpopodijumu (Tabla Eg - 2-3).
Povrsina cipsele je mrezasta (Tabla Eg - 4). Brojne izduzene, nezlezdane, dvojne trihome,
koje su kratko viljuskasto deljene na vrhu, su prisutne po celoj povrsini cipsele (Tabla Eg -
4). Trihome imaju viSe manje jednake vrhove (Tabla Eg - 2, 4). Cipsele su bez Zlezdanih
trihoma na povrSini. Apikalna ivica perikarpa je redukovana, a kruna perikarpna potpuno
odsustvuje (Tabla Es - 1, 5). Papus je osasto-zasiljen, plevicasto ljuspast, homomorfan,
jednoredan, trajan (Tabla Eg - 1, 5), direktno vezan za gornju ivicu cipsele (Tabla Es - 1, 5).
Papus je sacinjen od $irokih, kozasto - opnastih, $ilastih ljuspi, varijabilnih duzina i donekle
sraslih u osnovi (Tabla Es - 1, 5). Ljuspe su sitno testeraste, bazalno hrapave, sa malim
pinulama po celoj povrsini (Tabla Eg - 5-7), i na vrhu (Tabla Es - 8). Boja papusa je

zuckasto - transparentna.
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Tabla E¢. Mikrografije cipsele X. inapertum. 1 Cipsela. 2, 3 Karpopodijum. 4 Dvojne trihome po mreZastoj
povrsini cipsele. 5 Insercija papusa. 6, 7 Povrsina ljuspi papusa. 8 Vrh ljuspe papusa.
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Cipsele vrste X. annuum su homomorfne (Tabla E7 - 1), braonkasta, svilaste, vise
manje prave ili blago savijene, vise manje bo¢no spljostene, usko obkoni¢ne do objajaste,
sa viSe manje izraZzenim uzduznim rebrima (Tabla E7 - 1). Insercija cipsele je adaksijalna
(Tabla E7 - 2), Karpopodijum je asimetri¢an, formira potkovicastu kupu (Tabla E7 - 2).
Zidovi ¢elija karpopodijuma su jedva vidljivi dajuéi gladak izgled karpopodijumu (Tabla E;
- 2). Povrsina cipsele je mrezasta (Tabla E; - 2). Brojne izduZene, neZlezdane, dvojne
trihome, koje su kratko viljuSkasto deljene na vrhu, su prisutne po celoj povrsini cipsele
(Tabla E7 - 1-3). Trihome imaju viSe manje jednake vrhove (Tabla E; - 3). Cipsele su bez
Zlezdanih trihoma na povrSini. Apikalna ivica perikarpa je redukovana, a kruna perikarpa
potpuno odsustvuje (Tabla E; - 1, 3). Papus je osasto-zasiljen, plevicasto ljuspast,
homomorfan, jednoredan, trajan, direktno vezan za gornju ivicu cipsele (Tabla E; - 1).
Papus je sacinjen od Sirokih, kozasto - opnastih, Silastih ljuspi (oko 5), varijabilnih duzina 1
donekle sraslih u osnovi (Tabla E; - 1). Ljuspe su sitno testeraste, bazalno hrapave, sa
malim pinulama po celoj povrsini (Tabla E7 - 4), i na vrhu (Tabla E; - 5-6). Boja papusa je

zuckasto - transparentna.
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Tabla E;. Mikrografije cipsele X. annuum. 1 Cipsela. 2 Karpopodijum. 2, 3 Dvojne trihome na mrezastoj
povrsini cipsele. 4 Vr$ni deo ljuspe papusa. 5, 6 Vrh ljuspe papusa.
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Cipsele vrste X. cylindraceum su homomorfne (Tabla Eg - 1). Cipsele su braonkaste,
svilaste, prave, vise manje bo¢no spljostene, usko obkoni¢ne do objajaste, sa vise manje
izrazenim uzduznim rebrima (Tabla Eg - 1). Insercija cipsele je adaksijalna (Tabla Eg - 2).
Karpopodijum je asimetri¢an, u obliku potkovicaste kupe (Tabla Eg - 2). Zidovi ¢elija
karpopodijuma su jedva vidljivi dajuéi gladak izgled karpopodijumu (Tabla Eg - 2).
Povrsina cipsele je mrezasta (Tabla Eg - 3, 4). Brojne izduzene, nezlezdane, dvojne trihome,
koje su kratko viljuskasto deljene na vrhu, su prisutne po celoj povrsini cipsele (Tabla Eg -
3). Trihome imaju viSe manje jednake vrhove (Tabla Eg - 4). Retke, kratke, dvojne trihome,
su prisutne u donjim delovima ljuspi papusa (Tabla Eg - 1). Cipsele su bez zlezdanih
trihoma na povrSini. Apikalna ivica perikarpa je redukovana, a kruna perikarpna potpuno
odsustvuje (Tabla Es - 5). Papus je viSe manje plevicasto ljuspast, homomorfan,
jednoredan, trajan (Tabla Eg - 1), direktno vezan za gornju ivicu cipsele (Tabla Eg - 1, 5).
Papus je sacinjen od Sirokih, koZasto-opnastih, Silastih, apikalno pinulatnih ljuspi (10-15)
(Tabla Eg - 6-8), varijabilnih duZzina i donekle sraslih u osnovi (Tabla Eg - 1, 5). Boja

papusa je od zlatne do Zuckaste.
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P

X144 M rarn Univ. X188 188mm

Tabla Eg. Mikrografije cipsele X. annuum. 1 Cipsela. 2 Karpopodijum. 3 Dvojne trihome na povrsini cipsele.
4 Mrezasta povrSina cipsele. 5 Insercija papusa. 6 Donji deo ljuspe papusa. 7 Srednji deo ljuspe papusa. 8
Povrsina ljuspi papusa. 8 Vrh ljuspe papusa.
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Cipsele vrste S. pungens su homomorfne (Tabla Eg - 1). Cipsele su svetlo
braonkaste, svilaste, prave, duguljasto-obkoni¢ne, izbrazdane, sa viSe manje izraZzenim
uzduznim rebrima (Tabla Eg - 1). Insercija cipsele je adaksijalna (Tabla Eg - 2).
Karpopodijum je asimetri¢an, formira potkovicastu kupu (Tabla Eg - 2). Zidovi celija
karpopodijuma su jedva vidljivi dajuéi gladak izgled karpopodijumu (Tabla Eg - 2).
Povrsina cipsele je mrezasta (Tabla Eg - 3). Brojne izduzene, biserijatne, neZlezdane,
dvojne trihome, koje su kratko viljuskasto deljene na vrhu, su prisutne po celoj povrsini
cipsele (Tabla Eg - 3). Trihome imaju viSe manje jednake vrhove (Tabla Eg - 4). Cipsele su
bez Zlezdanih trihoma na povrSini. Apikalna ivica perikarpa je redukovana, a kruna
perikarpna potpuno odsustvuje (Tabla Eg - 1). Papus je osasto - zasiljen, plevicasto -
ljuspast, homomorfan, jednoredan, trajan, direktno vezan za gornju ivicu cipsele (Tabla Eg -
1). Papus je saCinjen od S$irokih, kozasto - opnastih, Silastih ljuspi koje se Sire u svim
pravcima, vise manje jednakih duzina i delimi¢no sraslih u osnovi (Tabla Eg - 1). Ljuspe su
sitno testeraste, bazalno skoro glatke (Tabla Eg - 5). apikalno hrapave, barbelatne ili peraste
(Tabla Eg - 7-8). Papus je transparentan sa braon prugom po povrsini.

Odabrani kvalitativni karakteri stabla, listova, involukralnih brakteja i cipsela

istrazivanih taksona Xeranthemum grupe prikazani su u Tabeli 5.

130



M Taksonomija i filogenija Xeranthemum grupe (Asteraceae) - morfoloski, anatomski, fitohemijski i molekularni aspekti

'@}/ Milan M. Gavrilovié

X288 S8 mm

Tabla Eq. Mikrografije cipsele S. pungens. 1 Cipsela. 2 Karpopodijum. 3, 4 Dvojne trihome na mreZzastoj
povrsini cipsele. 5, 6 Donji deo ljuspe papusa. 7, 8 Gornji deo ljuspe papusa.
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Tabela 5. Dijagnosti¢ki mikromorfoloski karakteri stabla, listova, involukranih brakteja i cipsela predstavnika Xeranthemum grupe (nastavak)
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Tabela 5. Dijagnosti¢ki mikromorfoloski karakteri stabla, listova, involukranih brakteja i cipsela predstavnika Xeranthemum grupe (nastavak)
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4.3. Anatomija Xeranthemum grupe
4.3.1. Anatomska analiza balkanskih taksona roda Amphoricarpos

Anatomska analiza balkanskih taksona roda Amphoricarpos je po prvi put prikazana

u ovom istrazivanju.
4.3.1.1. Anatomske karakteristike korena

Poprecni preseci korena istrazivanih taksona prikazani su na Tabli F. Svi istrazivani
taksoni su viSegodiSnje zeljaste biljke, koje formiraju i adventivne korenove. Oblik
popre¢nog preseka adventivnog korena je zaobljen (Tabla F1-4). Adventivni korenovi
imaju tipi¢nu gradu: rizodermis je na povrSini i kora, ispod njega, koja se sastoji od
parenhima i predstavlja dominantan deo popre¢nog preseka korena (Tabla F1-4). Takode,
uocava se i dobro razvijen egzodermis, prvi sloj kore. Celije parenhima kore su bogate
skrobnim zrnima (Tabla F1-4). U centru mladih korenova uocavaju se parenhimske ¢elije
okruzene ksilemom (Tabla F2-3), dok se u centru starijih korenova uo¢avaju sklerenhimska
vlakna, okruzena ksilemom (Tabla F1-4). Zidovi parenhimskih ¢elija zadebljavaju
(lignifikuju se) u starijim korenovima. U kasnijoj fazi, korenovi pokazuju sekundarnu

gradu. Korenovi nemaju sekretorne kanale (Tabla F1-4).
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Tabla F. Popre¢ni preseci adventivnih korenova vrsta A. neumayerianus subsp. neumayerianus (1), A.
autariatus subsp. autariatus (2), A. autariatus subsp. bertisceus (3) and A. neumayerianus subsp. murbeckii
(4). Skracenice: Co = kora; Pc = ¢elije parenhima; Rh = rizodermis; Scf = sklerenhimska vlakna; Xy =
ksilem. Bar = 200 pm.
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4.3.1.2. Anatomske karakteristike rizoma

Popre¢ni preseci rizoma istrazivanih taksona prikazani su na Tabli G. Na
popre¢nom preseku, rizomi imaju vise ili manje okrugao oblik (Tabla G5, 7, 9), ili su
nepravilnog oblika (Tabla G11). Na popre¢nim presecima rizoma uocavaju se sekundarna
tkiva (Tabla G5, 7, 9, 11). Na povrsini je dobro razvijenim periderm, a ispod njega se
uocavaju uske zone parenhima kore (Tabla G6, 8, 10, 12). U centralnom cilindru uocava se
dobro razvijen ksilem, isprekidan Sirokim parenhimskim zracima (Tabla G6, 8, 10, 12).
Rizomi pokazuju ekscentri¢ni rast (neravnomerni rast prstenova ksilema) (Tabla G11).
Vaskularni zraci su homocelularni i uglavnhom multiserijatni. U centralnom regionu je srz,
izgradena od veoma Kkrupnih parenhimskih ¢elija (Tabla G5, 7, 9, 11). Rizomi nemaju
sekretorne kanale (Tabla G5-12).
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Tabla G. Popre¢ni preseci rizoma A. neumayerianus subsp. neumayerianus (5, 6), A. autariatus subsp.
autariatus (7, 8), A. autariatus subsp. bertisceus (9, 10) i A. neumayerianus subsp. murbeckii (11, 12).
Skracenice: Co = kora; Pe = periderm; Pi = srz; Pr = parenhimski zrak; Sph = sekundarni floem; Sxy =
sekundarni ksilem. Bar = 500 um (slike 5, 7, 9 i 11); 200 um (slike 6, 8, 10 i 12).
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4.3.1.3. Anatomske karakteristike lista

Poprecni preseci listova istrazivanih taksona prikazani su na Tabli H. Na popre¢nom
preseku lista, glavni nerv je u obliku srca sa dva rebra sa strane (Tabla H13, 15, 17, 19).
Adaksijalni epidermis je jednoslojan i prekriven debelom kutikulom (Tabla H14, 16, 18,
20). Celije adaksijalnog epidermisa su vidno veée u poredenju sa éelijama abaksijalnog
epidermisa (Tabla H14, 16, 18, 20).

Kristalne druze nepravilnog oblika od kalcijum oksalata (CaOx kristali) mogu se
uociti u ¢elijama adaksijalnog i abaksijalnog epidermisa listova (Tabla 121-22). Ovi kristali
su posebno vidljivi unutar ¢elija adaksijalnog epidermisa (Tabla 122). Oni su takode uoceni
u nekim ¢elijama mezofila (Tabla I21).

Epidermalne ¢elije adaksijalnog epidermisa su nepravilno poligonalnog oblika
(Tabla J23-26). Spoljasnji periklinalni zidovi ¢elija su konveksni i glatki (Tabla J23-26).
Antikinalni zidovi ¢elija adaksijalnog epidermisa su ravni (Tabla J23-26).

Listovi su amfistomati¢ni (Tabla H14, 16, 18, 20). Izdignute stome se uocavaju,
pretezno na abaksijalnoj strani (Tabla H14, 16, 18, 20) dok je njihovo prisustvo na
adaksijalnoj strani izuzetno retko (Tabla H14). Lisna plo¢a ima dorziventralnu gradu (Tabla
H14, 16, 18, 20). Ispod adaksijalnog epidermisa nalazi se dvoslojno palisadno tkivo,
izgradeno od velikih ¢elija bogatih hloroplastima 1 sunderasto tkivo sagradeno od nekoliko
slojeva poligonalnih ¢elija izmedu kojih su veliki meducéelijski prostori (Tabla H14, 16, 18,
20). Kolateralni zatvoreni provodni snopici, okruzeni parenhimskim tkivom, rasporedeni u
nizu, uocavaju se centralnom delu lisne ploc¢e (Tabla H14, 16, 18, 20). U glavnom nervu
prisutan je jedan provodni snopi¢, ili jedan veliki 1 dva mala provodna snopica, sa okolnim
parenhimskim omota¢em koji se proteze do oba epidermisa (Tabla H13, 15, 17, 19). Na
adaksijalnoj strani uocava se subepidermalni kolenhim, dok se na abaksijalnoj strani
kolenhim smenjuje sa hlorenhimom (Tabla H13, 15, 17, 19). Listovi nemaju sekretorne
kanale (Tabla H13-20).

Kovrdzave, nezlezdane trihome pokrivaju obe povrSine lista, ali mnogo su vise
zastupljene na abaksijalnoj strani, gde formiraju barSunasti indumentum (Tabla K27-28).

Ove trihome su vermiforme (lanatne). Glandularne trihome, koje se vide kao Zlezdane

140



m( Taksonomija i filogenija Xeranthemum grupe (Asteraceae) - morfoloski, anatomski, fitohemijski i molekularni aspekti
"rl { . . .
'\fiv»’.]? Milan M. Gavrilovi¢

f

tacke, takode se nalaze na obe povrSine lista, ali mnogo vise na abaksijalnoj strani (Tabla
K27-28). Glandularne trihome su biserijatnog tipa (Tabla K29-31).
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Tabla H. Popre¢ni preseci listova A. neumayerianus subsp. neumayerianus (13, 14), A. autariatus subsp.
autariatus (15, 16), A. autariatus subsp. bertisceus (17, 18) i A. neumayerianus subsp. murbeckii (19, 20).
Skracenice: Abe = abaksijalni epidermis; Ade = adaksijalni epidermis; Pp = palisadni parenhim; Sp =
sunderasti parenhim; Vb = provodni snopi¢; Glava strelice: stoma. Bar = 200 um
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Tabla I. Popre¢ni presek lista A. neumayerianus subsp. murbeckii. Strelice oznacavaju kristalne druze. Bar =
100 pm.

Tabla J. Mikrografije adaksijlanog epidermisa A. neumayerianus subsp. neumayerianus (23), A. autariatus
subsp. autariatus (24), A. autariatus subsp. bertisceus (25) and A. neumayerianus subsp. murbeckii (26). Bar
=100 pum.
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Tabla K. Adaksijalni epidermis A. autariatus subsp. bertisceus. Kristalne druze i biserijatne trihome. Bar =
200 pum na 29; 100 um na 30; 50 pm na 31.

144



Y

f
\

i

11:]
'I’J‘

)y

{ Taksonomija i filogenija Xeranthemum grupe (Asteraceae) - morfoloski, anatomski, fitohemijski i molekularni aspekti

Milan M. Gavrilovié

4.3.1.4. Anatomske karakteristike drske cvasti

Poprecni preseci drSke cvasti istrazivanih taksona prikazani su na Tabli L. Popre¢ni
presek drske cvasti ima nepravilni poligonalni oblik (Tabla L32, 34, 36, 38). Na povrsini se
nalazi jednoslojni epidermis izgraden od ovalnih do izodijametri¢nih ¢elija (Tabla L33, 35,
37, 39). Ispod epidermisa nalazi se kora izgradena od kolenhima i hlorenhima, koji su
naizmeni¢no rasporedeni. Izrazena rebra u sebi sadrze kolenhim, dok se hlorenhim nalazi
izmedu rebara (Tabla L33, 35, 37, 39). Provodni snopi¢i su kolateralni i cikli¢no
organizovani (Tabla L32, 34, 36, 38). Izmedu njih je parenhimsko tkivo (Tabla L33, 35,
37, 39). Jako lignifikovano tkivo sklerenhima okruzuje svaki provodni snopi¢. Nekoliko
provodnih snopica ("kortikalni provodni snopi¢i) nalaze se izvan kruga, blizu kore (Tabla
L33, 34, 37, 39). Jasno vidljiv sloj endodermisa, koji sadrzi zrnca skroba, odvaja koru od
centralnog cilindra (Tabla L39). Na popre¢nom preseku u centralnom delu drske cvasti
nalazi se srz izgradena od velikih parenhimskih ¢éelija (Tabla L33, 35, 37, 39). U drSkama

cvasti nisu uoceni sekretorni kanali (Tabla L30-37).
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Tabla L. Popreéni preseci drske cvasti A. neumayerianus subsp. neumayerianus (32, 33), A. autariatus subsp.
autariatus (34, 35), A. autariatus subsp. bertisceus (36, 37) and A. neumayerianus subsp. murbeckii (38, 39).
Skracenice: Chl = hlorenhim; Col = kolenhim; Ep = epidermis; Pi = srz; Vb = provodni snopi¢i; Bela strelica:
“kortikalni” provodni snopi¢; Crna strelica: endodermis. Bar = 200 pm.
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4.3.1.5. Anatomske karakteristike cvasti

Popre¢ni i uzduzni preseci cvasti istrazivanih taksona prikazani su na Tabli M.
Poprec¢ni 1 uzduzni preseci cvetova pokazuju razlicite faze razvoja cvetova i plodova (Tabla
M 38-45). Involukralna brakteja ima jednoslojan epidermis na povrsini, ispod koga se
nalazi (ili odsustvuje) jednoslojni hipodermis, i veoma razvijeno viSecelijsko tkivo
sklerenhima (Tabla M39, 41, 43). Ispod sklerenhima prisutno je parenhimsko tkivo sa
provodnim snopi¢ima. Brakteje receptakuluma ili palje imaju slicnu anatomiju kao i1
involukralne brakteje (Tabla M39, 41, 43). U ranim fazama razvoja cvetova, uocavaju se
prasnici sa polenovim zrnima (Tabla M46). Plodnik je podcvetan, bikarpelatan, sinkarpan i
unilokularan (Tabla M39, 43, 44, 45). Semeni zametak je anatropan, unitegmican i
tenuinucelatan sa bazalnom placentacijom (Tabla M44). Spoljasnji 1 unutra$nji epidermis
perikarpa je jednoslojan, dok se u mezofilu uocavaju dva regiona (Tabla M41).

Taksoni roda Amphoricarpos se odlikuju heterokarpijom, odnosno, moze se uociti
nezrela unutrasnja cipsela, koja nastaje iz centralnih dvopolnih cvetova (Tabla M39, 41, 43)
1 nezrela spoljaSnja cipsela, koja nastaje iz perifernih Zenskih cvetova (Tabla M43, 45).
Nezreli plod sadrzi sloj perikarpa, koji je sastavljen od jednoslojnog epidermisa, grupe
sklerenhimskih vlakana 1 parenhimskih ¢elija (Tabla M41), i sloj teste, koji je sastavljen od
epidermisa teste sa lignifikovanim ¢elijama i ostacima Celija (Tabla M41). Celije parenhima
perikarpa imaju vise ili manje istu gradu u celom perikarpu i u zrelom stanju izmedu njih su
bogati meducelijski prostori (Tabla M41). Sloj fitomelanina nije uo¢en. Endosperm, koji
okruzuje embrion, sastoji se od jednog do tri sloja ¢éelija (Tabla M40, 41). Zreli embrion je
aksijalan i zauzima celu komoru (Tabla M38, 41). Osa embriona je ravna, a plumula je
slabo diferencirana (Tabla M38). Uocavaju se dva plano-konveksna kotiledona (Tabla
M38).
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Tabla M. Popre¢ni (39, 40, 43, 45) i uzduzni preseci cvasti (39, 40, 42, 44) A. neumayerianus subsp.
neumayerianus (38, 39), A. autariatus subsp. autariatus (40, 41), A. autariatus subsp. bertisceus (42, 43) i A.
neumayerianus subsp. murbeckii (44, 45). Skracenice: Cr = ostaci ¢elija; En = endosperm; Ep = epidermis
perikarpa; Et = epidermis teste; Ib = involukralna brakteja; IC = unutrasnja cipsela; OC = spoljanja cipsela;
Ova = plodnik; Ovu = semeni zametak; Pa = palea; Pc = celije parenhima; Re = receptakulum; Sf =

sklerenhimska vlakna; Tvb = provodni snopi¢ teste. Bar = 500 um slike 38, 40, 42 i 44; 200 um na 39, 41, 43
i 45.
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4.3.2. Anatomska analiza vrsta roda Xeranthemum

Anatomska analiza vrsta roda Xeranthemum iz Srbije je po prvi put prikazana u

ovom istrazivanju.

4.3.2.1. Anatomske karakteristike korena

Poprecni preseci korena istrazivanih vrsta prikazani su na Tabli N. lako su ove vrste
jednogodisnje, sekundarna tkiva su uoCena na poprenim presecima obe istrazivane vrste
[posebno dobro razvijeni ksilem (Tabla N1-4)]. Na povrsini korena obe vrste prisutan je
viSeslojni egzodermis (Tabla N1-4). Ispod egzodermisa, nalazi se redukovana kora (zbog
prisustva sekundarnih tkiva korena) (Tabla N1-4). Takode, floem kao i sklerenhimska
vlakna se uocavaju ispod kore. Dominantni deo popreénog preseka korena ¢ini sekundarni
ksilem izgraden od traheja i traheida (Tabla N1-4). Korenovi nemaju sekretorne kanale
(Tabla N1-4).

Znacajni kvantitativni karakteri su prose¢na debljina egzodermisa i prosecni precnik
glavnog korena i ksilema. Debljina egzodermisa za X. annuum je 198.0 mm za glavni koren
i 92.0 mm za bo¢ni koren, dok su kod X. cylindraceum ove vrednosti 294.9 mm i 131.2
mm. Pre¢nik glavnog korena kao i pre¢nik ksilema se razlikovao izmedu istrazivanih vrsta,
1390.5 pm i 831.7 um za X. annuum, odnosno 1930 um i 1212.1 pm za X. cylindraceum
(Tabela 6).
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Tabla N. Popre¢ni preseci korena X. annuum (1, 3) i X. cylindraceum (2, 4). Ex = egzodermis; Ph = floem; Xy
= ksilem; Tr = traheje. Bar = 100 pm,
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Tabela 6. Anatomske karakteristike korena vrsta roda Xeranthemum. Rezultati su

prikazani kao srednja vrednost + standardna devijacija.

X. annuum

X. cylindraceum

Glavni koren

Debljina egzodermisa (um)
Pre¢nik korena (um)
Pre¢nik ksilema (pum)

Prec¢nik traheja (um)*

Bo¢ni koren

Debljina egzodermisa (um)
Precnik korena (um)
Precnik ksilema (um)

Prec¢nik traheja (um)*

198.0 + 64.5
1390.5 +477.6
831.7 +320.6
416 +4.6

92.0+£285
526.1 +180.1
342.2 + 1434
33.30+95

2949 +57.5
1930.1 +673.8
1212.1 + 346.2
43.1+6.9

131.2 £ 26.0
570.0 £216.9
341.1 +185.3
28.50 + 6.2

* Mereno je pet najvecih traheja.
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4.3.2.2. Anatomske karakteristike stabla

Popreéni preseci stabla istrazivanih vrsta prikazani su na Tabli O. Na popre¢nom
preseku mladog stabla vrste X. annuum uocava se pet izrazenih rebara (Tabla O5). Kasnije,
oblik popre¢nog preseka stabljike postaje manje ili vise okrugao ili poligonalan (Tabla O7).
Nasuprot tome, popre¢ni presek mladog stabla X. cylindraceum je pentagonalni (Tabla O6),
koji takode, kasnije, postaje viSe pravilan i zaobljen (Tabla O8).

Jednoslojni epidermis, sastavljen je od ovalnih izodijametri¢nih ¢elija, prekriven
debelom kutikulom, prisutan je na povrSinama stabala (Tabla O9- 10). Kod obe istrazivane
vrste, na povrsini stabla, prisutne su brojne viSecelijske nezlezdane, jednoredne, kovrdzave
trthome. Trihome su izgradene od jedne ili dve Celije koje formiraju bazalni deo, u kome se
moze primetiti sadrzaj Celija, i jedne transparentne, izduzene, upletene vrsne Celije (Tabla
011). Zlezdane trihome pronadene kod X. annuum su biserijatne (Tabla O11), dok su kod
vrste X. cylindraceum pronadene kapitatne sesilne trihome sa sekretornim rezervoarom koji
pokriva skoro €itavu trihomu (Tabla 012).

Kora stabla je izgradena od kolenhima i1 hlorenhima, koji su naizmeni¢no
rasporedeni. Kod X. annuum prisutno je do 8 slojeva kore, nasuprot 3 — 4 sloja kod X.
cylindraceum (Tabla O1-2). IzraZena rebra sadrze kolenhim, dok je hlorenhim prisutan
izmedu rebara (Tabla O1 - 2, 6). Celije hlorenhima su rasporedene u 2 — 4 reda. Samo kod
vrste X. cylindraceum uoceno je prisustvo “kortikalnih” provodnih snopica (Tabla O1). U
starijim stablima jasno se uocava sloj endodermisa koji razdvaja koru od centralnog cilindra
(Tabla O6). Medularni provodni snopi¢i su rasporedeni u jednom krugu (Tabla O - 3-4).
Sklerifikacija centralnog cilindra se uocava u obliku tkiva sklerenhima i dobro razvijenog
ksilema koji zajedno formiraju debeli prsten (Tabla O3-4). U centralnom cilindru uoceno je
10 — 12 kolateralnih provodnih snopi¢a kod X. annuum (Tabla O3) i 10 — 15 kod X.
cylindraceum (Tabla O4). Svaki provodni snopi¢ se sastoji od manje razvijenog floema i
dobro razvijenog ksilema. Sklerenhimska lignifikovana vlakna su iznad floema, a u nekim
sluajevima sklerenhim u potpunosti obavija provodne snopi¢e (Tabla 04-5). Stavise,

parenhimske celije, u peridermalnoj zoni, izmedu snopi¢a, su sa zadebljalim zidovima
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(Tabla O4-6). Velike parenhimske cCelije su prisutne u centralnom regionu stabla (Tabla
04-5). U stablima nisu uoceni sekretorni kanali (Tabla O5-10).

Odabrani gore pomenuti kvalitativni karakteri 1 njihova stanja kod obe istrazivane
vrste prikazani su u Tabeli 9. Medu rezultatima merenja isti¢u se prosecan pre¢nik stabla,

koji je 1709.6 pm kod X. annuum i 1316.9 um kod X. cylindraceum (Tabela 7).
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Tabla O. Popre¢ni preseci stabla X. annuum (5, 7, 9, 11) i X. cylindraceum (6, 8, 10, 12). Cl = kolenhim; Ch =
hlorenhim; Pt = srz; Cvb = kortikalni provodni snopi¢; Mvb = medularni provodni snopi¢; Ep = epidermis; En
= endodermis; Sc = sklerenhim; Ph = floem; Xy = ksilem; Ng = neZlezdane trihome; Bst = biserijatne
trihome; Cst = kapitatne sesilne zlezdane trihome. Bar = 1000 pm na 7; 200 pm na 5 i 6; 100 pm na 8, 9 i 10;
50 umna11i12.
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4.3.2.3. Anatomske karakteristike drSke cvasti

Poprecéni preseci drSke cvasti istrazivanih vrsta prikazani su na Tabli P. Anatomija
dr§ke cvasti je slina anatomiji stabla. Popre¢ni presek dr§8ke cvasti X. annuum je
poligonalnog oblika, sa viSe izrazenijim rebrima (Tabla P13), dok je oblik kod X.
cylindraceum pentagonalan (Tabla P14). Nekoliko manjih “kortikalnih” provodnih snopic¢a
prisutni su samo kod vrste X. annuum (Tabla O13). Zabelezen je varijabilan broj
medularnih provodnih snopica, rasporedenih u krugu, 15 — 30 kod X. annuum i 10 — 12 kod
X. cylindraceum (Tabela 7). Drske cvasti nemaju sekretorne kanale (Tabla O13- 14).

Odabrani gore navedeni kvalitativni karakteri i njihova stanja kod obe istrazivane
vrste prikazani su u Tabeli 9. Srednja vrednost pre¢nika drSke cvasti kod X. annuum je
gotovo dvostruko veca nego kod X. cylindraceum (1813.3 pum, odnosno 913.9 um).
Prosec¢na debljina kore izmedu rebara razlikuje se izmedu istrazivanih vrsta, 130.5 mm
odnosno 71.5 mm, kao i prose¢na debljina kore ispod rebara, 106.2 odnosno 58.3 mm
(Tabela 7).

cvb

mvb

- 13 14

Tabla P. Popreéni preseci drske cvasti X. annuum (13) i X. cylindraceum (14). Cl = kolenhim; Ch =
hlorenhim; Pt = srz; Cvb = “kortikalni” provodni snopi¢; Mvb = medularni provodni snopi¢. Bar = 200 um na
13; 100 um na 14.
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Tabela 7. Anatomske karakteristike stabla i drSke cvasti vrsta roda Xeranthemum.

Rezultati su prikazani kao srednja vrednost + standardna devijacija.

X. annuum X. cylindraceum
Stablo
Br. provodnih snopi¢a 10-12 10-15
Pre¢nik traheja (um)* 3170+ 4.3 22.60+4.1
Prec¢nik stabla (um) 1709.6 + 162.0 1316.9 +289.9
Debljina kore ispod rebara (pum) 56.5 + 14.80 46.7 £19.0
Debljina kore ispod rebara (pum) 70.7 £14.20 64.6+17.1
Drska cvasti
Br. provodnih snopica 15— 30 10-12
Prec¢nik traheja (um)* 140+4.1 106+1.2
Presnik drske cvasti (um) 1813.3 £513.5 913.9+133.0
Debljina kore ispod rebara (um) 106.2 £ 38.7 58.3+13.2
Debljina kore ispod rebara (um) 130.5+64.0 71.5+18.9

* Mereno je pet najvecih traheja.
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4.3.2.4. Anatomske karakteristike lista

Poprecni preseci lista i otisaka epidermisa listova prikazani su na Tabli Q i R. Kod
obe istrazivane vrste, ¢elije adaksijalnog epidermisa su vidno vec¢e u odnosu na celije
abaksijalnog epidermisa (Tabla Q15-18). To se uocava i u rezultatima merenja debljine
adaksijalnog i1 abaksijalnog epidermisa. Prosecna debljina adaksijalnog epidermisa kod X.
annuum 17.8 mm, a 12.6 mm kod X. cylindraceum, dok su te vrednosti za abaksijalni
epidermis, 10.3 mm odnosno 8.0 mm. Abaksijalni epidermis je takode jednoslojan i
prekriven tanjom kutikulom u odnosu na adaksijalni epidermis. Celije epidermisa oba
proucavana taksona su poligonalne i nepravilnog oblika sa izvijuganim antiklinalnim
¢elijskim zidovima i rebrastim zadebljanjima (Tabla R23-26).

Listovi su amfistomati¢ni, sa anomocitnim tipom stoma (Tabla R23-26). Broj
epidermskih ¢elija oko stoma je 4 — 6 (Tabla R23-26). Gusto rasporedene nezlezdane
trihome, opisane ranije za stablo, uocene su sa obe strane listova obe istrazivane vrste, ali
vise na adaksijalnoj strani (Tabla Q19). Retke glandularne trihome uocene su na povrsini
listova obe vrste, ali razli¢ite morfologije, kao i na povrsini stabla. Glandularne trihome
pronadene kod X. annuum su biserijatne (Tabla Q21), u poredenju sa kapitatnim sesilnim
trihomima kod X. cylindraceum, lociranim u udubljenjima epidermisa (Tabla Q22).

Kod obe istrazivane vrste liska ima dorziventralnu gradu (Tabla Q15-18). Ispod
adaksijalnog epidermisa, nalazi se palisadno tkivo, izgradeno od velikih celija sa
hloroplastima, rasporedenih u jednom sloju. Ispod palisadnog tkiva prisutno je sunderasto
tkivo, sastavljeno od nekoliko slojeva poligonalnih ¢elija, koje imaju manje hloroplasta, ali
su sa velikim meducelijskim prostorima. Na poprecnim presecima obe istrazivane vrste
glavni nerv ima srcast oblik (Tabla Q15-16). Jedan provodni snopi¢ se uoc¢ava u glavnom
nervu, sa okolnim parenhimskim omotac¢em koji se prostire do oba epidermisa (Tabla Q15—
16). Subepidermsko tkivo kolenhima se uocava na adaksijalnoj strani, dok se na
abaksijalnoj strani smenjuje sa hlorenhimom (Tabla Q15-16). Sa obe strane glavnog rebra,
1 sa desne i sa leve strane lisne plo¢e, uocavaju se kolateralno zatvoreni provodni snopici,
okruzeni parenhimskim tkivom (Tabla Q17-18). Dobro razvijen sklerenhim okruzuje
provodne snopice. Listovi nemaju sekretorne kanale (Tabla Q15-18).
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Odabrani gore navedeni kvalitativni karakteri i njihova stanja kod obe istrazivane
vrste prikazani su u Tabeli 9. Prose¢na debljina mladog lista izmedu provodnih snopica je
137.7 mm kod X. annuum i 119.1 mm kod X. cylindraceum, dok je prose¢na debljina u

nivou glavnog nerva starijeg lista 317.7 mm kod X. annuum i 380.0 mm kod X.
cylindraceum (Tabela 8).
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Tabla Q. Popre¢ni preseci listova X. annuum (15, 17, 19, 21) i X. cylindraceum (16, 18, 20, 22). Ade =
adaksijalni epidermis; Ph = floem; Xy = ksilem; Pa = parenhim; Abe = abaksijalni epidermis; Pp = palisadni
parenhim; Sp = sunderasti parenhim; Ng = nezlezdana trihoma; Bst = biserijatna trihoma; Cst = kapitatno
sesilna Zlezdana trihoma. Bar = 100 um na 15, 16, 17, 18 i 22; 50 um na 19, 20 i 21.
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Tabla R. Adaksijalni epidermis X. annuum (23, 25) i X. cylindraceum (24, 26). Bar = 200 um na 24; 100 um
na 23; 20 umna 25 i 26.
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Tabela 8. Anatomske karakteristike lista vrsta roda Xeranthemum. Rezultati su prikazani

kao srednja vrednost + standardna devijacija.

X. annuum X. cylindraceum
Debljina mladeg lista (um)
Izmedu nerava 137.7 £ 60.1 119.1+11.8
U zoni srednjeg nerva 299.0 £ 21.6 297.5 £55.0
Adaksijalni epidermis 17.8+8.0 12.6 +3.0
Palisadno tkivo 42.7+18.5 406 55
Sunderasto tkivo 66.8 £ 35.0 57.9+11.3
Abaksijalni epidermis 10.3+45 80 =24
Debljina starijeg lista (um)
Izmedu nerava 126.9 £ 24.4 1245+ 14.0
U zoni srednjeg nerva 317.7+ 1155 380.0+78.8
Adaksijalni epidermis 17.3+4.7 12.7+2.38
Palisadno tkivo 41.9+9.9 43972
Sunderasto tkivo 57.9+£16.0 60.2 £ 13.5
Abaksijalni epidermis 9.7+3.2 7.7+20
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4.3.2.5. Anatomske karakteristike cvasti

Popreéni i uzduzni preseci cvasti prikazani su na Tabli S. Na povrSini involukralnih
brakteja obe istraZivane vrste uocavaju se kristali (Tabla S27-28). Na centralnom delu
involukralne brakteje kod X. cylindraceum moze se uoditi indumentum, dok su kristali
prisutni vise na periferiji (Tabla S28). Ispod jednoslojnog epidermisa uoc¢ava se jednoslojni
hipodermis i dobro razvijen viSeslojni sklerenhim (Tabla S27-28). Ispod sklerenhima
prisutno je rastresito parenhimsko tkivo sa provodnim snopi¢ima.

Na poprecnim presecima cvasti, mogu se uociti i cvetovi u razli¢itim stadijumima
razvicakoji su okruzeni braktejama, odnosno paljama. Anatomija palja je sli¢na anatomiji
involukralnih brakteja osim $to se na povrsini palja ne nalaze kristali (Tabla S29-30). U
ranim fazama razvoja cvetova, samo se meristematsko tkivo uoc€ava, a kroz razlicite faze
razvoja pojedinacnih cvetova uoCava se formiranje prasSnika i polena (Tabla S30).
Otvaranje antera je lateralno (Tabla S30). Krunica se sastoji od jednoslojnog epidermisa i
mezofila koji sadrzi parenhim sa kolateralnim provodnim snopi¢ima. Na uzduznim
presecima cvasti kod obe istrazivane vrste uo¢ava se podcvetan plodnik. Semeni zametak je
anatropan sa bazalnom placentacijom (Tabla S31-32). Embrion, parenhimski zid perikarpa,

kao i polenova zrna u anteri prasnika se jasno uocavaju (Tabla S31-32).
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31

Tabla S. Popre¢ni (27, 28, 29, 30) i uzduzni preseci cvasti (31, 32) X. annuum (27, 29, 31) i X. cylindraceum
(28, 30, 32). Cr = kristal; Sc = sklerenhim; Gt = zlezdana trihoma; Ib = involukralna brakteja; P = palea; Em =
embrion; St = prasnik; Sty = stubi¢; Co = krunica; Ov = semeni zametak; Rcp = receptakulum. Bar = 1000
pm na 29, 30, 31 32; 100 pm na 28; 50 um na 27.
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Tabela 9. Dijagnosticki kvalitativni karakteri lista, stabla i dr§ke cvasti vrsta roda

Xeranthemum.

{ Taksonomija i filogenija Xeranthemum grupe (Asteraceae) - morfoloski, anatomski, fitohemijski i molekularni aspekti

X.annuum X. cylindraceum

List

Struktura lista

Antiklinalni zidovi ¢elija epidermisa
Anomocitne stome

NezZlezdane trihome

Zlezdane trihome

Palisadno tkivo

Omotac snopica se prostire do
epidermisa

Raspored tkiva ksilema u glavhom
nervu

Istaknuti glavni nerv

Stablo i drSka cvasti
Oblik poprecnog preseka mladog stabla
1 drske cvasti

Oblik poprecnog preseka starijeg stabla
1 drSke cvasti

Epidermske celije

NezZlezdane trihome

Zlezdane trihome

Kolenhim
Hlorenhim
Prisustvo “kortikalnih” snopica

Dorziventralna
Izvijugani

Vermiformne
Biserijatne
Kapitatne
sesilne
Kompaktno

Regularan

Pentagonalan

Sa pet rebara
Poligonalan

[zodijametri¢ne
Vermiformne
Biserijatne
Kapitatne
sesilne

U rebrima
Kompaktan

+ + + + +

+

+ +

+ + +

+

+ + + +

+ = prisustvo; — = odsustvo
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4.4. Fitohemija Xeranthemum grupe

4.4.1. Masne kiseline iz cipsela balkanskih taksona roda Amphoricarpos

Sastav masnih kiselina cipsela Cetiri balkanska taksona roda Amphoricarpos prvi
put je uraden u ovom istrazivanju.

GC- FID analizom detektovano je ukupno osam masnih kiselina (Tabela 10). Od
osam masnih kiselina Sest je identifikovano, od palmitinske (C16:0) do stearinske (C18:0)
masne kiseline. Dominantna masna kiselina kod svih istrazivanih taksona je linolna, sa
najveéim procentom (57.67%) kod obodnih cipsela taksona A. autariatus subsp. autariatus
i najmanjim kod centralnih cipsela A. autariatus subsp. bertisceus (31.8%).

Kod obodnih cipsela A. neumayrianus subsp. neumayerianus detektovano je sedam
masnih kiselina, a identifikovano Sest (96.95%). Dominantna masna kiselina je linolna
(54.26%). Masna kiselina sa najmanjim procentom je margarinska (1.20%). U profilu
masnih kiselina dominiraju nezasicene masne kiseline (81.77%): mononezasi¢ene sa
25.62% i polinezasi¢ene sa 56.15% od ukupnih masnih kiselina. Tako da zasi¢ene masne
kiseline imaju udela od 15.18% (U/S index je 5.38). 18:3/18:2 (linolenska/linolna) odnos je
0.03. GC - FID hromatogram profila masnih kiselina obodnih cipsela dat je u Prilogu 1.
Kod centralnih cipsela ove vrste detektovano je Sest masnih kiselina, od kojih je pet
identifikovano (97.14%). Dominantna masna Kiselina je linolna (41.10%). Masna kiselina
sa najmanjim procentom (2.86%) je neidentifikovana. U profilu masnih kiselina dominiraju
nezasicene masne kiseline (82.71%): mononezasi¢ene sa 38.67% i polinezasiene sa
44.04% od ukupnih masnih kiselina. Dakle zasi¢ene masne kiseline imaju udela od 14.43%
(U/S index je 5.73). 18:3/18:2 (linolenska/linolna) odnos je 0.07. GC - FID hromatogram
profila masnih kiselina centralnih cipsela dat je u Prilogu 2.

Kod obodnih cipsela A. neumayrianus subsp. murbeckii detektovano je sest masnih
kiselina, od kojih je pet identifikovano (94.04%). Dominantna masna kiselina je linolna
(39.51%). Masna kiselina sa najmanjim procentom je linolenska (2.44%). U profilu masnih
kiselina dominiraju nezasicene masne kiseline (78.12%): mononezasi¢ene sa 36.17% |

polinezasi¢ene sa 41.59% od ukupnih masnih kiselina. Dakle zasi¢ene masne kiseline imaju
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udela od 15.92% (U/S index je 4.90). 18:3/18:2 (linolenska/linolna) odnos je 0.06. GC -
FID hromatogram profila masnih kiselina obodnih cipsela dat je u Prilogu 3. U centralnim
cipselama ovog taksona detektovano je sest masnih kiselina, od kojih je pet identifikovano
(95.58%). Dominantna masna kiselina je linolna (42.78%). Masna kiselina sa najmanjim
procentom je linolenska (2.94%). U profilu masnih kiselina dominiraju nezasi¢ene masne
kiseline (85.22%): mononezasi¢ene sa 39.50 i polinezasi¢ene sa 45.72% od ukupnih masnih
kiselina. Dakle zasi¢ene masne kiseline imaju udela od 10.36% (U/S index je 8.22).
18:3/18:2 (linolenska/linolna) odnos je 0.07. GC - FID hromatogram profila masnih
kiselina centralnih cipsela prikazan je u Prilogu 4.

Kod obodnih cipsela A. autariatus subsp. bertisceus detektovano je Sest masnih
kiselina, od kojih je pet identifikovano (93.95%). Dominantna masna kiselina je linolna
(41.60%). Masna kiselina sa najmanjim procentom je linolenska (2.50%). U profilu masnih
kiselina dominiraju nezasi¢ene masne kiseline (81.29%): mononezasi¢ene sa 37.19% i
polinezasic¢ene sa 44.1% od ukupnih masnih kiselina. Zasi¢ene masne kiseline imaju udela
od 12.66% (U/S index je 6.42). 18:3/18:2 (linolenska/linolna) odnos je 0.06. GC - FID
hromatogram profila masnih kiselina obodnih cipsela dat je u Prilogu 5. U centralnim
cipselama ove vrste detektovano je pet masnih kiselina, od kojih je ¢etiri identifikovano
(88.52%). Dominantna masna kiselina je linolna (31.80%). Masna kiselina sa najmanjim
procentom je neidentifikovana (11.48%). U profilu masnih kiselina dominiraju nezasi¢ene
masne Kkiseline (62.43%): mononezasi¢ene sa 30.63% i polinezasi¢ene sa 31.80% od
ukupnih masnih kiselina. Tako da zasi¢ene masne kiseline imaju udela od 26.09% (U/S
index je 2.39). GC - FID hromatogram profila masnih kiselina centralnih cipsela prikazan
je u Prilogu 6.

Kod obodnih cipsela A. autariatus subsp. autariatus detektovano je osam masnih
kiselina, od kojih je Sest identifikovano (97.47%). Dominantna masna kiselina je linolna
(57.67%). Masna kiselina sa najmanjim procentom je margarinska (0.64%). U profilu
masnih kiselina dominiraju nezasi¢ene masne kiseline (85.33%): mononezasi¢ene sa
25.65% 1 polinezasi¢ene sa 59.68% od ukupnih masnih kiselina. Zasi¢ene masne kiseline
imaju udela od 12.13% (U/S index je 7.03). 18:3/18:2 (linolenska/linolna) odnos je 0.03.
GC - FID hromatogram profila masnih kiselina obodnih cipsela dat je u Prilogu 7. U
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centralnim cipselama ove vrste detektovano je Sest masnih kiselina, od kojih je pet
identifikovano (95.22%). Dominantna masna kiselina je linolna (57.20%). Masna kiselina
sa najmanjim procentom je linolenska (1.96%). U profilu masnih kiselina dominiraju
nezasi¢ene masne kiseline (81.58%): mononezasi¢ene sa 22.42% i polinezasi¢ene sa
59.16% od ukupnih masnih kiselina. Zasi¢ene masne kiseline imaju udela od 13.64% (U/S
index je 5.98). 18:3/18:2 (linolenska/linolna) odnos je 0.03. GC - FID hromatogram profila

masnih Kkiselina centralnih cipsela dat je u Prilogu 8.
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Tabela 10. Sastav masnih kiselina cipsela Balkanskih taksona roda Amphoricarpos. Rezultati su prikazani kao srednje vrednosti + standardna devijacija.

A. neumayrianus subsp. A. neumayerianus subsp.

Sistematsko ime Trivijalno ime neumayerianus murbeckii A. autariatus subsp. bertisceus A. autariatus subsp. autariatus
obodne® centralne® obodne® centralne® obodne® centralne® obodne® centralne®

Ni? 0.00 2.86 +£0.08 5.96 +0.03 442+0.23 6.05+0.48 11.48 +0.37 1.21+£0.08 478 £0.15

Ni? 3.05+0.09 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 1.32+£0.08 0.00

heksadekanoinska kiselina (C16:0) palmitinska kiselina 10.14 + 0.12 10.16 £ 0.05 11.33+£0.14 721+0.1 9.08 +£0.03 19.98+0.11 8.28 £0.02 9.89+0.05

heptadekanoinska kiselina (C16:0) margarinska liselina 1.20 + 0.02 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.64 £ 0.03 0.00

(92,127)-9,12-oktadekaoinska kiselina

(C18:2) linolna kiselina 54.26 +0.27 41.10+0.17 39.51+0.37 42.78+0.03  41.60+0.20 31.80+0.10 57.67+0.02 57.20+0.22

((92)-oktadek-9-enoinska kiselina

(C18:1) oleinska kiselina ~ 25.62 = 0.05 38.67 +0.13 36.17+0.11 39.50+0.04 37.19%0.18 30.63+0.27 25.65+0.06 22.42+0.03

all-cis-6,9,12-oktadekatrienoinska

e . linolenska kiselina 1.89 +0.4 2.94+0.25 2.44+0.58 2.94+0.20 2.50+0.12 0.00 2.01+0.08 1.96 +0.17
kiselina (C18:3)
oktadekaoinska kiselina (C18:0) stearinska kiselina  3.84 + 0.04 4.27+0.04 458 +0.07 3.16 £ 0.06 3.58 £ 0.06 6.11+0.10 3.21+0.05 3.75+0.06
Ukupno 100 100 99.99 100 100 100 99.99 100

®Nije identifikovano, ® relativne koli¢ine masnih kiselina (%) odredenih pomoc¢u GC- FID analize.
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4.4.2. Masne kiseline iz cipsela vrste Xeranthemum cylindraceum

Sastav masnih kiselina cipsela vrste X. cylindraceum je po prvi put prikazan u ovom
istrazivanju.

GC - FID analizom detektovano je ukupno 12 masnih kiselina (99.99%) (Tabela
11). Od 12 masnih kiselina devet je identifikovano (88.57%), od palmitoleinske (C16:1) do
behenske (C22:0) masne kiseline. Dominantna masna kiselina je oleinska (55.24%). Ostale
masne Kiseline sa visokim procentom su linolna (16.48%) i palmitinska (8.88%). Masna
kiselina sa najmanjim procentom je palmitoleinska (0.30%). U profilu masnih kiselina
dominiraju nezasicene masne kiseline (75.02%): mononezasicene sa 55.97% i
polinezasi¢ene sa 19.05% od ukupnih masnih Kiselina. Zasi¢ene masne kiseline imaju udela
od 13.55% (U/S index je 5.53). 18:3/18:2 (linolenska/linolna) odnos je 0.156. GC - FID
hromatogram profila masnih kiselina cipsela dat je u Prilogu 9.
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Tabela 11. Sastav masnih kiselina cipsela Xeranthemum cylindraceum. Rezultati su prikazani kao

srednje vrednosti + standardna devijacija.

Sistematsko ime

Trivijalno ime

Koli¢ina masnih

kiselina [%]°

Ni®

(92)-heksadek-9-enoinska kiselina (C16:1)
heksadekanoinska kiselina (C16:0)

Ni®

Ni®

(92,122)-9,12-oktadekadienoinska kiselina (C18:2)
(92)-oktadek-9-enoinska kiselina (C18:1)
all-cis-6,9,12-oktadekatrienoinska kiselina (C18:3)
oktadekaoinska kiselina (C18:0)
(n-9)-cis-11-eikozenoinska kiselina (C20:1)
eikozanoinska kiselina (C20:0)

dokozanoinska kiselina (C22:0)

Ukupno

palmitoleinska kiselina

palmitinska kiselina

linolna kiselina
oleinska kiselina
linolenska kiselina
stearinska kiselina
eikozenoinska kiselina
arahidinska kiselina
behenska kiselina

1.30+0.10
0.30+0.01
8.88 £ 0.02
7.72+£0.03
2.40 £ 0.06
16.48 £ 0.03
55.24 +0.07
2.57+0.10
3.33+0.02
0.43+0.01
0.97+£0.04
0.37+£0.01
99.99

*Nije identifikovano; ® relativne koli¢ine masnih kiselina odredenih pomoc¢u GC-FID analize
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4.4.3. ldentifikacija i karakterizacija 3-deoksiamforikarpolida vrste Amphoricarpos
elegans

Prisustvo dominantnog seskviterpenskog laktona u vrsti A. elegans je po prvi put
prikazano u ovom istrazivanju.

U HPLC hromatogramu ekstrakta vrste Amphoricarpos elegans jedan pik je
dominantan (Slika 24). Nakon poredenja sa hromatogramima i retencionim
karakteristikama prethodno izolovanih i karakterisanih amforikarpolida iz balkanskih
taksona roda Amphoricarpos, utvrdeno je da dominantni pik odgovara jedinjenju 3-
deoksiamforikarpolidu (Djordjevic i sar. 2004).

'H NMR spektar ekstrakta vrste A. elegans (Slika 25) potvrdio je HPLC rezultate.
Signali od H-14, H-14', H-13, H-13', H-6, H-1 i H-98 su u saglasnosti sa prethodno
izolovanim i karakterisanim jedinjenjem iz balkanskih taksona roda Amphoricarpos
(Djordjevi¢ i sar. 2004).

t Chromatogram/(s)
DADT A, Sig=210,4 Ref=600,100 (CACHEM32\2\DATA2017\MILKAAMPHORICARPOSVIDJ_PL-AEL16_01.0)
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Slika 24. HPLC hromatogram metanolnog ekstrakta vrste Amphoricarpos elegans
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Slika 25. *H NMR spektar metanolnog ekstrakta vrste Amphoricarpos elegans
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4.4.4. Fenolni profili taksona roda Amphoricarpos

Sastav fenolnih jedinjenja iz listova Cetiri balkanska taksona roda Amphoricarpos
po prvi put je uraden je u ovom istrazivanju.

Orbitrap masenom spektrometrijom detektovano je i identifikovano ukupno 30
fenolnih jedinjenja (Tabela 12). Od toga, 11 jedinjenja pripada grupi fenolnih kiselina i
derivata, sedam jedinjenja pripada grupi flavonoidnih-glikozida, 11 jedinjenja pripada grupi
flavona, a jedno jedinjenje pripada grupi flavanona.

U uzorcima intaktnih listova ukupno je detektovano i identifikovano 16 fenolnih
jedinjenja 1 to: Cetiri iz grupe fenolnih kiselina i derivata, jedno jedinjenje iz grupe
flavonoidnih-glikozida, deset jedinjenja iz grupe flavona i jedno jedinjenje iz grupe
flavanona. Od 16 identifikovanih jedinjenja osam jedinjenja se nalaze u tragovima. U
uzorcima samlevenih listova sva jedinjenja su identifikovana, ali se 22 jedinjenja nalaze u
tragovima.

Dominantno jedinjenje u uzorcima intaktnih listova svih istrazivanih taksona je
hrizoeriol sa najveCom detektovanom koli¢inom (8.276 mg/L) kod taksona A.
neumayerianus subsp. murbeckii. Dominantno jedinjenje u uzorcima samlevenih listova
svih istrazivanih taksona je 5-O-kafeoilhinska kiselina sa najvecom detektovanom
koli¢inom (6.715 mg/L) kod taksona A. neumayerianus subsp. murbeckii. lzuzetak je
takson A. neumayerianus subsp. neumayerianus kod koga je dominantno jedinjenje
hrizoeriol (4.216 mg/L).

U uzorku intaktnih listova taksona A. autariatus subsp. autariatus identifikovano je
13 fenolnih jedinjenja, od toga cCetiri iz grupe fenolnih kiselina 1 derivata, jedno iz grupe
flavonoidnih-glikozida, sedam iz grupe flavona i jedno iz grupe flavanona. Od 13 fenolnih
jedinjenja pet se nalazi u tragovima. Dominantno jedinjenje je hrizoeriol (1.633 mg/L).
Drugo dominantno jedinjenje je akacetin (0.169 mg/L).

U uzorku intaktnih listova taksona A. neumayerianus subsp. murbeckii
identifikovano je 13 fenolnih jedinjenja, od toga Cetiri iz grupe fenolnih kiselina i derivata,

jedno iz grupe flavonoidnih-glikozida, sedam iz grupe flavona i jedno iz grupe flavanona.
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Od 13 fenolnih jedinjenja pet se nalazi u tragovima. Dominantno jedinjenje je hrizoeriol
(8.276 mg/L). Drugo dominantno jedinjenje je naringenin (1.050 mg/L).

U uzorku intaktnih listova taksona A. autariatus subsp. bertisceus identifikovano je
13 fenolnih jedinjenja, od toga Cetiri iz grupe fenolnih kiselina i derivata, jedno iz grupe
flavonoidnih-glikozida i osam iz grupe flavona. Jedinjenje iz grupe flavanona nije
pronadeno. Od 13 fenolnih jedinjenja sedam se nalazi u tragovima. Dominantno jedinjenje
je hrizoeriol (0.828 mg/L). Drugo dominantno jedinjenje je p-kumarinska kiselina (0.529
mg/L).

U uzorku intaktnih listova taksona A. neumayerianus subsp. neumayerianus
identifikovano je 15 fenolnih jedinjenja, od toga Cetiri iz grupe fenolnih kiselina i derivata,
jedno iz grupe flavonoidnih-glikozida, deset iz grupe flavona i jedno iz grupe flavanona.
Od 15 fenolnih jedinjenja osam se nalazi u tragovima. Dominantno jedinjenje je hrizoeriol
(5.384 mg/L). Drugo dominantno jedinjenje je akacetin (0.853 mg/L).

U uzorku samlevenih listova taksona A. autariatus subsp. autariatus identifikovano
je 27 fenolnih jedinjenja, od toga 11 iz grupe fenolnih kiselina i derivata, sedam iz grupe
flavonoidnih-glikozida, osam iz grupe flavona i jedno iz grupe flavanona. Od 27 fenolnih
jedinjenja 19 se nalazi u tragovima. Dominantno jedinjenje je 5- O- kafeoilhinska kiselina
(6.566 mg/L). Drugo dominantno jedinjenje je hrizoeriol (1.864 mg/L).

U uzorku samlevenih listova taksona A. neumayerianus subsp. murbeckii
identifikovano je 27 fenolnih jedinjenja, od toga 11 iz grupe fenolnih kiselina i derivata,
sedam iz grupe flavonoidnih-glikozida, osam iz grupe flavona i jedno iz grupe flavanona.
Od 27 fenolnih jedinjenja 19 se nalazi u tragovima. Dominantno jedinjenje je 5-O-
kafeoilhinska kiselina (6.715 mg/L). Drugo dominantno jedinjenje je hrizoeriol (4.500
mg/L).

U uzorku samlevenih listova taksona A. autariatus subsp. bertisceus identifikovana
su 22 fenolna jedinjenja, od toga devet iz grupe fenolnih kiselina i derivata, pet iz grupe
flavonoidnih-glikozida i osam iz grupe flavona. Jedinjenje iz grupe flavanona nije
pronadeno. Od 22 fenolna jedinjenja 16 se nalazi u tragovima. Dominantno jedinjenje je 5-
O-kafeoilhinska kiselina (2.866 mg/L). Drugo dominantno jedinjenje je p-kumarinska
kiselina (0.848 mg/L).
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U uzorku samlevenih listova taksona A. neumayerianus subsp. neumayerianus
identifikovano je 25 fenolnih jedinjenja, od toga devet iz grupe fenolnih kiselina i derivata,
Cetiri iz grupe flavonoidnih-glikozida, 11 iz grupe flavona i jedno iz grupe flavanona. Od
25 fenolnih jedinjenja 17 se nalazi u tragovima. Dominantno jedinjenje je hrizoeriol (4.216
mg/L). Drugo dominantno jedinjenje je 5-O-kafeoilhinska kiselina (3.585 mg/L).

Poredenjem uzorka intaktnih i samlevenih listova uocava se razlika u fenolnom
profilu kod svih istrazivanih taksona. Kod taksona A. autariatus subsp. autariatus u
uzorcima intaktnih listova identifikovano je 13 fenolnih jedinjenja, dok je u uzorku
samlevenih listova identifikovano 27 jedinjenja. To se odnosi na jedinjenja koja se nalaze u
tragovima u uzorku samlevenih listova. Kod oba uzorka koli¢ina osam istih jedinjenja je
odredena. Dominantno jedinjenje se razlikuje: hrizoeriol kod intaktnih listova, a 5-O-
kafeoilhinska kiselina kod samlevenih listova.

Kod taksona A. neumayerianus subsp. murbeckii u uzorcima intaktnih listova
identifikovano je 13 fenolnih jedinjenja, dok je u uzorku samlevenih listova identifikovano
26 jedinjenja. Takode, razlika je u identifikaciji jedinjenja koja se nalaze u tragovima u
uzorku samlevenih listova. Kod oba uzorka koli¢ina osam istih jedinjenja je odredena.
Dominantno jedinjenje se razlikuje: hrizoeriol kod intaktnih listova, a 5- O- kafeoilhinska
kiselina kod samlevenih listova.

Kod taksona A. autariatus subsp. bertisceus u uzorcima intaktnih listova
identifikovano je 13 fenolnih jedinjenja, dok su u uzorku samlevenih listova identifikovana
22 jedinjenja. Takode, razlika je u identifikaciji jedinjenja koja se nalaze u tragovima u
uzorku samlevenih listova. Kod oba uzorka koli¢ina Sest istih jedinjenja je odredena.
Dominantno jedinjenje se razlikuje: hrizoeriol kod intaktnih listova, a 5-O-kafeoilhinska
kiselina kod samlevenih listova.

Kod taksona A. neumayerianus subsp. neumayerianus u uzorcima intaktnih listova
identifikovano je 15 fenolnih jedinjenja, dok je u uzorku samlevenih listova identifikovano
25 jedinjenja. Takode, razlika je u identifikaciji jedinjenja koja se nalaze u tragovima u
uzorku samlevenih listova. Kod oba uzorka koli¢ina osam istih jedinjenja je odredena.

Dominantno jedinjenje u oba uzorka je isto: hrizoeriol.
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Tabela 12. Fenolna jedinjenja identifikovana u ekstraktima listova balkanskih taksona roda Amphoricarpos

Takson AAA*  ANM*  AAB* ANN* AAA** ANM** AAB** ANN**
Br. Naziv jedinjenja mo/L

Fenolne kiseline i derivati

1 3-O-kafeoilhinska kiselina - - - - + + + +

2 5-0-kafeoilhinska kiselina (hlorogena kiselina)* 0,062 0,172 0,069 0,208 6,566 6,715 2,866 3,585
3 Heksozid kumarinske kiseline - - - - + + + +
4 p-hidroskibenzoeva kiselina® 0,068 0,062 0,058 0,147 0,145 0,094 0,157 0,285
5 cis-5-0-kafeoilhinska kiselina - - - - + + + +

6 Izomer 1 dikafeoilhinske kiseline - - - - + + - -

7 Kafena kiselina® 0,087 0,095 0,086 0,088 0,093 0,098 0,174 0,099
8 5-O-p-kumaroilhinska kiselina - - - - + + + +

9 cis-5-O-p- kumaroilhinska kiselina - - - - + + + +
10 p-kumarinska kiselina® 0,140 0,383 0,529 0,251 0,261 0,316 0,848 0,159
11 Izomer 2 dikafeoilhinske kiseline - - - - + + - -
Flavonoidni-glikozidi

12 Luteolin 6-C-pentozid-8-C-heksozid - - - - + + - -
13 Apigenin 6-C-heksozid-8-C-pentozid - - - - + + + +
14 Luteolin 6-C-heksozid - - - - + + + +
15 Luteolin 7-O-rutinozid - - - - + + + -
16 Apigenin 8-C-glukozid - - - - + + + +
17 Tetrahidroski-monometoksi-flavon O-rutinozid - - - - + + - -
18 Hrizoeriol 7-O-rutinozid + + + + + + + +
Flavoni

19 Dihidroksi-monometoksi-flavon - - - - + + + +
20 Dihidroksi-dimetoksi-flavon O-heksozid + + + + + + + +
21 Izomer 1 dihidroksi-dimetoski-flavona + + + + + + + +
22 Tetrahidroksi-monometoksi-flavon + + + + + + + +
23 Apigenin® 0,041 0,259 - 0,085 0,076 0,068 - 0,064
24 Hrizoeriol® 1,633 8,276 0,828 5,384 1,864 4,500 0,667 4,216
25 Izomer 1 trihidroski-dimetoksi-flavona - - - + - - - +
26 Izomer 2 trihidroski-dimetoksi-flavona - - + + - - - +
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Tabela 12. Fenolna jedinjenja identifikovana u ekstraktima listova balkanskih taksona roda Amphoricarpos (nastavak)

Flavoni

27 Akacetin® 0,169 0,255 0,172 0,853 0,158 0,082 0,127 0,745
28 Izomer 2 dihidroski-dimetoksi-flavona + + + + + + + +
29 Izomer 3 trihidroski-dimetoski-flavona - - + + - - + +
Flavanoni

30 Naringenin® 0,033 1,050 - 0,061 0,044 0,303 - 0,036

#ldentifikovano na osnovu dostupnog standarda; *intaktni listovi; ** samleveni listovi. AAA - Amphoricarpos autariatus subsp. autariatus; ANM - A. neumayerianus
subsp. murbeckii; AAB - A. autariatus subsp. bertisceus; ANN - A. neumayerianus subsp. neumayerianus. + = prisustvo jedinjenja u tragovima; - = odsustvo jedinjenja u

tragovima.
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4.5. Molekularne i filogenetske analize Xeranthemum grupe

Skrining 12 plastidnin markera kod jedinki iz reprezentativnih populacija
balkanskih taksona roda Amphoricarpos pokazao je da samo trnS marker pruza
odgovarajuce informacije (Prilog 10) i daje sli¢nu topologiju kao i podaci jedarnih markera,
ali sa veoma malom podrskom. Ipak, uzeti su u obzir i jedarni markeri i kombinovani
rezultati jedarnih i plastidnih markera.

Obe analize, sa veoma visokom podrskom (PP=1 za obe analize, Slike 26 i 27) su
pokazale da je rod Amphoricarpos monofiletski i sestrinski je kladi koju obrazuju rodovi
Chardinia, Siebera i Xeranthemum (Xeranthemum klada, Slika 26) koji sadrZze samo
jednogodisnje predstavnike. Shangwua je sestrinska obema kladama, kao $to su i sugerisali
Herrando-Moraira i sar. (2019).

U okviru roda Amphoricarpos rezolucija se pokazala niskom u svakoj od analiza.
Bez obzira na to, ITS i kombinovana filogenija su dali znacajne rezultate (Slike 26 i 27). Na
pocetku, turske i kavkaske vrste (A. elegans, A. exsul i A. praedictus) su sestrinske kladi
koju formiraju balkanski predstavnici roda (balkanska klada, Slike 26 i 27). A. elegans i A.
praedictus formiraju kladu sa umerenom podrskom na osnovu analize kombinovanih
podataka (PP=0.95, Slika 27). Balkanske vrste su podeljene u dve dobro podrzane klade:
jedna koju formiraju bosansko-hercegovacke populacije A. autariatus (Klada 2 Slike 26 i
27), odnosno A. neumayerianus subsp. murbeckii, sa veoma dobrom podrskom (PP=1 u
odnosu na oba tipa podataka). Ova klada je sestrinska kladi koju ¢ine predstavnici ostalih
populacija (Klada 1 na Slikama 26 i 27), takode sa visokom podrskom (PP=0.98 i
PP=0.99). U okviru ove klade, populacije razlic¢itih taksona se mesaju. Jedino podklada
koju formiraju tri populacije vrste A. autariatus (19 - kanjon Drage, 140 - Trsa, 209 -
kanjon Sutjeske) je podrzana (PP=0.99 za oba tipa podataka). Filogenija na osnovu
plastidnih markera (Prilog 10) pokazala je slicnu topologiju, ali je podrS§ka za unutrasnje

klade veoma mala.
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Slika 26. Bajesova analiza (Bayesian inference BIl) filogenetskih odnosa Xeranthemum
grupe na osnovu ITS markeri. Posteriorne verovatnoc¢e izvedene iz BI analize su naznacene
na granama. Brojevi pored taksona na podkladama oznafavaju populacije iz kojih su
uzimani uzorci za analizu (19 - kanjon Drage; 140 - Mratinje; 209 - kanjon Sutjeske; 71 -
Grebaja; 88 - Visitor; 15 - Sinjajevina; 16 - Orjenske lokve, 17 - Lovéen, 18 - Purdevic¢a
Tara; 43 - Maganik; 210 - kanjon Tare; 133 - Dobrilovina; 138 - Crvena greda; 44 -
Komovi; 72 - Mali Kotao; 132 - Buni Jezercec; 137 - Cvrsnica i 139 - Prenj). Dati lokaliteti

su oznaceni sa + u koloni Molek. (Tabela 2).
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Slika 27. Bajesova analiza (Bayesian inference BI) filogenetskih odnosa Xeranthemum

grupe na osnovu kombinovanih podataka (ITS markeri + plastidni markeri). Posteriorne

verovatnoce izvedene iz BI analize su naznacene na granama. Brojevi pored taksona na

podkladama oznacavaju populacije iz kojih su uzimani uzorci za analizu (19 - kanjon

Drage; 140 - Mratinje; 209 - kanjon Sutjeske; 71 - Grebaja; 88 - Visitor; 15 - Sinjajevina;

16 - Orjenske lokve, 17 - Lovéen, 18 - Purdevica Tara; 43 - Maganik; 210 - kanjon Tare;

133 - Dobrilovina; 138 - Crvena greda; 44 - Komovi; 72 - Mali Kotao; 132 - Buni Jezercec;

137 - Cvrsnica i 139 - Prenj). Dati lokaliteti su oznageni sa + u koloni Molek. (Tabela 2).
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4.6. Bioloska aktivnost

Antimikrobna i antioksidativna aktivnost ekstrakata listova taksona roda

Amphoricarpos po prvi put je uradena u ovom istrazivanju.

4.6.1. Antimikrobna aktivnost ekstrakata listova balkanskih taksona roda

Amphoricarpos

Rezultati in vitro antibakterijske aktivnosti suvog dietil-etarskog, 80% metanolnog i
50% acetonskog ekstrakta listova istrazivanih taksona roda Amphoricarpos na osam
bakterijskih vrsta prikazani su u Tabeli 13. Inhibitorna aktivnost zabelezena je pri
koncentraciji od 0.007 — 0.20 mg/mL, dok je baktericidni efekat zabeleZen pri koncentraciji
Staphilococcus aureus, dok su Listeria monocytogenes i Pseudomonas areuginosa bili
najotporniji na testirane ekstrakte. Oba komercijalna antibiotika pokazala su manju
aktivnost od testiranih ekstrakata. Streptomicin je pokazao MIC od 0.04 — 0.26 mg/mL i
MBC od 0.09 — 0.52 mg/mL, dok je ampicilin pokazao MIC od 0.25 — 0.74 mg/mL i MBCs
od 0.37 — 1.24 mg/mL. Medu ispitivanim taksonima, U odnosu na rastvaraCe, najveca
antibakterijska aktivnost mogla bi biti predstavljena na slede¢i nacin: medu metanolnim
ekstraktima najbolju aktivnost je pokazao ekstrakt taksona Amphoricarpos neumayerianus
subsp. neumayerianus, medu dietil - etarskim ekstraktima najbolju aktivnost je pokazao
ekstrakt taksona A. autariatus subsp. bertisceus, dok je medu 50% acetonskim ekstraktima
najbolju aktivnost pokazao ekstrakt taksona A. autariatus subsp. autariatus. Antibakterijski
potencijal testiranih ekstrakata mogao bi se predstaviti na slede¢i na¢in: 1 >3>6>8>7 >
4 > 9 > 2 (Tabeli 13). Najvedi i najnizi antibakterijski potencijal utvrden je za metanolni
odnosno  dietil-etarski  ekstrakt taksona Amphoricarpos neumayerianus  subsp.
neumayerianus.

Rezultati in vitro antifungalne aktivnosti suvog dietil-etarskog, 80% metanolnog i
50% acetonskog ekstrakta listova istrazivanih taksona roda Amphoricarpos na osam

fungalnih vrsta prikazani su u Tabeli 14. Sve mikromicete su bile osetljive na testirane
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ekstrakte. Ekstrakti su inhibirali sve mikromicete na koncentracijama od 0.001 - 0.4 mg/mL
(MIC) i potpuno zaustavili rast (MFC) na 0.02 — 08 mg/mL. Najosetljivija vrsta je bila
Trichoderma viride, dok je Candida albicans bila najotpornija na ekstrakte. Komercijalni
antimikotici - bifonazol (MIC 0.10 — 0.20 mg/mL; MFC 0.20 — 0.25 mg/mL) i ketokonazol
(MIC 0.15 — 2.50 mg/mL; MFC 0.20 — 3.50 mg/mL) bili su, generalno, manje aktivni od
ekstrakta 1, 3, 5, 6. Ekstrakti 2, 4, 7, 8 i 9 su pokazali manju antifungalnu aktivnost od
komercijalnih antimikotika sa izuzetkom u sluéaju T. viride i vrsta roda Penicillium, gde su
ekstrakti 2, 4, 7, 8 i 9 pokazali vec¢u inhibitornu aktivnost. Ekstrakt 2 takode je imao veci
efekat od ketokonazola protiv svih gljiva osim C. albicans i Aspergillus ochraceus.
Najbolja antifungalna aktivnost moze se predstaviti na slede¢i nacin: za metanolni ekstrakt
najbolju aktivnost je pokazao ekstrakt taksona Amphoricarpos neumayerianus subsp.
neumayerianus, za dietil-etarski ekstralt najbolju aktivnost je pokazao ekstrakt taksona A.
autariatus subsp. autariatus, dok su za acetonski ekstrakt najbolju aktivnost pokazali
ekstrakti i Amphoricarpos neumayerianus subsp. neumayerianus i A. autariatus subsp.
bertisceus. Antifungalni potencijal se moze predstaviti na slede¢i na¢in:5>1>6>3>2>
7 >9 >4 > 8 (Tabeli 14). Najveci i najnizi antifungalni efekat imali su dietil-etarski

odnosno acetonski ekstrakt taksona A. autariatus subsp. autariatus.
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Tabela 13. Minimalne inhibitorne (MIC) i baktericidne (MBC) koncentracije razli¢itih ekstrakata listova taksona roda Amphoricarpos,

mg/mL
1 2 3 4 5 6 7 8 9
BACTERIA ANMeOH AAAMeOH AABMeOH ANEtZO AAAEIZO AABEIZO ANAcet AAAAcet AABAcet Strep’\t/l?lnlmn Am?ﬂll(;lllln
MIC MIC MIC MiC MiC MiC MiC MiC MIC
MBC MBC
MBC MBC MBC MBC MBC MBC MBC MBC MBC

Staphylococcus 0.007+0.0001° 0.125+0.060" 0.045:0.000% 0.060:£0.003° 0.070+0.003° 0.0150.002° 0.0625+0.003% 0.0625+0.000% 0.125+0.030" 0.040+0.003° 0.250+0.0109
aureus 0.060+0.002° 0.250£0.030° 0.060+0.003" 0.125+0.060° 0.150+0.000° 0.030+0.001% 0.125+0.030° 0.125+0.030° 0.250+0.030° 0.090+0.0001° 0.370+0.030f
Bacillus 0.007+0.000 0.1250.010 0.015+0.002° 0.060%0.003° 0.0700.003% 0.0150.003° 0.0625+0.0060° 0.030+0.006° 0.062+0.000° 0.090+0.003° 0.250+0.060¢
cereus 0.015+0.002* 0.250+0.020 0.030+0.006" 0.125+0.030° 0.150+0.030% 0.030+0.006" 0.125+0.030° 0.0625+0.003° 0.125+0.030° 0.170+0.000° 0.370£0.0309
Micrococcus 0.015+0.002% 0.1250.030 0.060+0.000° 0.2000.010" 0.0300.006° 0.045+0.006° 0.0625+0.003¢ 0.080+0.003° 0.1250.060 0.170+0.030° 0.25020.020'
flavus 0.060+0.003* 0.250£0.060° 0.125+0.010° 0.250+0.030° 0.060+0.003% 0.060+0.003* 0.125+0.060" 0.125+0.060" 0.250+0.030° 0.340+0.060d 0.370+0.000°
Listeria 0.060+0.006° 0.125+0.060° 0.060+0.006° 0.030+0.000 0.060+0.002° 0.0450.000° 0.0625+0.002° 0.030+0.003* 0.030+0.003* 0.170+0.020° 0.37020.060
monocytogenes 0.125+0.010° 0.250£0.000° 0.125+0.000° 0.060+0.003% 0.125+0.020° 0.060+0.006* 0.125+0.060" 0.125+0.030° 0.125+0.060° 0.340+0.020° 0.490+0.060°
Pseudomonas 0.007+0.0006° 0.1250.060 0.015+0.003" 0.060+0.006° 0.035+0.003° 0.0450.003° 0.0625+0.002° 0.0625+0.003° 0.125+0.000 0.170+0.010° 0.740+0.010"
aeruginosa 0.030+0.003* 0.250£0.060° 0.030£0.006% 0.125+0.010° 0.070+0.003° 0.060+0.000° 0.125+0.000° 0.125+0.030° 0.250+0.060° 0.340+0.060 1.240+0.300°
Salmonella 0.070%0.000° 0.125+0.030° 0.015+0.003* 0.0300.003° 0.0350.000° 0.015+0.003* 0.0625+0.0030° 0.0625+0.003° 0.125+0.010° 0.170%0.030 0.370+0.040°
typhimurium 0.0800.003° 0.250+0.010 0.030£0.003* 0.060+0.002° 0.070+0.003° 0.030+0.006* 0.125+0.060° 0.125+0.060° 0.250+0.000 0.340£0.000¢ 0.490+0.060"
Escherichia 0.030+0.006* 0.125+0.020° 0.045+0.006" 0.125+0.010° 0.045+0.006" 0.045+0.003" 0.0625+0.003° 0.080+0.009" 0.125+0.060° 0.170+0.010 0.250+0.060¢
coli 0.125+0.030° 0.250£0.030° 0.060£0.003* 0.250+0.020° 0.060+0.006* 0.060+0.003* 0.125+0.000° 0.125+0.030° 0.250£0.010° 0.340+0.060° 0.490£0.000°
Enterobacter 0.030+0.000° 0.125+0.060° 0.030+0.006% 0.125+0.030° 0.030+0.006* 0.045+0.002° 0.0625+0.003° 0.080+0.006" 0.125+0.060° 0.260+0.060" 0.370+0.000¢
cloacae 0.0625+0.006° 0.250£0.060° 0.060£0.009* 0.250+0.060° 0.060+0.000* 0.060+0.000* 0.125+0.030° 0.125+0.030° 0.250+0.060° 0.520+0.010° 0.740£0.090°

MIC i MBC (mg/mL), srednja vrednost dva merenja
Streptomicin je kori$¢en kao tok rastvor 0.1 mg mL™

Ampicilin je koriséen kao §tok rastvor 0.1 mg mL™

U svakom redu razli¢ita slova ukazuju na znacajnu razliku (p<0.05).

A. autariatus subsp. autariatus; AABAcet - - suvi 50% acetonski ekstrakt A. autariatus subsp. bertisceus;

ANMeOH - suvi 80% metanolni ekstrakt A. neumayerianus subsp. neumayerianus; AAAMeOH - suvi 80% metanolni ekstrakt A. autariatus subsp. autariatus; AABMeOH - suvi 80% metanolni
ekstrakt A. aautariatus subsp. bertisceus; ANEt,O - suvi dietil etarski esktrakt A. neumayerianus subsp. neumayerianus; AAAEL,O - suvi dietil etarski ekstrakt ekstrakt A. autariatus subsp. autariatus;

AABEL,0 - suvi dietil etarski ekstrakt ekstrakt A. autariatus subsp. bertisceus; ANAcet - suvi 50% acetonski ekstrakt A. neumayerianus subsp. neumayerianus; AAAAcet - suvi 50% acetonski ekstrakt
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Tabela 14. Minimalne inhibitorne (MIC) i fungicidne (MFC) koncentracije razli¢itih ekstrakata listova taksona roda Amphoricarpos,
mg/mL

1 2 3 4 5 6 7 8 9

ANMeOH AAAMeOH AABMeOH ANEt O AAAEt O AABEt O ANAcet AAAAcet AABAcet Bifonazo' Ket0konaZOI
FUNGI 2 2 2 mic mic

MiC MiC MiC MiC MiC MiC MIC MIC MiC e e

MFC MFC MFC MFC MFC MFC MFC MFC MFC
Aspergillus 002520008  0.200#0.030°  0.10%0.003°  0.200#0.000°  0.050%0.006°  0.025:0.0030°  0.200:0.030° 0.400%0.000° 0.300%0.030° 0.150£0.030° 0.2000.000°
fumigatus 0.050+0.006°  0.400+0.060°  0.20+0.003°  0.400£0.000°  0.100+0.030°  0.050+0.0060°  0.400+0.060° 0.800+0.060' 0.400+0.060° 0.200+0.060°  0.500+0.000°
Aspergills ~ 0.006+0.0002°  0.1000.006°  0.05+0.006°  0.400£0.030"  0.0125:0.002° 0.025+0.0020° 0.200+0.000° 0.100+0.030° 0.300+0.020° 0.100+0.010°  0.200+0.006'
versicolor 0.025+0.000°  0.200+0.000°  0.10£0.003°  0.800+0.060°  0.025+0.003"  0.050+0.0000° 0.400+0.020° 0.4000.020° 0.400+0.010° 0.200+0.000°  0.500+0.030°
Aspergills ~ 0.030£0.0003°  0.20040.003°  0.025:0.000°  0.400£0.060"  0.030+0.006°  0.0125+0.003° 0.400+0.030° 0.400+0.060° 0.400+0.000° 0.150+0.000°  0.150+0.060°
ochraceus 0.060+0.0003°  0.400+0.060°  0.05:0.003°  0.800+0.030'  0.060+0.003°  0.025+0.006"  0.8000.060' 0.800+0.030' 0.800+0.060' 0.200+0.000°  0.200+0.030"
Aspergills ~ 0.025:0.006°  0.200#0.030°  0.05+0.002°  0.400£0.010°  0.006+0.0001° 0.050+0.003°  0.300+0.060° 0.400+0.000° 0.400+0.060° 0.150+0.060°  0.200+0.060°
niger 0.050+0.002  0.400£0.010°  0.10%0.090°  0.800+0.000'  0.050+0.003"  0.100+0.060°  0.400+0.030° 0.800+0.010' 0.800+0.060' 0.2000.060°  0.500+0.003°
Trichoderma ~ 0.020:0.003°  0.050:0.000°  0.025:0.003°  0.100:0.030°  0.001#0.000°  0.025:0.003°  0.050+0.000° 0.100+0.010° 0.050+0.003° 0.150+0.030°  1.000+0.090"
viride 0.030+0.002°  0.200+0.003°  0.05:0.001°  0.200£0.030°  0.020+0.000°  0.050+0.000°  0.200+0.000° 0.400+0.000° 0.800+0.030' 0.2000.000°  1.000+0.060°
Penicillium ~ 0.020$0.003*  0.100$0.001°  0.05:0.000°  0.100$0.010°  0.025+0.006°  0.025:0.003°  0.200+0.010° 0.200+0.030° 0.1000.000° 0.200+0.010°  0.200+0.030"
funiculosum  0.030+0.000°  0.200#0.006°  0.10+0.010°  0.2000.000°  0.050£0.003°  0.050+0.003°  0.400+0.020° 0.400+0.000° 0.200+0.030° 0.250+0.006%  0.500+0.000'
Penicillium  0.006+0.0006°  0.100+0.000°  0.05:0.003°  0.200$0.060°  0.006+0.0003°  0.025:0.000°  0.400+0.060' 0.200+0.060° ~0.200+0.030° 0.2000.030°  2.500+0.100°
ochrochloron  0.050+0.003  0.200:0.030  0.10+0.030 0400£0.060  0.050+0.006  0.050+0.003  0.800+0.030  0.400+0.030  0.400+0.060  0.250+0.001  3.500+0.300
Candida 0.025:0.000°  0.400:0.060°  0.10%0.010°  0400£0.000'  0.050+0.003°  0.030+0.001°  0.200+0.000° 0.200+0.030° 0.200+0.000° 0.100+0.000°  0.200+0.003°
albicans 0.050+0.003"  0.800+0.060'  0.20+0.000°  0.800+0.000'  0.100+0.010°  0.050+0.006"°  0.400+0.000° 0.4000.010° 0.4000.000° 0.2000.000°  0.300+0.006

U svakom redu razli¢ita slova ukazuju na zna¢ajnu razliku (p<0.05).

ANMeOH - suvi 80% metanolni ekstrakt A. neumayerianus subsp. neumayerianus; AAAMeOH - suvi 80% metanolni ekstrakt A. autariatus subsp. autariatus; AABMeOH - suvi 80% metanolni

ekstrakt A. aautariatus subsp. bertisceus; ANEt,O - suvi dietil etarski esktrakt A. neumayerianus subsp. neumayerianus; AAAEL,O - suvi dietil etarski ekstrakt ekstrakt A. autariatus subsp. autariatus;

AABEL,0 - suvi dietil etarski ekstrakt ekstrakt A. autariatus subsp. bertisceus; ANAcet - suvi 50% acetonski ekstrakt A. neumayerianus subsp. neumayerianus; AAAAcet - suvi 50% acetonski ekstrakt

A. autariatus subsp. autariatus; AABAcet - - suvi 50% acetonski ekstrakt A. autariatus subsp. bertisceus;
MIC i MFC (mg/mL), srednja vrednost dva merenja
Bifonazol je kori$¢en kao 3tok rastvor 0.1 mg mL™

Ketokonazol je koridéen kao §tok rastvor 0.1 mg mL™
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4.6.2. Antioksidativna aktivnost i ukupan sadrzaj fenola i flavonoida ekstrakata

listova balkanskih taksona roda Amphoricarpos

Rezultati ukupnog sadrzaja fenola u testiranim ekstraktima dati su u Tabeli 15.
Ukupan sadrzaj fenola je izrazen kao ekvivalenti galne kiseline u rasponu od 11.90 £ 0.19
do 67.23 £ 0.70 mg GA/g. Visoke koncentracije fenolnih jedinjenja su detektovane u
metanolnim ekstraktima svih testiranih taksona, zatim u te¢nim metanolnim i vodenim
ekstraktima. Najveci ukupni sadrzaj fenola bio je u metanolnom ekstraktu A. autariatus
subsp. autariatus (67.23 £ 0.70 mg GA/g). Sadrzaj flavonoida u metanolnim i vodenim
ekstraktima istrazivanih taksona izrazen je u ekvivalentima rutina (Tabela 16).
Koncentracije flavonoida u testiranom metanolnom ekstraktu i tecnom metanolnom i
vodenom ekstraktu kretale su se od 9.79 + 0.43 do 88.69 + 1.33 mg RU/g. Visoke
koncentracije flavonoida utvrdene su u metanolnim ekstraktima svih testiranih taksona.
Najvise koncentracije flavonoida utvrdene su za metanolni ekstrakt taksona A. autariatus
subsp. autariatus (88.69 + 1.33 mg RU / g).

Antioksidativni potencijal suvog metanolnog i teénih metanolnih i vodenih
ekstrakata taksona roda Amphoricarpos je izrazen u IC50 (mg/mL) vrednostima. IC50
vrednosti antioksidativnog potencijala ekstrakata i te€nih ekstrakata date su u Tabeli 17.
Vrednosti antioksidativne aktivnosti kretale su se od 170.01 + 1.58 do 1041.62 + 2.35
mg/mL.

Najveci kapacitet za neutralizaciju DPPH radikala je izmeren u suvom metanolnom
ekstraktu taksona A. autariatus subsp. autariatus (170.01 = 1.58 mg/mL). Ovo je u
korelaciji sa visokim sadrzajem ukupnih fenola i koncentracijama flavonoida u suvom

metanolnom ekstraktu ovog taksona.
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Tabela 15. Ukupan sadrzaj fenola u ekstraktima listova taksona roda Amphoricarpos

izrazenih kao ekvivalenti galne kiseline, GAE (mg of GA/g of ekstrakt)

Suvi metanolni  Te¢ni metanolni

Teéni vodeni

Takson
ekstrakt ekstrakt ekstrakt

Amphoricarpos
neumayerianus subsp. 41.60 +1.04 14.96 £ 0.48 11.90£0.19
neumayerianus
A. autariatus subsp.

_ 67.23+0.70 25.10 £ 0.50 19.71 £ 0.46
autariatus
A. autariatus subsp.

50.74 £ 0.93 20.15+1.10 16.68 £ 0.21

bertisceus

Svaka vrednost je prose¢na vrednost tri analize + standardna devijacija.

Tabela 16. Ukupan sadrzaj flavonoida u ekstraktima listova taksona roda Amphoricarpos

izrazenih kao ekvivalenti rutina, RuE (mg of Ru/g of ekstrakt)

Suvi metanolni  Te¢ni metanolni

Teéni vodeni

Takson
ekstrakt ekstrakt ekstrakt

Amphoricarpos
neumayerianus subsp. 48.22 +0.41 15.97 £0.31 9.79+£0.43
neumayerianus
A. autariatus subsp.

_ 88.69 +1.33 21.14+0.22 13.14 £0.12
autariatus
A. autariatus subsp.

54.61 +0.45 1750+ 0.14 10.16 £ 0.28

bertisceus

Svaka vrednost je prose¢na vrednost tri analize £ standardna devijacija.
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Tabela 17. Antiokasidativna aktivnost ekstrakata listova taksona roda Amphoricarpos

izrazena u IC50 vrednostima (pg/mL)

Suvi metanolni  Te¢ni metanolni Teéni vodeni

ekstrakt ekstrakt ekstrakt

Takson

Amphoricarpos
neumayerianus subsp. 365.52 £1.12 748.35+2.05 104162 +2.35
neumayerianus
A. autariatus subsp.

) 170.01 £ 1.58 565.02 £ 1.45 676.18 £ 1.84
autariatus
A. autariatus subsp.

_ 226.42 +1.79 570.26 +1.99 684.98 + 1.60
bertisceus

Svaka vrednost je prose¢na vrednost tri analize + standardna devijacija.
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4.6.3. Antioksidativna aktivnost i ukupan sadrzaj fenola i flavonoida ekstrakata

listova vrste Amphoricarpos elegans

Ukupni sadrzaj fenola znacajno varira izmedu eckstrakata listova vrste
Amphoricarpos elegans, pri cemu je metanolni ekstrakt pokazao najvecu koli¢inu (Tabela
18). Fenoli ili flavonoidi nisu detektovani u n-heksanskoj frakciji.

Kako fenoli i flavonoidi nisu detektovani u n- heksanskoj frakciji (Tabela 18), samo
su etil acetatne i metanolne frakcije koriS¢ene u antioksidativnim testovima. U sva tri testa
(DPPH, ABTS i FRAP), metanolni ekstrakt je pokazao veéi antioksidativni potencijal.
Buduéi da je razlika izmedu ukupnog sadrzaja flavonoida u oba ekstrakta veoma mala,
veéina antioksidativnog potencijala moze se pripisati fenolima. Medutim, antioksidativni
potencijal metanolne frakcije, pokazan na DPPH testu, bio je viSe od deset puta veéi od

frakcije etil acetata.
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Tabela 18. Ukupni sadrzaj fenola i flavonoida i antioksidativna aktivnost n-heksanskog, etil acetatnog i metanolnog ekstrakta
listova vrste Amphoricarpos elegans

Ukupni
Ekstrakti Prinos Ukupni fenoli flavonoidi DPPH ABTS FRAP
[%] GAE pg/mg QUE pg/mg IC50 mg/ml  AAEC mg/ml Fe?* mmol/mg
n-heksan 6.65 - - - - -
etil acetat* 2.32 19.9%°+12.8 86.6° + 8.9 3.50 0.03°+0.01 0.13* £0.01
metanol* 9.67 96.3" £5.5 96.7°+ 7.7 0.24 0.07° +0.01 0.32° +0.01

*Uzorci su analizirani u triplikatu (n = 3) i izrazeni kao srednje vrednosti = standardne devijacije, osim za DPPH test (IC50).

Razlicita slova (a- b) u okviru iste kolone ukazuju na statisticke znac¢ajne razlike na osnovu ANOVA (p < 0.05)
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5. DISKUSIJA

5.1. Morfologija (morfometrijska analiza)

Morfometrijska analiza 28 karaktera pokazala je dobro razdvajanje istrazivanih
balkanskih taksona roda Amphoricarpos. Karakteri koji su najvise doprineli diferencijaciji
su oni koji se odnose na vegetativne strukture: broj grana stabljike (SC_br_no), oblik lista
rozete (RL_S), duzina lista rozete (RL L) i sirina lista rozete (RL_W). Na dobijenom
neumayerianus i A. autariatus subsp. bertisceus sa jedne strane strane i A. autariatus subsp.
autariatius i A. neumayerianus subsp. murbeckii sa druge.

Morfometrijska analiza karaktera habitusa i glavice pokazala je najbolje razdvajanje
istrazivanih balkanskih taksona roda Amphoricarpos. Karakteri koji su u ovom slucaju
najvise doprineli diferencijaciji su takode vegetativnih struktura: broj listica na stabljici
(SL_no), oblik lista rozete (RL_S), duzina lista rozete (RL_L), sirina lista rozete (RL_W) i
pokrivenost nali¢ja lista rozete trihomama (RL_Ha_ab). Dobijeni kladogram je dao
diferencijaciju i grupe taksona kao i u prethodnoj analizi.

Dobijeni rezultati se razlikuju od rezultata Cakovi¢ i sar. (2015) gde morfoloski
karakteri nisu razdvojili balkanske populacije. Cakovi¢ i sar. (2015) su za svoje istrazivanje
odabrali 30 morfoloSkih karaktera, od kojih je ve¢ina i ranije bila kori$¢ena za razlikovanje
taksona. U njihovom istrazivanju svi kvalitativni karakteri su bili nevarijabilni i stoga
isklju€eni iz dalje analize, za razliku od naseg istrazivanja gde je u analizu uklju¢eno osam
kvalitativnih karaktera koji su testirani. U istom radu, rezultat analize glavnih komponenti
(PCA) nije odrazavao taksonomiju prema Ble¢i¢ i Mayer (1967). Dakle, karakteri sa
najveéim optereCenjem bili su karakteri lista, papusa i cipsele. Kanonijska diskriminantna
analiza (CDA) u istom radu Cakovi¢ i sar. (2015) pokazala je veliko preklapanje
populacija, osim najsevernijih populacija, koje su donekle bile odvojene. Treba ista¢i da
ove najsevernije populacije odgovaraju bosanskom taksonu A. neumayerianus subsp.
murbeckii. Takode, CDA analiza za tri a priori grupe, pokazala je da su karakteri

involukruma i listova najviSe doprineli razdavajanju na prvoj osi, a karakteri involukruma,
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papusa i cipsele na drugoj. U CDA analizi za pet a priori grupa karakteri koji su najvise
doprineli razdvajanju na prvoj osi su bili karakteri listova, involukruma, stabljike i papusa,
a na drugoj osi su to bili karakteri involukruma i listova.

Istorijski gledano, morfoloski karakteri su bili od velikog znacaja prilikom
tumacenja taksonomskih odnosa unutar balkanskog kompleksa roda Amphoricarpos.
Karakteri listova su u pocetku bili kljucni za razlikovanje podvrsta, varijeteta i formi. Tako
je Murbeck (1891) varijetet tipsek vrste iz Hercegovine sa Sirokim listovima opisao kao
var. velezenzis Murbeck, Beck (1894) kao f. latifolia G. Beck, a Bosnjak (1936) kao
podvrstu murbeckii Bosnjak. Sa druge strane, Fukarek (1965) se uzdrzao od bilo kakvog
klasifikovanja, iako je u osnovi prepoznao tri entiteta: biljke sa dugackim, uskim,
za$iljenim listovima koje bi odgovarale var. neumayeri, Sirokolisne biljke var. murbecki i
forma izmedu te dve “var. intermedia”.

Najznacajniji rad vezan Koji se donosi na taksonomiju roda Amphoricarpos na
Balkanu jeste rad autora Bleci¢ i Mayer (1967). Znacajni dijagnosticki karakteri koji su
Blec¢i¢ i Mayer (1967) isticali bili su $irina bazalnih listova, oblik vrha lista, margina lista
(uvijena ili ne), oblik involukralnih brakteja, duzina Siljka (mukro), Sirina krilca obodne
cipsele, oblik usastih nastavaka obodne cipsele kao i indumentum obodne cipsele. Oni su
opisali Sirokolisne populacije kao A. autariatus Bleci¢ et Mayer, a u okviru njih prepoznali
dve podvrste, subsp. autariatus i subsp. bertisceus Bleci¢ et Mayer.

Prema Bleci¢ i Mayer (1967) najznacajniji karakteri, osim listova, koji odvajaju
tipsku vrstu A. neumayerianus od A. autariatus su karakteri spoljasnjih involukralnih listi¢a
I obodne cipsele. Tipska vrsta ima involukralne listice duguljasto - jajastog oblika, u 2 — 3
reda, sa izduzenim S$iljkom (mukro) koji jasno prelazi gornju ivicu i spljostene, dlakave,
Siroko okriljene, sa istaknutim usima, obodne cipsele. S druge strane, A. autariatus ima
involukralne listi¢e okruglo - jajastog oblika, koji su u 2 — 3 reda, sa vrlo kratkim, jedva
primetnim Siljkom (mukro). Takode, obodne cipsele su slabo okriljene, gole 1 bez usiju. U
okviru A. autariatus podvrste se razlikuju po karakterima lista (oblik, vrh, margina), broj
glavica po stabljici i po boji cvetova.

U naSem istraZivanju je pokazano da su karakteri listova bili najznacajniji za

razdvajanje vrsta §to je u saglasnosti sa radom Bleci¢ i Mayer (1967). Ipak, u nasem
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istrazivanju je pokazano da karakteri cipsela (dlakavost, Sirina krilca, broj ¢ekinja papusa
kao 1 duzina ¢ekinja papusa), nisu pokazali razdvajanje taksona, ve¢ se taksoni prema ovim
karakterima preklapaju. Takode, morfometrijska analiza karaktera involukralnih listi¢a nije
dala ocekivane rezultate. U CDA analizi koja je uklju¢ila samo karaktere glavice i
involukruma taksoni se nisu razdvojili.

Dakle, u naSem istrazivanju pokazano je da su karakteri vegetativnih organa, kao i
kombinovani karakteri vegetativnih organa i glavice vrlo znacajni pri razdvajanju Cetiri
taksona: A. neumayerianus subsp. neumayerianus, A. neumayerianus subsp. murbeckii, A.
autariatus subsp. autariatus i A. autariatus subsp. bertisceus. Ovako razdvojeni taksoni su i
na isti na¢in geografski razdvojeni. Za takson A. neumayerianus subsp. neumayerianus
vezuju se populacije sa Orjena i Lovéena, za takson A. neumayerianus subsp. murbeckii
vezuju se populacije iz Boshe, za takson A. autariatus subsp. autaristus vezuju se
populacije iz zapadnog i centralnog dela Crne Gore, dok se za takson A. autariatus subsp.
bertisceus vezuju populacije sa jugoisto¢nog dela Crne Gore.

Ovo je i delom u saglasnosti sa literaturnim podacima. Fukarek (1965) je zapazio da
su biljke sa dugackim, uskim, zaSiljenim listovima (var. neumayeri) uobicajeno blize
Jadranskom moru (planinski venci Orjen, Bijela gora, Lovéen). Takode, Bleci¢ i Mayer
(1967) su, u okviru A. autariatus, zakljucili da prva podvrsta (A. autariatus subsp.
autariatus) ima severozapadnu distribuciju, odnosno endemic¢na je za Bosnu i Hercegovinu
i Crnu Goru, dok je druga podvrsta (A. autariatus subsp. bertisceus) rasprostranjena na
jugoistoku uklju¢ujuéi Crnu Goru, Makedoniju, Kosovo, Albaniju i severnu Gréku. Razlika
u odnosu na ove podatke, se ogleda u izdvajanju bosanskog taksona (A. neumayerianus

subsp. murbeckii) u nasem istrazivanju.
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5.2. Mikromorfologija

Indumentum. MikromorfoloSka analiza je pokazala da svi istraZivani taksoni
Xeranthemum grupe poseduju trihome na stablu, kao i vunasti indumentum na obe strane
lista, ali i da su trihome sa abaksijalne strane mnogo gusce rasporedene. Izuzetak je goli
indumentum adaksijalne strane lista vrste Shangwua denticulata. Na vegetativnim
delovima biljaka iz podtribusa Carduinae prisutan je Sirok spektar trihoma (Haffner 2000).
Vecina predstavnika iz Carduinae ima vunasti indumentum na abaksijalnoj strani lista ili sa
obe strane lista (Haffner 2000) $§to je u saglasnosti sa nasim istrazivanjem. Trihome su
jednocelijske ili izgradene od jedne do nekoliko bazalnih ¢elija i jedne dugacke kovrdzave
terminalne celije; retko su trihome velike, jednoredne i viSecelijske (Haftner 2000).
Jednocelijske granate trihome su sporadi¢no prisutne kod Carduinae, npr. kod Onopordum
(Haffner 2000).

Kapitatne trihome su pronadene na listovima svih istrazivanih taksona
Xeranthemum grupe, ali su one mnogo brojnije na abaksijalnoj strani lista vrste Sh.
denticulata, kao i na povrsini stabla vrste Sh. masarica. Siroko rasprostranjen
mikrokarakter na stablima i listovima predstavnika familije Asteraceae je prisustvo
Zlezdanih kapitatnih trihoma kratkog vrata, koje se vide kao Zlezdane tacke (Robinson
2009). Prema Hiftner (2000), Zlezdane trihome su izgradene od dva reda ¢elija: donji par
formira drSku, a vr$ni par formira Zlezdu. Ipak, kod nekih rodova iz Carduinae, npr.
Alfredia Cass., Ancathia DC., Carduus, Cirsium, Lamyropappus Knorring & Tamams.,
Olgaea lljin, Synurus Iljin i Xanthopappus C. Winkler, zlezdane trihome su odsutne
(Haffner 2000). Dobro dokumentovan fenomen kod familije Asteraceae jeste oCuvanje
osobina povezanim sa adaptacijom na ekstremna stanista. Tako, rod Phalacrachena lljin iz
Sibira ima gust Zlezdani indumentum koji se interpretira kao predacka adaptacija na suSna
staniSta (Susanna i sar. 2011). Dodatno, Zlezdane trihome su glavna mesta biosinteze i
akumulacije seskviterpenskih laktona, koji imaju znacajnu ulogu u ekologiji, pokazuju

biolosku aktivnost i vazni su u hemotaksonomiji familije (Appezzato-da-Gloria i sar. 2012).
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List. Na adaksijalnoj strani epidermisa lista vrsta Xeranthemum inapertum, X. annuum, X.
cylindraceum i posebno Siebera pungens uocena su naborana zadebljanja kutikule. Prema
Patrut 1 sar. (2005), ova osobina predstavlja adaptaciju koja verovatno ima ulogu u
redukciji evapotranspiracije. S druge strane, epidermske ¢elije adaksijalne strane lista kod
svih istrazivanih taksona roda Amphoricarpos kao i kod vrste Shangwua denticulata nisu
uoceni kutikularni nabori spoljasnjih periklinalnih Celijskih zidova. Ova osobina je
verovatno povezana sa mezofitskim, planinskim stanistima ovih taksona. Cetiri tipa
stominog aparata je zabelezen kod Asteraceae: anomocitni, brahiparacitni, anizocitni i
diacitni (Adedeji i Jewoola 2008). Mi smo uocili aktinocitni tip stominog aparata na
adaksijalnoj povrsini lista kod A. exsul i S. pungens, za razliku od anomocitnog tipa kod X.
annuum i X. cylindraceum. Treba ista¢i da nisu uo¢ene stome kod svih istrazivanih taksona,
usled prisustva brojnih nezlezdanih trihoma.

Kod svih istrazivanih vrsta epidermske ¢elije su poligonalnog oblika, osim kod
vrsta Chardinia orientalis i X. inapertum gde su one veoma nepravilne odnosno nepravilno
poligonalne. Antiklinalni ¢elijski zidovi epidermskih ¢elija na adaksijalnoj strani lista se
razlikuju izmedu istrazivanih vrsta: izvijugani kod vrsta Ch. orientalis, X. inapertum i S.
pungens, blago izvijugani do ravni kod vrsta A. exsul, Sh. denticulata, blago izvijugani kod
A. elegans, X. annuum i X. cylindraceum i ravni kod balkanskih taksona roda
Amphoricarpos. Ova osobina povezuje balkanske taksone roda Amphoricarpos, a takode i
daje dodatne karaktere za razgrani¢enje vrsta roda Xeranthemum.

Naboran izgled adaksijalne strane lista kod Ch. orientalis, kanalni izgled
antiklinalnih zidova ¢elija adaksijalne strane lista kod X. inapertum i uodljiva strijatna
povrsina kod S. pungens su najverovatnije jedinstvene osobine za ove vrste. S druge strane
raspored Celija adaksijalnog epidermisa koji nalikuje na slagalicu (“puzle”) povezuje vrste
roda Amphoricarpos i Sh. denticulata.

Mikromorfoloski rezultati istrazivanja listova i stabla ukazuju na prisustvo
kseromorfnih karakteristika, npr. dlakavo stablo 1 listovi kod svih istrazivanih vrsta. Uocava
se tendencija od gole adaksijalne strane lista kod Sh. denticulata, preko blago razvijenog
indumentuma kod istrazivanih taksona roda Amphoricarpos do guste pokrivenosti

trihomama kod Ch. orientalis, vrsta roda Xeranthemum i S. pungens, koje rastu na
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otvorenim su$nim stanistima. StaviSe, prostor koji se formira izmedu povrsine lista i
trthoma S§titi epidermis od ekstremne evaporacije (Uzunova i sar. 2007). Takode,
kseromorfna tendencija je uocena i u slede¢im karakterima: glatki spoljasnji periklinalni
zidovi adaksijalnog epidermisa kod svih istrazivanih taksona roda Amphoricarpos i Sh.
denticulata, blago naborani zidovi kod vrsta roda Xeranthemum, veoma naborani zidovi
kod Ch. orientalis i izrazito naborani (strijatni) zidovi kod S. pungens.

Sistematski znacaj karaktera lista epidermisa je veoma dobro dokumentovan u
okviru familije Asteraceae (Adedeji i Jewoola 2008; Karanovi¢ i sar. 2015). Takode,
ornamentacija kutikule moze pruziti dodatne taksonomske karaktere (Stenglein i sar. 2005).
Tako je u ovom istrazivanju pokazano da mikromorfoloske osobine epidermisa lista
(priroda spoljasnjih periklinalnih i antiklinalnih zidova i indumentuma) predstavljaju
taksonomski znacajne karaktere u razgranicenju vrsta i ¢ak na nivou roda, kako je

prethodno i naveo Barthlott (1981).

Involukralne brakteje. Rezultati u ovom istrazivanju su pokazali da se srednja involukralna

brakteja razlikuje izmedu istrazivanih vrsta u pogledu indumentuma, povrsine, oblika Siljka
I prisustva kristala vedelita. Involukralne brakteje balkanskih taksona roda Amphoricarpos i
vrsta Chardinia orientalis, Xeranthemum inapertum, X. annuum su gole; kod vrsta
Amphoricarpos exsul, A. elegans, A. neumayerianus subsp. murbeckii i Shangwua
masarica brakteje su skoro gole, poseduju trihome na marginama i na vrhu brakteje; a vrste
X. cylindraceum i Siebera pungens imaju vermiformne, prilegle, belicaste trihome u
centralnom delu. Jedino kod vrste X. cylindraceum pored pomenutih vermiformnih trihoma
uocene su 1 kapitatne Zlezdane trihome. Ovaj karakter je dodatni za razgranienje vrsta roda
Xeranthemum.

Takode dokumentovana je i razlika u povrsini involukralnih brakteja. Tako
involukralna brakteja vrste Sh. masarica ima nepravilno mrezastu povrsinu, involukralne
brakteje taksona A. exsul, A. elegans i A. neumayerianus subsp. murbeckii imaju mrezasto -
naboranu povrsSinu, dok involukralne brakteje taksona A. autariatus subsp. autariatus, A.

autariatus subsp. bertisceus i A. neumayerianus subsp. neumayerianus imaju naborano -
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strijatnu povrsinu. Sve vrste jednogodisnjih rodova, Ch. orientalis, vrste roda Xeranthemum
I Siebera pungens imaju mrezastu povrsinu involukralnih brakteja.

Mukro involukralne brakteje se pokazao kao dobar karakter za razgranicenje vrsta
roda Xeranthemum. Vrste X. inapertum i X. annuum imaju veoma zaSiljen mukro sa
dugackim trnom, dok vrsta X. cylindraceum ima kratak i zaobljen mukro. Takode, mukro je
kratak i zaobljen kod A. neumayerianus subsp. murbeckii i tupo zaobljen kod A. autariatus
subsp. autariatus i kod oba taksona jedva prelazi ivicu brakteje, $to je i u saglasnosti sa
radom Ble¢i¢ i Mayer (1967). S druge strane mukro je duguljasto zaobljen kod A.
autariatus subsp. bertisceus (razli¢ito od rezultata Ble¢i¢ i Mayer 1967), i Siljat kod A.
neumayerianus subsp. neumayerianus i kod oba taksona prelazi ivicu brakteje. Ovi
karakteri imaju taksonomski zna¢aj i mogu biti korisni pri razgrani¢enju taksona unutar
balkanskog kompleksa roda Amphoricarpos.

Plo¢ice voska nepravilnih oblika i razli¢itih veli¢ina pronadene su samo na
epidermisu involukralne brakteje vrste X. inapertum. Povrsine involukralnih brakteja kod
X. annuum i X. cylindraceum ne poseduju tako izrazite ploéice voska, iako je prisustvo
voska uocljivo. Veoma uocljivo prisustvo ploCica voska moze biti od koristi prilikom
razgrani¢enja vrsta roda Xeranthemum.

Dodatno, mikrokarakteri involukralnih brakteja se smatraju veoma znacajnim pri
razgrani¢enju 1 na viSim taksonomskim nivoima unutar familije Asteraceae (npr. za
potribuse u okviru Cardueae karakteristi¢ne su involukralne brakteje sa trnovitim Cesljasto -
resastim nastavcima kod Cardopatiinae; obi¢no trnovite, najunutra$njije bez nastavaka ili sa
rudimentiranim nastavcima kod Carduinae; unutraSnje cesto upadljive 1 obojeni kod
Carlininae; kozasto - opnasti, resasti, CeSljasti, trnoviti ili nebodljikavi nastavci kod
Centaureinae; 1 involukralni lisitéi u mnogo redova kod Echinopsinae (Robinson 2009;

Susanna and Garcia- Jacas 2009).

Kristali. Kristali vedelita su uofeni na povrsini involukralnih brakteja vrsta Chardinia
orientalis, Siebera pungens, Xeranthemum inapertum, X. annum i X. cylindraceum dok kod
drugih istrazivanih vrsta roda Amphoricarpos i Shangwua masarica Kkristali nisu

detektovani. Da se radi o kristalima vedelita, a ne o kristalima hemijski sli¢nog
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(CaC204-H20) vevelita, moze se zakljuciti jer ovi kristali ne pokazuju monoklinicnu
formu koja se srece kod vevelita. Logi¢no pitanje koje se namece je zbog Cega ti Kristali
nisu prisutni na involukralnim braktejama vrsta roda Amphoricarpos i Sh. masarica. Ovo
moze biti povezano sa staniStem, jer u okviru Xeranthemum grupe, vrste rodova
Amphoricarpos i Shangwua rastu u planinskim regionima, dok jednogodiSnje vrste ostalih
rodova (Chardinia, Siebera i Xeranthemum) rastu na otvorenim su$nim stanis$tima, koji
mogu da uti¢u na formiranje kristala.

Takode, 1 unutar biljnih ¢elija moze se uociti raznolikost hemijski specifi¢nih
minerala (Brizuela i sar. 2007). Najobilniji su minerali koji se sastoje od kalcijumovih soli,
obi¢no kalcijum oksalat (Korth i sar. 2006). Kalcijum oksalat (CaC204 ¢ nH20) kristali su
Siroko prisutni kod biljaka i pronadeni su u preko 215 familija (Molano-Flores 2001; Kartal
2016). Posle kalcijum-oksalata, silicijum-dioksid (SiO2) je drugi verovatno najzastupljeniji
biomineral, koji se javlja kod svih biljnih vrsta (Willey 2016) u obliku fitolita (Arnott,
1982; Volcani 1983). Ostali kristali, gips (CaSO4 « 2H20), kalcit (CaCO3) i silvit (KCI) se
javljaju rede.

Kalcijum oksalati su javljaju uglavnom kao monohidri¢ni (vevelit - CaC204 » H20)
i dihidriéni (vedelit - CaC204 « 2H20) kristali (Frei-Wyssling 1981; Arnott 1982; Monje i
Baran 2002; Echigo i sar. 2005). Individualni kristaliti vedelita imaju tetragonalni oblik, za
razliku od §iljatog monoklini¢kog oblika vevelita (Monje 1 Baran 2002). Oni su prisutni u
razli¢itim biljnim organima i njihovim delovima i tkivima: korenovi (Dane i sar. 2000;
Horner i sar. 2000), stabla (Meric 2008, 2009a), listovi (Horner i sar. 2012), semena
(Marslan i sar. 2001), plodnici (Tilton i Horner 1980; Meric 2008, 2009a, 2009b), antere
(Meric 2008, 2009a, 2009b) i kruni¢ni listi¢i (Meric 2008, 2009b). Prisutnost ovih kristala
se pripisuje razli¢itim funkcijama: regulacija kalcijuma u ¢éelijama (Kostman i Franceschi
2000; Volk i sar. 2002), zastita od herbivora (Molano-Flores 2001), detoksikacija
(neutralizacija) oksalne kiseline ili teskih metala (Franceschi i Nakata 2005), mehanicka
potpora tkiva, kao i sakupljanje i refleksija svetlosti (Franceschi i Horner 1980; Kuo-Huang
i sar. 2007).

Oblici kristala kalcijum-oksalata variraju. Ukoliko se nalaze unutar biljnih ¢elija

opisani su kao rafidi, druze, stiloidi, prizme ili kristalni pesak (Franceschi i Horner 1980;
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Kartal 2016). Kristali kalcijum oksalata su uoceni kod predstavnika familije Asteraceae
(Dormer 1961, 1962; Horner 1977; Meric i Dane 2004; Meric, 2008, 2009a, 2009b; Kartal
2016). Smatra se da je formiranje kristala unutar ¢elija pod geneticCkom kontrolom kao i da
je specifi¢no za odredene vrste (Kausch i Horner 1984; llarslan i sar. 2001; Horner i sar.
2009). Tako, prisustvo, distribucija i oblici kristala kalcijum-oksalata se mogu koristiti kao
dobri taksonomski karakteri (Prichid i Rudall 1999; Lersten i Horner 2000; Pennisi i
McConnell 2001; Franceschi i Nakata, 2005; Horner i sar. 2012; Kartal 2016).

Prisutvo ekstracelularnih kristala Ca-oksalata je manje ili viSe rasprostranjeno kod
biljaka (Barabe i sar. 2004). Ekstracelularni kristali na povrsini epidermisa nadeni su kod
Casuarinaceae (Berg 1994), Gleditsia L. (Borchert 1984), Dracaena Vand. ex L. (Pennisi i
sar. 2001) i Nymphaea L. (Kuo-Huang 1992), dok su tapetalni rafidi pronadeni kod
Commelinaceae, Haemodoraceae, Philidraceae i Pontederiaceae (Prichid i sar. 2003).
Ekstracelularni kristali kalcijum oksalata pronadeni su samo na klipu predstavnika familije
Araceae. Funkcija ekstracelularnih kristala ostaje nepoznata (Barabe i sar. 2004).

Kalijum se, pored ostalih katjona, nalazi i kao komponenta kristala sulfata, koji se
retko javljaju kod biljaka (Dickison 2000). Kristali kalijum hlorida nalaze se u
parenhimskom tkivu kod Tradescantia pallida (Rose) D.R.Hunt (Brizuela i sar. 2007).

Na osnovu nasih rezultata, a i u saglasnosti sa literaturnim podacima (De loreo i
Dove 2004; Barcenas-Arguello i sar. 2015), tip formiranja kristala kao i morfologija
kristalita usko su povezani sa hemijskim sastavom kristala, kao i sa edafskim faktorima u
kojima istraZivane vrste rastu. S druge strane, strukturne karakteristike svake kristalne faze
zavise od faktora kao Sto su: tip hemijske veze, veliCina jona ili atoma, temperature
kristalizacije, itd. Dakle, faze sa razli¢itim hemijskim sastavima mogu se pojaviti u istom
kristalnom obliku (npr. minerali galenit - PbS i silvit - KCI) se pojavljuju u istom
kristalnom obliku [heksaedron (kocka)] i obrnuto, hemijski slicne faze se javljaju u potpuno
razli¢itim kristalnim oblicima (slu¢aj u nasem istrazivanju: vedelit - CaC204 « 2H20 -
tetragonalni kristalni oblici i vevelit - CaC204 « H20 - monoklini¢ne kristalne forme).
Takode, modifikacija oblika razli¢itih kristala moze zavisiti od prisustva malih neorganskih

molekula i umerenih do velikih organskih molekula (De loreo i Dove 2004). Vazno je
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napomenuti, da sa taksonomskog aspekta, morfoloska raznolikost kristala kod biljaka moze
biti imati filogenetski znacaj (Barcenas-Arguello i sar. 2015).

Pokazano je da su ekstracelularni kristali oksalata proizvod pseudo-nektarija kod
roda Stelis Sw. (Chase i Peacor 1987), dok je prisustvo ekstracelularnih kristala povezano
sa stomama kod rodova Arum L., Philodendron Schott. ili Schismatoglottis Zoll. & Moritzi
(Dauman 1930, 1970). S druge strane, kod roda Dracaena kristali se nalaze izmedu
primarnog ¢elijskog zida i kutikule (Pennisi i sar. 2001). lako je funkcija ovih kristala
nejasna, predlozene su razlicite funkcije. Formiranje kristala na povrsini vrsta roda Ramalia
je povezano sa uslovima zivotne sredine (Garty i sar. 2002). Pokazano je da kristali
oksalata imaju fiziolosku funkciju, uklanjanje oksalata, koji bi se inac¢e nakupio u biljci u
toksi¢nim koli¢inama za samu biljku (Franceschi i Horner 1980). Pronadeni su i slobodni
kristali na povrSini ziga tucka kod Philodendron melinonii Brongn. ex Regel (Barabe i
Lacroix, 2000). Takode, mnoge vrste zahtevaju kalcijum za klijanje polenove cevi
(Richards 1986). Stoga je moguce da prisustvo kristala na povrSini ziga uti¢e na uspe$no
klijajanje polena (lvano i sar. 2004).

Ekstracelularni kristali imaju zastitnu ulogu protiv herbivora (Franceschi i Horner
1980). Pokazano je da Zenke insekta Larinus sibiricus legu dva ili tri jaja u svakoj cvasti
vrste X. annuum (Volovnik 2016). Prema nasim saznanjima, ovo je prvi nalaz o prisustvu
kristala silvita 1 vedelita na povrSini involukralnih brakteja 1 kruni¢nog listica u biljnom
carstvu. Nasi rezultati pokazuju nove delimitirajue karaktere za dve vrste roda
Xeranthemum. Prisustvo kristala silvita na povr$ini kruni¢nog listi¢a vrste X. cylindraceum
jasno razlikuje ovu vrstu od X. annuum. Ovi rezultati, takode, pokazuju korisnost SEM-
EDS analize u sistematskim studijama biljaka.

Treba ista¢i da je proces formiranja ekstracelularnih kristala i dalje neobjasnjen
fenomen. Dodatna istrazivanja ovih kristala, pre svega upotrebom transmisione elektronske
mikroskopije, neophodna su kako bi se zaista razumeo proces formiranje kristala, nacin
depozicije, mesta sinteze kao i uloge koje oni imaju. Dodatna analiza, ovim i drugim
odgovaraju¢im metodama, involukralnih brakteja drugih taksona u okviru tribusa Cardueae

¢e biti svakako od znacaja.
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Cvetni region. U ovom istrazivanju su proucavani i stubi¢i plodnika nekoliko predstavnika
iz Xeranthemum grupe. Stubi¢ je dvodelan, odnosno sastoji se do dve grane. Pokazano je da
se vrhovi grana stubica razlikuju izmedu analiziranih taksona roda Amphoricarpos. Naime
vrhovi grana stubica su vrlo kratki, pravi, tupi, povezani kod turske vrste A. exsul, dok su
kod crnogorskih taksona A. autariatus subsp. bertisceus i A. neumayerianus subsp.
neumayerianus oni kratki, $iljati, razilaze¢i, savijeni prema spolja. Ovaj podatak za
crnogorske taksone je u saglasnosti sa opisom koji su dali Wang i sar. (2013) za rodove u
okviru Xeranthemum grupe. Medutim, u naSem istrazivanju pokazano je da se A. exsul
razlikuje od datog opisa za rod Amphoricarpos. Opis grana stubi¢a viSe odgovora opisu

jednogodisnjih rodova iz grupe (Wang i sar. 3013).

Cipsela. U ovom istrazivanju je pokazano da su cipsele svih istrazivanih vrsta, osim
Shangwua masarica svilaste. Dvojne trihome na povrsini plodova se Cesto javljaju kod
predstavnika Asteraceae (Robinson 2009). Ove trihome, specifiéne za epidermis cipsele
(Hess 1938), sastoje se od dve izduzene paralelne celije, koje nastaju od epidermske
prekusorske ¢elije koja podleze antiklinalnim deobama (Bremer 1987; Cron i sar. 1993;
Hess 1938). Funkcija ovih trihoma je joS uvek nejasna. Prema Hess (1938), glavna funkcija
bi mogla biti apsorpcija vode. Ova tvrdnja je u saglasnosti i sa nasim rezultatima jer smo
uocili Suplje dvojne trihome kod unutrasnje cipsele A. elegans. Stoga, miksogene dvojne
trthome zadrzavaju vodu oko povrSine cipsele i tako potpomazu klijanju i verovatno
doprinose disperziji semena (Hess 1938).

U okviru tribusa Cardueae, cipsele su gole kod veéine predstavnika podtribusa
Carduinae 1 Centaureinae, 1 obi¢no dlakave ili gusto svilaste kod Carlininae, Cardopatiinae 1
Echinopsinae (Susanna i Garcia-Jacas 2009). Jedini izuzetak u okviru Carduinae je
Xeranthemum grupa (Dittrich 1977). Xeranthemum grupa deli osobinu (prisustvo dvojnih
trihoma) sa bazalnim podtribusima Carlininae, Cardopatiinae i Echinopsinae. Dodatno,
Ozcan (2017) nije pronasao dvojne trihome kod roda Cirsium. Neposedovanje dvojnih
trihoma kod Shangwua se moze interpretirati kao gubitak (Petit 1997).

U ovom istrazivanju je pokazano da se povrSina cipsele razlikuje izmedu

istrazivanih vrsta. PovrSina cipsele vrsta Sh. masarica i Amphoricarpos exsul je nepravilno

201



Y

rq-
[l

{ Taksonomija i filogenija Xeranthemum grupe (Asteraceae) - morfoloski, anatomski, fitohemijski i molekularni aspekti

)

W/ Milan M. Gavrilovi¢

talasasto mrezasta, kod vrste A. elegans je naborano - mrezasta, dok je kod vrsta
Xeranthemum inapertum, X. annuum, X. cylindraceum i Siebera pungens mrezasta. Vrsta
Chardinia orientalis se posebno izdvaja po izrazito papilozno-strijatnoj povrsini cipsele.
Ovaj karakter odvaja Ch. orientalis od ostalih istrazivanih vrsta. Karakter koji je uocljiv
kod nekih grupa unutar Carduinae (the Cousinia group, Dolomiaea DC, Jurinea i neki
rodovi iz Onopordum grupe) je naborani perikarp, dok je glatki perikarp konstantan kod
Carduus, Cirsium i nekih drugih centralno azijskih Carduinae (Haffner 2000; Ozcan 2017).

Sve istrazivane vrste imaju adaksijalnu inserciju cipsele. Ovo je u saglasnosti sa
Dittrich (1977), koji je naveo da je povrSina insercije ploda predstavnika Cardueae prava i
bazalna, ili je lateralna kod nekih rodova, npr. Cardopatium, Chardinia, Siebera i
Xeranthemum. Ipak, Héaffner (2000) je pronasla strogo bazalnu povrSinu insercije kod
Cousinia grupe, Cynara L., Dolomiaea i Pilostemon Cass., kao $to je i Ozcan (2017) kod
Cirsium.

Takode, asimetri¢ni karpopodijum je osobina koja povezuje sve istrazivane taksone.
Karpopodijum je zona sa uocljivim sklerifikovanim epidermisom perikarpa (Haque i
Godward 1984; Mattfeld 1923), koji ucestvuje u odvajanju cipsele od receptakuluma (John
1921). Pronaden je kod predstavnika mnogih tribusa Asteraceae (Haque i Godward 1984).
Stavise, sugerisano je da je prisustvo dlakavog papusa i karpopodijuma povezano, jer obe
strukture imaju ulogu u anemohoriji (Haque i Godward 1984). Karpopodijum moze biti
simetri¢an ili je ¢eS¢e asimetri¢an, neuocljiv ili istaknut ili ¢ak moZe da odsustvuje (Funk 1
sar. 2009; Haque 1 Godward 1984). Oblik karpopodijuma najviSe zavisi od mesta cipsele na
receptakulumu (Sundberg, 1985). Vazno je ista¢i da su oblik kao i grada karpopodijuma
karakteri koji su se koristili u taksonomskim studijama (King i Robinson 1966; Sundberg
1985). Dodatno, Ozcan (2017) je dokumetovala nerazvijeni karpopodijum kod Cirsium
taksona.

Papus sacinjen od cekinja je prisutan kod vrsta roda Amphoricarpos i Shangwua
masarica, dok je papus izgraden od ljuspi prisutan kod ostalih istrazivanih vrsta §to je u
saglasnosti sa Dittrich (1996). Odnosno perasto-cekinjasti papus prisutan je kod Shangwua
masarica, barbelatno - osasto zasiljen kod taksona roda Amphoricarpos, a osasto - zasiljen

plevicasto - ljuspast kod analiziranih jednogodiS$njih predstavnika. Ovi nalazi sugeri$u
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blizak odnos izmedu jednogodisnjih rodova grupe. Opadajuéi papus je prisutan kod vecine
predstavnika Carduinae, dok je trajan papus pronaden kod veéine vrsta roda Jurinea i
srodnih rodova (Haffner 2000). U nasem istrazivanju utvrdeno je da svi analizirani taksoni
imaju trajan papus. Kod Cardueae, pinule ¢ekinja papusa su krace od S$irine ¢ekinje
(hrapave cekinje), iste duzine kao Sirina Cekinje (pinulatne ¢ekinje), ili su mnogo duze i
kapilarne (peraste ¢ekinje) (Susanna i Garcia-Jacas 2009). U okviru Carduinae, osobine
struktura ¢ekinja papusa mogu pomoci u delimitaciji rodova (Haffner 2000; Mukherjee i
Nordenstam 2008). Papus izgraden od hrapavih cilindri¢nih ¢ekinja pronaden je kod
Berardia i Staehelina, ¢ekinjaste ili barbelatne ¢ekinje su prisutne kod Carduus-Cirsium
grupe, veoma dugaCke peraste ¢ekinje su prisutne kod Cynara grupe, veoma dugacke
uocljive peraste ¢ekinje su prisutne kod Jurinea-Saussurea grupe, i peraste ¢ekinje kod
Onopordum grupe (Susanna i Garcia-Jacas 2009).

Linczevsky (1962) je napomenuo da je kod A. elegans papus izgraden od brojnih
¢ekinja (30 — 40), uvek uzak, skoro c¢ekinjast, fino zupcasto-hrapav, u poredenju sa
papusom kod A. neumayerianus, koga ¢ini mnogo manji broj ¢ekinja, skoro uvek je Siri,
usko linearan, nejasno, testerasto-trepljast. Medutim, Linczevsky (1962) nije hapomenuo da
su ¢ekinje papusa kod A. elegans organizovane u dva reda, $to je veoma uocljivo na nasim
mikrografijama unutrainje cipsele. Stavise, ovakav papus nije pronaden kod drugih
istrazivanih vrsta u ovom istrazivanju. Papus organizovan u dva reda je pronaden samo kod
cipsela predstavnika Centaureinae (Susanna i Garcia-Jacas 2009). Dakle, ovaj podatak ima
veliki taksonomski znacaj.

Rezultati su takode pokazali da je kod svih istrazivanih vrsta papus direktno vezan
za perikarp. Kod Cardueae, papus je direktno vezan za zid perikarpa kod bazalnih
podtribusa Cardopatiinae, Carlininae i Echinopsinae, kao i kod rodova Berardia i
Staehelina, i kod Xeranthemum grupe iz Carduinae. Dakle, predstavnici Xeranthemum
grupe dele ovu zajednicku osobinu sa ostalim podtribusima Cardueae. Takode, rezultati su
u saglasnosti sa radovima koje je sproveo Dittrich (1970, 1977). On je naveo da je papus
kod Xeranthemum fiksiran za vertikalni zid vrha cipsele, dok je kod ostalih Carduinae i

svih Centaureinae, papus fiksiran za parenhimati¢ni prsten na vr§nom regionu cipsele.

203



Y

rq-
[l

{ Taksonomija i filogenija Xeranthemum grupe (Asteraceae) - morfoloski, anatomski, fitohemijski i molekularni aspekti

)

W/ Milan M. Gavrilovi¢

Ostaci nektarija, koje okruzuju osnovu stubica, uocene su na vrhu unutrasnje cipsele
vrste A. elegans. Prema Bernardello (2007) u okviru glavice, unutrasnji dvopolni cvetovi su
obi¢no sa nektarijama, dok su nektarije odsutne ili neprimetne u spoljasnjim zenskim ili
sterilnim cvetovima $to moze imati taksonomsku vrednost. Prisustvo ili odsustvo nektarija,
njihov raspored i druge karakteristike (npr. tip, topografija, morfo-anatomija) imaju
taksonomski znacaj u razgranienju rodova ili vrsta (Smets 1986; Bernardello 2007;
Sulborska 2011). To su pokazali i Karanovi¢ i sar. (2016) za odredene vrste roda Inula. 1z
ovog razloga raspored nektarija kod A. elegans, koji smo primetili kao okrugli ili blago
petougaoni, moze imati taksonomski znacaj. Dakle, iako karakteristike nektarija mogu
imati taksonomski znacaj, dostupni podaci za Xeranthemum grupu, kao i tribus Cardueae su
oskudni, i to bi trebalo razmotriti u buduc¢im istrazivanjima.

Plod kod predstavnika familije Asteraceae varira u obliku i dlakavosti.
Reproduktivni delovi biljaka su pouzdaniji pokazatelji intergenerickih odnosa nego
vegetativni delovi koji brze podlezu morfoloskim promenama tokom evolucije (Petit 1997).
Dodatno se smatra da su morfoloske karakteristike plodova (na primer, skulptuiranost)
manje podloZni uticaju faktora sredine (Barthlott 1984). Morfoloske karakteristike cipsele
pruzaju taksonomski znacajne karaktere i Siroko su koriS¢eni pri rasvetljavanju nejasnih
taksonomskih odnosa unutar familije Asteraceae (Stebbins 1953; Barthlott 1984; Singh i
Pandey 1984; Blanca i Diaz de la Guardia 1997; Zhu i sar. 2006; Garg i Sharma 2007,
Inceer i sar. 2012), posebno unutar tribusa Cardueae (Dittrich 1977, 1985; Petit 1997,
Héffner 2000; Zarembo i Boyko 2008; Abid i Qaiser 2009; Abid i Ali 2010).
Ornamentacija semena i plodova pruza korisne taksonomske karaktere, tj. ovi karakteri su
relativno pod manjim uticajem faktora sredine (Sears 1922). Dodatno, Petit (1997) je
studiraju¢i odnose izmedu rodova unutar Cardueae istakao da su reproduktivne strukture
viSe varijabilne izmedu rodova.

Optimizacija karaktera koji su analizirani u ovom istrazivanju, kao i nekih koji su
pomenuti od strane drugih autora (npr. izgled siljka (mukro) involukralne brakteje kao i
margina i boja papusa; Bremer 1994; Dittrich 1996; Wang i sar 2013) su prikazani na
filogenetskom stablu Xeranthemum grupe (preuzeto i modifikovano iz rada Wang i sar.
2013) (Slika 28).
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Neke osobine kao Sto su glatki spoljasnji periklinalni zidovi epidermskih ¢elija,
blago izvijugani antiklinalni zidovi ¢elija adaksijalnog epidermisa, raspored celja
adaksijalnog epidermisa koji nalikuje na slagalicu (“puzle”), veoma mali mukro
involukralnih brakteja, crna margina involukralnih brakteja kao i odsustvo kristala vedelita
dele vrste Amphoricarpos exsul i Shangwua masarica i Sh. denticulata, dok izvijugani
antiklinalni zidovi c¢elija adaksijalnog epidermisa, Silaste involukralne brakteje, kristali
vedelita na povrSini involukralnih brakteja kao i osasto-zasiljen, plevicasto-ljuspast papus
povezuju jednogodi$nje vrste Chardinia orientalis, Siebera pungens i Xeranthemum
inapertum.

Involukralne brakteje svih predstavnika Xeranthemum grupe su kozasto-opnaste i
Cesto obojene (Wang i sar. 2013). Istrazivane vrste imaju koZzasto-opnaste, vise manje
papiraste, pergamentne brakteje sa razli¢itom veli¢inom Siljka (mukro), koji je relativno
kratak kod A. exsul i Sh. masarica, dugacak kod Ch. orientalis i X. inapertum, i veoma
dugacak i uzdignut kod S. pungens (Bremer 1994). Analiza herbarijumskih eksikata je
pokazala da brakteje vrsta oba roda, Amphoricarpos i Shangwua, imaju crnu marginu.
Dimorfne cipsele su prisutne kod A. exsul i Ch. orientalis (Bremer 1994). Petit (1997) je
sugerisao da su sterilne cipsele kod Siebera i Xeranthemum verovatno nastale od tipa
cipsele kod roda Amphoricarpos, koji poseduje spljostene i krilate spoljas$nje cipsele, Sto
filogenetski moze znaciti da su cipsele kod ovih predstavnika iSle u pravcu od dimorfnih
prema monomorfnim te da su one filogenetski mlade.

Takode, boja papusa moZe biti dodatni taksonomski karakter (Héaffner 2000).
Vecina predstavnika Carduinae imaju beli do krem obojeni ili ¢ak braonkast papus (Haffner
2000), Sto je pokazano 1 u ovom istrazivanju, odnosno, boja papusa varira izmedu
istrazivanih vrsta. Izuzetak je vrsta S. pungens kod koje je papus transparentan sa braon
prugom na sredini ljuspi (Wang i sar. 2013).

Sledece osobine se mogu potencijalno smatrati specifilnim za vrste: goli adaksijalni
epidermis lista 1 povrSine cipsele, nepravilno mrezasta povrSina involukralne brakteje kao 1
perasto-¢ekinjasti papus za vrste Shangwua masarica i Sh. denticulata; barbelatno - osasto
zasiljen papus za taksone roda Amphoricarpos; nepravilan oblik celija epidermisa

adaksijalne strane lista kao i kutikularni nabori i papilozna povrsina cipsele kod Chardinia
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orientalis; kanalni izgled antiklinalnih zidova c¢elija adaksijalnog epidermisa i plocCice
voskova na povrsini involukralnih brakteja za Xeranthemum inapertum; i snazno zadebljali
nabori spoljasnjih zidova celija adaksijalnog epidermisa i involukralna brakteja sa belim
prileglim trihomama u centralnom delu za Siebera pungens.

Osobine kao $to su vermiformne trihome na stablu i abaksijalnoj povrsini lista,
adaksijalna insercija cipsele 1 asimetric¢an karpopodijum, kao i direktno vezivanje papusa za

perikarp, su zajednicke za sve istrazivane taksone.

Amphoricarpos autaniatus

I_Emmoﬁcarpos exsul
2 Chardinia orientalis

9 1617

Siebera pungens

_I 202122
1011121314 Xeranthemum longepapposum
1234 s Xeranthemum annuum

e XE73Nthemum inapertum
1819

Shangwua denticulata
678

Slika 28. Filogenetsko stablo Xeranthemum grupe (preuzeto iz rada Wang i sar. 2013)
pokazuje distribuciju istrazivanih karaktera. 1 = izgled Celija adaksijalnog epidermisa kao
slagalica (“puzle”); 2 = kratak murko involukralne brakteje; 3 = crna margina involukralne
brakteje; 4 = glatki spoljasnji periklinalni zidovi ¢elija adaksijalnog epidermisa; 5 = blago
izvijugani antiklinalni zidovi ¢elija adaksijalnog epidermisa; 6 = gola povrSina cipsele; 7 =
goli adaksijalni epidermis; 8 = perasto-Cekinjasti papus; 9 = dimorfne cipsele; 10 =
izvijugani antiklinalni zidovi celija adaksijalnog epidermisa; 11 = Silaste involukralne
brakteje; 12 = glatke involukralne brakteje; 13 = kristali vedelita na povrSini involukralnih
brakteja; 14 = osasto-zasiljen, plevicasto ljuspast papus; 15 = barbelatno - osasto zasiljen
papus; 16 = kutikularni nabori ¢elija epidermisa adaksijalne strane lista; 17 = papilozna
povrsina cipsele; 18 = kanalni izgled antiklinalnih zidova c¢elija adaksijalnog epidermisa; 19
= ploCice voskova na povrSini involukralnih brakteja; 20 = snaZzno zadebljali nabori
spoljasnjih zidova celija adaksijalnog epidermisa; 21 = dugacak, uspravan, oStar, Silast
mukro involukralne brakteje; 22 = transparentan papus sa braon prugom na sredini ljuspi. 1,
4,5,6,7,8,10, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19 = nasi rezultati; 2, 3, 9, 11, 21, 22 = rezultati
iz literature (Bremer 1994; Dittrich i sar. 1996; Wang i sar. 2013).

206



Y

fh
{i

{ Taksonomija i filogenija Xeranthemum grupe (Asteraceae) - morfoloski, anatomski, fitohemijski i molekularni aspekti

)

W/ Milan M. Gavrilovi¢

5.3. Anatomija

Podzemne strukture. Taksoni roda Amphoricarpos imaju zadebljale podzemne strukture,

rizome, Kkoji obrazuju adventivne korenove. Generalno, anatomske studije koje su
ukljucivale korenove i rizome uglavnom su bile fokusirane na one vrste koje poseduju neke
sekretorne strukture i imaju potencijalnu primenu u farmaciji. Cury i Appezzato-da-Gloria
(2009) su detaljno analizirali i dokumentovali razliCite sekretorne strukture u zadebljalim
podzemnim organima (koren, ksilopodijum, podzemno stablo) Sest vrsta iz familije
Asteraceae koje pripadaju razli¢itim tribusima. Anatomska istrazivanja podzemnih organa
taksona iz tribusa Cardueae su oskudna (Fritz i Saukel 2011a, 2011b), a vecina studija se
bavi juznoamerickim vrstama, posebno onima koje sadrze sekretorne kanale i Supljine
(Melo-de-Pinna i Menezes 2002; Appezzato-Da-Gloria i sar. 2008).

Ginko i sar. (2016) su istrazivali validnost anatomskih karaktera korena i rizoma 59
vrsta koje pripadaju tribusima Cardueae i Cichorieae za taksonomsku Klasifikaciju i
filogenetsku rekonstrukciju, iako je, izbor taksona bio zasnovan na farmaceutskom znacaju.
Oni su zakljucili da veéina anatomskih osobina pokazuje barem neki stepen homoplazije u
evoluciji, ograni¢avajué¢i tako njihovu primenljivost kao filogenetski informativnih
karaktera. Fritz i Saukel (2011c) dokumentovali su zanimljiv fenomen postojanja
interksilarne plute u korenu dve vrste roda Saussurea. Interksilarna pluta nastaje u
sekundarnom ksilemu 1 ukljucuje razvoj periderma koji razdvaja izvorno ksilemski cilindar.
Na taj nacin se koren razdvaja na razli¢ite delove (Fritz i Saukel 2011c). Svakako je
neophodno viSe komparativnih taksonomskih studija o anatomiji korena/rizoma 1 drugih

vrsta iz tribusa Cardueae.

Adventivni koren. Kod vrsta iz familije Asteraceae prisustvo meristematskog endoderma i

sekretornih kanala je povezano sa adventivnim korenovima (Williams 1947; Melo-de-Pinna
I Menezes 2002). Prema Williams (1947), koji je proucavao veliki broj razli¢itih biljnih
vrsta, meristemski endodermis stvara tkiva izmedu endodermisa 1 hipodermisa.
Dokumentovano je da u korenu lanthopappus corymbosus (Manje) Rokue & DJNHind

(Mutisieae, Asteraceae), meristemski endodermis formira vise od 2/3 kore, dok hipodermis,
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u ranim fazama diferencijacije, proizvodi spoljasnji deo kore (Melo-de-Pinna i Menezes
2002). Isto tako, kod wvrste Richterago Kuntze (Melo-de-Pinna 2000), meristemski
endodermis samo formira unutra$nju koru. Takode, kod I. corymbosus, meristemski
endodermis ima glavnu ulogu u formiranju sekretornih kanala (Melo-de-Pinna i Menezes
2002). Stavise, epitelna organizacija ¢elija sekretornih kanala adventivnog korena podrzava
isklju¢ivanje |. corymbosus iz roda Richterago (Melo-de-Pinna i Menezes 2002). U nasem
istrazivanju, nije uoCen meristemski endodermis, jer su za analizu kori$¢eni stariji
adventivni korenovi, kod kojih je kora ve¢ razvijena. lako su sekretorni kanali korena, koji
sadrze lipofilne supstance, Cesti kod predstavnika familije Asteraceae (Fahn 1979; Cury i
Appezzato-da-Gloria 2009; Janackovi¢ i sar. 2019), kao i kod nekih vrsta tribusa Cardueae
(Williams 1954; Metcalfe i Chalk 1950), oni nisu pronadeni u adventivnom korenu vrsta

roda Amphoricarpos.

Koren. Pojava sekundarnih tkiva u korenu obe istrazivane vrste roda Xeranthemum ¢ini se
neuobicajenim, jer su vrste ovog roda jednogodiSnje, a sekundarno debljanje kod
jednogodisnjih biljaka je izuzetak (Sidhu i Saini 2011). Fritz i Saukel (2011) su takode
istrazivali anatomiju podzemnih delova nekih medicinski vaznih wvrsta i primetili
sekundarni floem. Tacan razlog zasto vrste roda Xeranthemum obrazuju sekundarna tkiva u
korenu nije jasan. Iniciranje sekundarnog rasta korena moze se smatrati promenom Zzivotne
forme, sa jednogodiSnje na viSegodi$nju. Odnosno kada korenovi postanu vijabilni, biljka
moze sledece godine formirati nove izdanke (Sidhu i Saini, 2011). Medutim, sekundarna
tkiva nisu primeéena u stablu kod ova dve istrazivane vrste. Samo koren pokazuje
sekundarnu gradu.

Postoji 1 alternativna hipoteza koju smo mi u ovom istraZivanju postavili: promena
je bila u suprothom smeru, od viSegodisnje forme ka jednogodisnjoj. U grupi
Xeranthemum, vrste rodova Amphoricarpos i Shangwua rastu u planinskim podru¢jima
(Susanna i Garcia-Jacas 2009; Wang i sar. 2013), dok vrste jednogodiS$njih rodova,
Xeranthemum, Siebera i Chardinia, rastu u otvorenim stepama. Nasa hipoteza daje ideju da
je jednogodisnja forma Xeranthemum, Chardinia i Siebera sekundarna adaptacija na suSnu

klimu od mezofilnih viSegodiSnjih predaka. Adaptacija nije potpuna i sekundarni rast je jos
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uvek prisutan u korenu uprkos ranom odvajanju Xeranthemum od Amphoricarpos u

oligocenu (pre oko 27 miliona godina) prema Barres i sar. (2013).

Rizom. Rizom istrazivanih vrsta roda Amphoricarpos, iako pokazuje sekundarnu gradu,
zadrzao je primarnu koru. Anatomija rizoma moze se smatrati tipicnom, osim uocenog
ekscentri¢nog rasta. Evans i sar. (2012) su objavili zanimljiv fenomen ekscentri¢énog rasta
stabla vrste Artemisia tridentata Nutt. Pokazali su da determinisani rast cvetnih grana
uzrokuje umiranje vaskularnog kambijuma koji okruzuje njihove tacke vezivanja na
glavnom stablu. Ova pojava dovodi do ekscentriénog rasta stabla. Stavise, oni su predlozili
da ovaj neobican fenomen ekscentri¢nog rasta, koji nije povezan sa interksilarnom plutom,
podrzava hipotezu da je A. tridentata poreklom od zeljastog pretka i da je sekundarno
evoluirala i ima nesavrSenu drvenastu gradu. Medutim, ekscentri¢ni rast zabelezen kod
rizoma istrazivanih vrsta roda Amphoricarpos nema isti scenario. Ovo podrzava nasu
hipotezu prema kojoj je u Xeranthemum grupi jednogodiS$nja forma predstavnika koji
naseljavaju suva staniSta (na primer stepe) nastala od viSegodiS$nje forme planinskih
predaka (Barres i sar. 2013; Garnatje i sar. 2004).

Takode, Omer i Moselei Jr. (1981) su proucavali anatomiju vegetativnih organa
vrste Jaumea carnosa (Less.) A.Grai i dokumetnovali vrlo Siroke parenhimske zrake koji se
razvijaju u sekundarnim tkivima rizoma. Ove parenhimske zrake autori povezuju sa
usporavanjem aktivnosti vaskularnog kambijuma koji formira depresije na stablu. Siroki
parenhimski zraci su takode zabelezeni u rizomima istrazivanih taksona roda
Amphoricarpos. Takode, zakljuceno je da se adventivni korenovi koji polaze sa sa rizoma
razvijaju od parenhimskih tkiva blizu primarnog ksilema i od interfascikularnog regiona

blizu primarnog floema (Omer i Moselei Jr 1981).

Drska cvasti. Anatomija drske cvasti istrazivanih taksona roda Amphoricarpos je tipi¢na i
prethodno opisana za Asteraceae (Metcalfe i Chalk 1957). Uoceno je nekoliko takozvanih
"kortikalnih™ provodnih snopica, izvan kruga sac¢injenog od medularnih provodnih snopica.
Prema autorima Metcalfe i Chalk (1950), prisustvo medularnih i kortikalnih provodnih

snopic¢a vazno je za taksonomiju. Makbul i sar. (2012) pronasli su kortikalne provodne
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snopiée u stablu Scorzonera ahmet-duranii Makbul & Coskunc, ali ne i u stablu srodne S.
semicana DC., §to ukazuje na taksonomski znacaj ovih snopic¢a. U drugoj studiji, Makbul i
sar. (2016) su kod turskih taksona Scorzonera L. pronasli male kortikalne provodne snopice
medu glavnim velikim provodnim snopi¢ima. Medutim, autori navode da ne postoji
korelacija izmedu ove osobine i subgenericke ili sekcijske taksonomije (Makbul i sar.
2016).

Pojava kortikalnih i medularnih provodnih snopica je takode dokumentovana kod
Centaurea sadleriana Janka (Lukovi¢ i sar. 2013) i I. corymbosus (Melo-de-Pinna i
Menezes 2002). Autori Melo-de-Pinna i Menezes (2002) razlikuju kortikalne provodne
snopi¢e od lisnih tragova u odnosu na polozaj ksilema i floema. U Kkortikalnim provodnim
snopi¢ima ksilem je izvan floema, dok je u lisnim tragovima ksilem orijentisan prema osi
organa. Postavlja se pitanje da li su ovi kortikalni provodni snopici zaista pozicionirani u
korteksu kod istrazivanih taksona roda Amphoricarpos? Jednostavnim histohemijskim
testom, potvrdili smo da endodermis, ¢ije su celije bogate skrobom, u ovom slucaju,
okruzuje sve provodne snopiée. Stavise, u ovim snopi¢ima, ksilem je orijentisan prema osi
organa. Prema tome, treba biti oprazan i treba proveriti orijentaciju ksilema/floema u
snopi¢ima pre upotrebe termina "kortikalni" za oznacavanje ovog tipa provodnih snopica
Ovo je s razlogom, jer se nekada ovi snopic¢i nalaze unutar centralnog cilindra, samo
prividno izvan kruga provodnih snopica, iako se termin kortikalni Siroko Kkoristi u literaturi.
Svakako, prisustvo ovih snopi¢a moze imati taksonomski znacaj, ali je ipak neophodno u tu

svrhu anatomski analizirati i druge srodne vrste iz Xeranthemum grupe i tribusa Cardueae.

Stablo. Anatomija stabla istrazivanih vrsta roda Xeranthemum je tipi¢na za familiju
Asteraceae (Metcalfe i Chalk 1957). Mlado stablo vrste X. annuum na popre¢nom preseku
ima pet jasno izrazenih rebara, dok je mlado stablo vrste X. cylindraceum petougaono. Ovaj
karakter (oblik popre¢nog preseka mladog stabla) moze biti vazan za taksonomiju.
Anatomski karakteri drske cvasti takode mogu biti taksonomski vazni (Metcalfe i Chalk
1950). Samo kod X. annuum uoceno je nekoliko “kortikalnih™ provodnih snopic¢a. Prema
autorima prisustvo medularnih i kortikalnih provodnih snopic¢a ima znacajnu taksonomsku

vrednost.
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Istrazivani taksoni rodova Amphoricarpos i Xeranthemum ne poseduju sekretorna
tkiva u drSkama cvasti. Veéina taksona iz Cardueac ima samo kanale sa lateksom u
nadzemnim delovima ili uop$te nemaju sekretorne organe, npr. Xeranthemum, Siebera,
Chardinia, Cardopatium (Dittrich, 1997). Morfologija i distribucija sekretornih struktura su
od velike taksonomske vaznosti. Tako, nepostojanje sekretornih organa u vegetativnim

organima istrazivanih taksona povezuje rodove Amphoricarpos i Xeranthemum.

List. Vecina predstavnika Carduinae ima vunasti indumentum na obe povrsine lista ili samo
na abaksijalnoj strani (Haffner 2000), $to je takode bio slucaj kod vrsta koje smo
proucavali. Mnogo gu$¢i indumentum zabelezen je na abaksijalnoj strani taksona roda
Amphoricarpos. U familiji Asteraceae zabeleZene su Cetiri vrste stoma: anomocitne,
brahiparacitne, anizocitne i diacitne (Adedeji i Jewoola 2008), koje su okruZene tipi¢nim
epidermskim ¢elijama ili pomo¢nim ¢éelijama. Freire i sar. (2007) su istrazivali epidermske
karakteristike roda Baccharis L. i pronasli Sest tipova stoma: anomocitni, anizocitni,
ciklocitni, aktinocitni, tetracitni i staurocitni. Podaci dobijeni u nasem istrazivanju ukazuju
da istrazivane vrste roda Xeranthemum poseduju isti tip stome - anomocitni.

Rezultati epidermalnih otisaka listova istrazivanih taksona roda Amphoricarpos i
vrsta roda Xeranthemum u saglasnosti su sa naSim mikromorfoliskim istrazivanjima.
Taksonomski znacaj karakteristika epidermisa lista je vrlo dobro dokumentovan u familiji
Asteraceae (Barthlott 1981; Adedeji i Jewoola 2008; Karanovi¢ i sar. 2015; da Silva i dr.
2014).

Kapitatne Zlezdane trihome se nalaze na drSci cvasti kao i na listovima svih
istrazivanih taksona roda Amphoricarpos, ali su mnogo brojnije na abaksijalnoj povrsini
lista. Rezultati dobijeni u ovoj studiji su takode pokazali da su mikromorfoloske
karakteristike lista i stabla korisne u razgrani¢avanju ispitivanih vrsta roda Xeranthemum.
Ove dve srodne vrste razlikuju se po tipu zlezdanih trihoma, X. annuum ima biserijatne,
dok X. cylindraceum poseduje kapitatne sesilne trihome.

gupljine, kanali, idioblasti, kao 1 zlezdane trithome, uocene su u i na listovima
mnogih predstavnika familije Asteraceae (Milan i sar. 2006; Duarte i sar. 2011; Camilotti i

sar. 2014). Kod predstavnika familije Asteraceae, Siroko rasprostranjene trihome na
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stablima i listovima su kapitatne zlezdane trihome kratkog vrata, u obliku zlezdanih tacaka
(Robinson 2009). Zlezdane triohome se &esto sastoje od biserijatne drike, obi¢no formirane
od pet parova celija (Ciccarelli i sar. 2007), i glave, formirane od jedne do mnogo ¢elija $to
je 1 pokazano u naSem istrazivanju za taksone roda Amphoricarpos i X. annuum. Razvoj
zlezdanih trihoma opisan je kod Artemisia annua L. (Duke i Paul 1993; Duke i sar. 1994) i
A. campestris subsp. maritima (DC.) Arcang. (Ascensao i Pais 1987). Analizirajuci
Zlezdane trihome kod wvrste Grindelia pulchella Dunal, Bartoli i sar. (2011) su
dokumentovali da se proizvod izlu¢ivanja akumulira izmedu cCelijskog zida i kutikule, koja
se raspukne i oslobada sadrzaj. Takode je pronadeno da se sekret sastoji od razli¢itih
specijalizovanih metabolita, npr. etarskih ulja, seskviterpenskih laktona, supstanci sli¢nih
pektinu, flavonoida, itd. (Ascensao i Pais 1987, 1988; Pagni i sar. 2003; Andreucci i sar.
2008; Lusa i sar. 2016). Osobine indumentuma (morfologija, rasprostranjenost i gustina
Zlezdanih i neZlezdanih trihoma, kao i karakteristike stominog aparata) predstavljaju vazne
karaktere u taksonomiji (Karanovic¢ i sar. 2015).

Klasifikacija trihoma je veoma kompleksna zbog velike morfoloSke raznolikosti i
mikrostrukture, razli¢itog porekla i lokacije, kao i razli¢itog nacina izlucivanja sekreta
(Werker i sar. 1985). Trihome se mogu razlikovati po broju ¢elija, rasporedu, obliku i
duzini (Werker 2000). Tako je opisano vise od 300 tipova trihoma (Spring 2000). Uprkos
ovoj ogromnoj heterogenosti u morfologiji, Cesto slicnost indumentuma izmedu srodnih
rodova ukazuje na sli¢nost tih rodova i u drugim osobinama (Stebbins 1953). Tip trihoma je
vazan karakter, posebno na niZzim taksonomskim nivoima (Stebbins 1953, Faust i Jones
1973; Sahu 1982; Koroliuk 1997; Krak i Mraz 2008). Trihomi Carduinae se mogu svrstati u
jednocelijske ili viSecelijske, sastavljene od jedne do nekoliko bazalnih ¢elija 1 dugackih
¢elija; retko su trihome velike, jednoredne i visecelijske (Haffner 2000).

Anatomija lista ¢esto odrazava uslove Zivotne sredine. Osobine kao §to su: debela
kutikula, posebno dobro razvijeno mehanicko tkivo, hidrenhim, kao i mali odnos povrSine 1
zapremine ukazuju na kseromorfiju (Anderson i Creech 1975). Prisustvo debele kutikule,
koja je dokumentovana u ovom istrazivanju na adaksijalnoj povrSini svih istraZivanih
taksona, ukazuje na kseromorfiju (Anderson i Creech 1975). Biljke sa izolateralnom

gradom listova obi¢no rastu na staniStima sa intenzivnim sun¢evim zra¢enjem. Vrste koje
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pripadaju rodovima Aster L., Galatella Cass. i Tripolium Nees (Karanovi¢ i sar. 2015), kao
i ve¢ina vrsta roda Centaurea i Artemisia, imaju izolateralnu gradu listova, koja je
karakteristi¢na za biljne vrste koje rastu na suSnim staniStima (Fahn 1 Cutler 1992; Lukovié¢
i sar., 2013; Janackovi¢ i sar., 2019). Iako vrste roda Xeranthemum Zive na otvorenim,
sunCanim i suSnim stani$tima, nasi razultati pokazali su da obe istrazivane vrste imaju
dorziventralnu gradu listova. Ovaj nalaz takode ide u prilog nasoj hipotrzi da je rod
Xeranthemum najverovatnije nastao od mezofilnih predaka i predstavlja bitnu osobinu za
filogeniju grupe. U prilog tome idu i rezultati ovog istrazivanja, koji su pokazali da listovi
proucavanih taksona roda Amphoricarpos imaju dorziventralnu gradu, manje vise
uobicajenu za predstavnike familije Asteraceae (Oliveira i sar. 2011; Duarte i sar. 2011).
Treba ista¢i da iako su anatomski karakteri listova ¢esto povezani sa staniStem, oni su pod

genetickom kontrolom i zato imaju taksonomski znac¢aj (Anderson i Creech 1975).

Kristali. Kristalne druze pronadene su samo u celijama listova taksona roda
Amphoricarpos, ali ne i kod istrazivanih vrsta roda Xeranthemum. Morfologija i distribucija
kristala se smatraju geneticki kontrolisanim od strane celije (Meric 2009) i mogu biti
korisni u taksonomskoj proceni odredenih taksona. Prema Prychid i Rudall (1999) kristalne
druze su uobicajene kod dikotila.

Meric (2008) je dokumentovao druze u listovima (epidermis i mezofil) vrste Coniza
canadensis (L.) Cronkuist i C. bonariensis (L.) Cronkuist. Kristali su nadeni u epidermskim
¢elijama vrste Gleditsia triacanthos L. (Borchert 1984) i Stilosanthes guianensis (Aubl.)
Sv. letci (Brubaker i Horner 1989). Takode, Wu i Kuo-Huang (1997) su zabelezili druze u
¢elijama epidermisa lista Artocarpus altilis (Parkinson ek FAZorn) Fosberg i u mezofilnim
¢elijama A. altilis, Cudrania cochinchinensis (Lour.) lakuro Kudo & Masam., Ficus virgata
Reinv. ek Blume i Morus australis Poir. Meric (2009) je pronasao druze u listovima
mesofila vrste Aster squamatus (Spreng.) Hieron. ali ne i u epidermism ¢elijama listova.
Pored toga, Lersten i Horner (2000) navode da druze, u listovima vrste Prunus L., mogu
biti korisne za razjasnjavanje nejasne taksonomije ovog roda.

Kuo-Huang i sar. (2007) su naveli da druze u palisadnim c¢elijama Peperomia

glabella (Sv.) A.Dietr. ucestvuju u fotosintetiCkom procesu kao i da su dijametri ovih
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kristala u vezi sa intenzitetom svetlosti. Stavise, druze pruzaju strukturnu podrsku tkivima i
ukljucene su u regulaciju kalcijuma (Nakata 2003). Dakle, za razumevanje taksonomskog
znacaja druza u ovoj grupi potrebna su dodatna anatomska istrazivanja i drugih taksona

roda Amphoricarpos, kao i srodnih taksona iz Xeranthemum grupe.

Cvetni _region. Veoma razvijeni viseslojni sklerenhim, koji je uofen u involukralnim
braktejama svih istrazivanih vrsta, moze se smatrati dobrim zaStitnim slojem cvasti.
Anatomija palja je vrlo slicna anatomiji involukralne brakteje, jer te dve strukture
predstavljaju homologe strukture , koje se razlikuju samo po polozaju na receptakulumu
(Harris 1995). Palje bi se mogle smatrati ili rudimentarnim braktejama koje podupiru
pojedinaéne cvetove ili involukralnim braktejama koje se nalaze izmedu cvetova (Keil i
Stuessi 1981; Bremer 1987; Robinson i Funk 1987). Kod predstavnika Cardueae
receptakulum je obi¢no Cekinjast, a ¢ekinje su brojnije od cvetova i nalaze se rasuto po
receptakulumu (Bremer 1994). Na popre¢nim presecima involukralnih brakteja istrazivanih
vrsta roda Xeranthemum uoceni su kristali vedelita. Na povrSini brakteje, kod vrste X.
annuum jo§ se uocavaju i trihome. Ovi nasi anatomski podaci su u saglasnosti sa naSim
mikromorfoloSkim istrazivanjima. Kod vrsta roda Amphoricarpos ustanovili smo da prave
palje formiraju useCeni jeziCasti Cuni¢, koji je vise uzan kod A. elegans, a kod A.
neumayerianus je S$iri i obi¢no uzduzno nepravilno podeljen. Radijatne unutrasnje
involukralne brakteje su karakteristicne za rod Xeranthemum (Bremer, 1994).

Na popre¢nim presecima nezrelih cipsela taksona roda Amphoricarpos, u perikarpu,
je dokumentovano nekoliko grupa sklerenhimskih vlakana, $to je karakteristiéno za
predstavnike ove grupe (Lavialle 1912; Petit 1997). U naSem istrazivanju uoceni Ssu
radijalno izduzeni i sklerifikovani zidovi Celija epidermisa teste, koji su takode spomenuti
od strane autora Lavialle (1912) i Petit (1997). Takode, kao §to je dokumentovano za
familiju (Davis 1966; Johri i sar. 1992), sve istrazivane vrste imaju anatropni semeni
zametak sa bazalnom placentacijom. Kod vrsta roda Xeranthemum u naSem istrazivanju
uoceno je bocno otvaranje antera, iako je introrzni nacin uobiCajeniji za Asteraceae
(Katinas i sar. 2016). Fitomelaninski sloj uo¢en kod nekih predstavnika familije Asteraceae

(Pandey i Singh 1982) nije uoc¢en kod istrazivanih taksona roda Amphoricarpos, kao ni kod
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X. annuum (Ozcan i Akinci 2019). Osobine embriona, kotiledona i endosperma su u skladu
sa opisom koji je dat u studiji koju je sprovela Haffner (2000). U nasem istraZivanju cvasti
balkanskih taksona roda Amphoricarpos dokumentovan je endosperm koji se sastoji od
jednog do tri sloja, dok su Ozcan i Akinci (2019) pokazali da je kod X. annuum endosperm
jednoslojan, a Jana i Mukherjee (2014) da je dvoslojan. U nasem istrazivanju, cvasti vrsta
roda Xeranthemum nisu bile u stadijumu formiranja plodova, pa rezultati ne mogu biti
uporedivi sa sli¢nim studijama vezanim za plodove vrste X. annuum (Jana i Mukherjee
2014; Ozcan i Akinci 2019).

Neki anatomski i morfoloski karakteri cveta, npr. oblik pappusa, grane stubica,
morfo-anatomija krunice i antera, korisne su za klasifikaciju taksona unutar tribusa familije
Asteraceae (Judd i sar. 2002). Takode, embrioloski karakteri mogu biti vazni u
razumevanju taksonomskih odnosa izmedu familija, rodova i taksona (Palser 1975; Stuessy
2009). Medutim, istorijski gledano, taksoni familije Asteraceae su kompleksni za
ontogenetske studije (Dadpour i sar. 2012), a radovi koji se ticu anatomije cvetova i cvasti
su retki. Batista i De Souza (2017) su proucavali ontogeniju cveta kod deset vrsta iz
familije Asteraceae i pokazali da su karakteri cvetova korisni u razlikovanju vrsta. Takode,
Franca i sar. (2015) su istrazivali embriologiju dve vrste roda Ageratum L. i potvrdili
heterogenost embrioloskih procesa u familiji. Dobijeni rezultati svakako doprinose
poznavanju anatomije cvasti oba istrazivana roda, ali treba izvrSiti dataljniju analizu cvasti
srodnih vrsta iz ove grupe.

Svi istrazivani taksoni roda Amphoricarpos pokazuju sliéne anatomske
karakteristike. Anatomska uniformnost ukazuje na veoma bliske odnose izmedu ispitivanih
taksona. Analizirani anatomski kvalitativni karakteri doprinose poznavanju generalne
anatomije roda Amphoricarpos.

Dobijeni rezultati za anatomske karakteristike vrsta X. annuum i X. cylindraceum
pokazali su brojne kvantitativne i kvalitativne razlike koje bi mogle imati taksonomski
znacaj. Odabrani kvantitativni 1 kvalitativni karakteri stabla, lista 1 drSke cvasti (oblik, tip
Zlezdanih trihoma, prisustvo kortikalnih provodnih snopica), na osnovu kojih se istrazivane

vrste roda Xeranthemum anatomski razlikuju, doprinose boljoj identifikaciji taksona. Pored
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toga, svi dobijeni karakteri se mogu smatrati dodatnim karakterima koji bi mogli pomo¢i u
razgraniCenju drugih vrsta iz tribusa Cardueae.

Dalja istrazivanja srodnih vrsta iz Xeranthemum grupe ili tribusa Cardueae mogu da
rasvetle proces formiranja sekundarnih tkiva u korenu. Ovde se pre svega misli na
jednogodisnje predstavnike iz grupe. Takode, anatomska istrazivanja ostalih vrsta iz
Xeranthemum grupe su neophodna kako bi se potvrdila nasa hipoteza 0 adaptaciji datih
taksona na suS$na stani§ta. StaviSe, anatomska i embrioloska istraZivanja bi doprinela
pronalasku dodatnih potencijalnih taksonomskih karaktera koji bi doprineli boljoj
identifikaciji vrsta ili delimitaciju odredenih taksona. Takva istrazivanja bi doprinela i
boljoj analizi karakteristika cvetova, kao Sto su otvaranje antera, grada krunice, ziga i
plodnika itd.
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5.4. Fitohemija

Masne kiseline. GC-FID analizom u cipselama istrazivanih taksona roda Amphoricarpos u

ovom istrazivanju detektovano je ukupno osam masnih kiselina od kojih je Sest
identifikovano. Dominantna masna kiselina kod svih istrazivanih taksona je linolna §to je 1
pokazano kod drugih taksona iz tribusa Cardueae (Powell i sar. 1967; Spencer i sar. 1969;
Morris i sar. 1968; Janackovi¢ i sar. 1996; Kurt i sar. 2019). Takode, pokazano je da se
razlikuju 1 profili masnih kiselina izmedu obodnih i centralnih cipsela istog taksona. U
literaturi nema podataka o uporednoj analizi masnih kiselina dimorfnih cipsela
heterokarpnih taksona. Ovaj podatak je veoma znac¢ajan za buduca sli¢na istrazivanja.

Sa taksonomskog aspekta bitno je naglasiti da profili masnih kiselina istrazivanih
taksona nisu identicni. Neke masne kiseline su pronadene kod nekih taksona, dok kod
drugih odsustvuju. Tako u obodnim cipselama vrste A. neumayerianus subsp.
neumayerianus nije detektovana jedna masna kiselina (neidentifikovana). Takode, druga
(neidentifikovana) masna kiselina, kao 1 margarinska masna kiselina su pronadene samo u
obodnim cipselama taksona A. neumayerianus subsp. neumayerianus i A. autariatus subsp.
autariatus. S druge strane, od svih istrazivanih taksona, jedino u centralnim cipselama
taksona A. autariatus subsp. bertisceus nije pronadena linolenska masna kiselina. Taksoni
njihovim cipselama nisu detektovane jedna masna kiselina (neidentifikovana) kao ni
margarinska. Ovi rezultati su od taksonomske vaznosti pri reSavanju kompleksne
taksonomije roda Amphoricarpos na Balkanu.

Profil masnih kiselina cipsele vrste X. cylindraceum se razlikuje od profila masnih
kiselina istraZivanih taksona roda Amphoricarpos po dominantoj masnoj kiselini (oleinska),
kao i po prisustvu palmitoleinske, eikozenoinske, arahidinske i behenske masne kiseline i
odsustvu margarinske kiseline.

Dominantna masna kiselina (oleinska) u cipselama vrste X. cylindraceum je razlicita
od dominantne masne kiseline pronadene u ulju cipsela drugih taksona u okviru tribusa
Cardueae. Dakle, linolna masna kiselina je pronadena kao dominantna masna kiselina u

cipselama vrsta X. annuum (Powell i sar. 1967), dvema vrstama roda Carlina (Spencer i
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sar. 1969), Arctium minus L. (Morris i sar. 1968), dvema vrstama roda Ptilostemon i
Cirsium (Janackovi¢ i sar. 1996). Takode Kurt i sar. (2019) su analizirali sastav masnih
kiselina iz cipsela 11 taksona tribusa Cardueae iz Turske. Dominantna masna kiselina kod
svih istrazivanih taksona bila je linolna. Linolenska masna kiselina je bila dominantna u
ulju 19 razlicitih vrsta roda Centaurea (Janackovi¢ 2004), dok je kod vrste C. galicicae
Micevski to palmitinska, a kod srodne vrste C. tomorosii Micevski linolelaidinska
(Janackovi¢ i sar. 2017).

Pokazano je da profili masnih kiselina cipsela mogu imati taksonomski znac¢aj na
nivou roda u analizi sastava masnih kiselina vrsta Ptilostemon strictus (Ten.) Greuter, P.
afer (Jacq.) Greuter, Cirsium candelabrum Griseb. i C. eriophorum (L.) Scop. (Jana¢kovic¢ i
sar. 1996). Preciznije, linolenska kiselina je pronadena samo u ulju cipsela vrsta roda
Cirsium, $to podrzava odvajanje roda Ptilostemon iz roda Cirsium (Janackovic i sar. 1996).
Ozcan i sar. (2016) su takode zakljucili da se sastav masnih kiselina cipsela moze koristiti
kao dodatni hemotaksonomski karakter za rod Cirsium. Uocene razlike, posebno izmedu
vrsta X. cylindraceum i X. annuum, upucuju da se odnos linolenske i oleinske masne
kiseline moZe smatrati hemotaksonomskim karakterom za razlikovanje ove dve vrste.

Vrste familije Asteraceae magacioniraju proteine i masti u svojim semenima. Po
pravilu, ulja u semenima su bogata linolnom kiselinom i sadrze manju koli¢inu oleinske i
palmitinske kiseline; linolenska i stearinska su zastupljene u malom procentu (Shorland
1963). Shorland (1963), Hilditch i Williams (1964) i Hegnauer (1964) su ustanovili neke
taksone sa neuobi¢ajenom Cjg nesaturisanom kiselinom kao glavnom masnom kiselinom u
semenu (vise od 10 %). Jones i Earle (1966) i Barclay i Earle (1974) su utvrdili veliki broj
vrsta u familiji Asteraceae koje produkuju ulja sa neuobicajenim masnim kiselinama. Pored
zajedni¢kih masnih kiselina, masti iz semena nekih taksona iz tribusa Cardueae sadrze
specijalne epoksi i hidroksi - masne kiseline sa konjugovanim dvogubim vezama, koje su
pronadene kod vrsta Artemisia, Calendula L., Cosmos Cav., Helianthus L., Tragopogon L.,
Vernonia Schreb., Osteospermum L. i Dimorphotheca Vaill. ex Moench. Od hidroksi -
masnih kiselina izolovane su a- i B-dimorfekolinska kiselina. Prisustvo y-linolenske

kiseline, neuobiCajene masne Kkiseline, zabelezena je u ulju cipsele nekih vrsta roda
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Saussurea (Tsevegsuren i sar. 1997). Cipsele nekih mongolskih vrsta Asteraceae sadrze
neuobicajene trans-masne kiseline (Tsevegstiren i sar. 2000).

Prema nekim autorima ekoloski faktori imaju dominantan uticaj na sastav masnih
kiselina semena u odnosu na geneticke faktore (Thompson i1 sar 1973; Johnson 1 Jellum
1972; Tremolieres i sar. 1982; Marin i sar. 1983; 1989a; 1989b). Koris¢enje masnih
kiselina kao taksonomskih markera moze biti opravdano samo ako one ne variraju u svom
sastavu pod uticajem ekoloskih faktora. Stabilnost sastava masnih kiselina ukupnih lipida
cipsela, bez obzira na poreklo u odnosu na lokalitete sa kojih su uzorci sakupljani, govori u
prilog izu¢avanju i primeni ovih karaktera u hemotaksonomskim studijama. Sastav masnih
kiselina ne moze se koristiti kao taksonomski parametar na istom taksonomskom nivou kod
razli¢itih grupa biljaka (Janackovi¢ 2004) Sto je 1 pokazano u naSem istrazivanju. Masne
kiseline se smatraju veoma znacajnim hemotaksonomskim markerima u taksonomskim
analizama odredenih biljnih vrsta i koriS¢ene su u analizama mnogih grupa biljaka
(Stuessy 2009; Zhang i sar. 2015; Ozcan i sar. 2016). Znac¢aj masnih kiselina, kao
taksonomskih markera na raznim nivoima i u okviru razli¢itih taksonomskih kategorija je
veliki (Harborne i Turner 1984, Janackovi¢ i sar. 2017). Takode, U/S indeks
(nezasi¢ene/zasi¢ene masne kiseline) se moze koristiti kao pouzdan taksonomski marker
(Marin i sar. 1991).

Seskviterpenski laktoni. Zajednicka osobina svih gvajanolidnih jedinjenja izolovanih iz

taksona roda Amphoricarpos, i nazvanih amforikarpolidi, jeste da imaju jedinstveni obrazac
za oksigenaciju koji nije pronaden ni kod jednog taksona iz tribusa Cardueae niti kod
drugih tribusa familije Asteraceae. Sve prethodne fitohemijske studije (Djordjevi¢ i sar.
2004; 2006; Cvetkovi¢ i sar. 2014) taksona roda Amphoricarpos sa zapadnog Balkana
otkrile su ukupno trideset amforikarpolida (sa istom osnovnom strukturom). Nase
istrazivanje retke 1 stenoendemicne vrste A. elegans sa zapadnog Kavkaza pokazalo je da je
dominantno jedinjenje 3-deoksiamforikarpolid, koje je ranije pronadeno i kod crnogorskih
taksona ovog roda. Ovaj rezultat, s obzirom na hemotaksonomski znac¢aj amforikarpolida,

predstavlja vezu izmedu balkanskih i kavkaskih taksona roda Amphoricarpos.
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Kavkaz se odlikuje raznolikim predelima sa biljnim zajednicama i genetickom
raznolikos$¢u vrsta u odnosu na Mediteran, zbog svojih edafsko-klimatskih uslova, visokih
hipsometrijskih nivoa, dobro izrazene geografske izolacije, itd. (Shetekauri i Kutateladze
2017). Kavkaz se odlikuje visokim endemizmom i predstavlja jedan od najpoznatijih
centara biodiverziteta (Akhalkatsi i sar. 2012). Flora Gruzije je zastupljena sa 4130 vrsta
vaskularnih biljaka, od kojih 4034 vrsta pripada grupi skrivenosemenica (Nakhutsrishvili
1999). Od ukupnog broja vrsta, 1304 (32,3%) su endemi¢ne za Kavkaz i 261 (6,6%) za
Gruziju (Schatz i sar. 2009). U flori Kavkaza 17 rodova je endemi¢no, od kojih je vecina
zastupljena sa jednom vrstom, medu njima je Amphoricarpos elegans (Akhalkatsi i sar.
2012). Medu kalcifitima botanicko-geografske pokrajine Cochis najistaknutiji je, izmedu
ostalih, A. elegans (Shetekauri i Kutateladze 2017), koji pripada grupi ,kre¢njackih
endemita“ zapadnog Kavkaza (Linczevsky 1962).

Kako je A. elegans stenoendemicna vrsta, za izolaciju laktona je koris¢ena veoma
mala koli¢ina biljnog materijala (samo 1.00 g) u poredenju sa prethodnim istrazivanjima,
gde je koris¢eno mnogo vise biljnog materijala (Djordjevié i sar. 2004; 2006). Zbog toga je
bilo moguce identifikovati i okarakterisati samo dominantnan seskviterpenski lakton
gvajanolidnog tipa 3-deoksiamforikarpolid.

Seskviterpenski laktoni su velika grupa hemijskih jedinjenja koja imaju Sirok
spektar funkcionalnih grupa. Do sada je opisano vise od 5000 struktura prirodnih
seskviterpenskih laktona (Milosavljevi¢ i sar. 1999). Veéina ovih jedinjenja je pronadena
kod visih biljaka, uglavnom kod predstavnika familije Asteraceae (vise od 90%), ali se
mogu naci i kod nekih gljiva (Atrrog i sar. 2008). Najzastupljeniji seskviterpenski laktoni
su germakranolidi, gvajanolidi i eudezmanolidi, klasifikovani na osnovu njihovih
karbocikli¢nih skeleta. Strukturna karakteristika ovih jedinjenja je y-laktonski prsten.
Seskviterpenski laktoni su predmet konstantnih istrazivanja Sirom sveta, zbog njihove
bioloske aktivnosti i ekoloskih funkcija, kao i njihovog hemotaksonomskog znacaja (Atrrog
i sar. 2008; Repetto i Llesuy 2002; Da Costa i sar. 2005; Repetto i Boveris 2010).

Na osnovu ekstrakcije glavnih klasa specijalizovanih metabolita kod taksona
familije Asteraceae, zlezdane trihome se smatraju glavnim mestima biosinteze i

akumulacije seskviterpenskih laktona (Sokovi¢ i sar. 2017; Da Costa i sar. 2005; Spring i
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sar. 1989; Spring 1991; Spring i sar. 2001; Sakamoto i sar. 2005; Appezzato-da-Gloria i
sar. 2012; Lusa i sar. 2016). Kod predstavnike familije Asteraceae, a posebno kod
predstavnika tribusa Cardueae, specijalizovani metaboliti pretezno ukljucuju lipofilna
jedinjenja (posebno seskviterpenske laktone), dok su hidrofilna jedinjenja retko zastupljena
(Susanna i Garcia-Jacas 2009). Seskviterpenski laktoni gvajanolidnog tipa, Kkoji
predstavljaju jednu od najve¢ih grupa medu seskviterpenskim laktonima izolovanih iz
prestavnika familije Asteraceae, generalno pokazuju nisku kompleksnost (Djordjevic i sar.
2004).

Seskviterpenski laktoni su pod direktnom genetiCkom kontrolom i gotovo ne
variraju u sastavu i sadrzaju u odnosu na ekoloske uslove, npr. vreme, faza razvica, staniste
(Janackovi¢ 2004). Ovo je pokazano u infraspecijskoj studiji seskviterpenskih laktona kod
vrste Ambrosia psilostachya DC. u Severnoj Americi (Mabry 1970). Ova jedinjenja mogu
imati taksonomski znac¢aj na nivou vrste (npr. kod grupe Achillea millefolium L. (Kubelka i
sar. 1999)), kao i roda, podtribusa, tribusa. SLs su znacajni i u taksonomiji tribusa Cardueae
kao i podtribusa Centaureinae (Nowak i sar. 1996). Autori su na osnovu distribucije 42 SLs
kod 57 vrsta iz podtribusa Centaureinae diskutovali o taksonomiji tribusa.

Scotti i sar. (2012) su pomoc¢u samoorganizovanih mapa (Self-Organizing Maps)
molekularnih deskriptora, kao jednog vida neuronskih mreZza, uradili klasifikaciju familije
Asteraceae na tribuse na osnovu SLs. Rezultati su pokazali da se dobijena
hemotaksonomska $ema delimi¢no preklapa sa klasifikacijom koju je dao Bremer, a koja se
zasniva na morfoloskim karakteristikama.

Takode, utvrdeno je prisustvo seskviterpenskog laktona knicina kod nekih
predstavnika podroda Acrolophus (Cass.) Dobrocz kao i kod drugih taksona roda
Centaurea (Geppert i sar. 1983; Nowak i sar. 1984, 1986; Gousiadou i Skaltsa, 2003).
Vuckovi€ i sar. (2006) su analizirali sadrzaj seskviterpenskih laktona u nadzemnom delu
vrste Anthemis arvensis L. i pokazali prisustvo laktona anteindurolida, koji je pronaden
samo kod predstavnika roda Anthemis (Anthemis indurata Delile, Anthemis pseudocotula
Boiss. i Anthemis cotula L.) §to je hemotaksnomoski znacajno.

Poredenjem rezultata prethodnih studija seskviterpenskih laktona taksona roda

Amphoricarpos moze se uociti razlika u profilima ovih jedinjenja izmedu taksona (Tabele
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19 i 20). Iz tabela se moze zakljuciti da postoje razlike u koli¢ini i sastavu SLs kod
istrazivanih taksona A. neumayerianus subsp. neumayerianus i A. autariatus subsp.
bertisceus. Kod prvog taksona laktoni 2 i 4 dominiraju, dok kod drugog taksona
preovladavaju laktoni 5 1 6. Takode kod drugog taksona nije pronaden lakton 1. U drugom
istrazivanju istog taksona A. autariatus subsp. bertisceus samo sa drugog lokaliteta
(Djordjevic¢ i sar. 2006) pronadeno je 11 amforikarpolida, od kojih su sedam predstavljali
nova jedinjenja. Za razliku od prethodne studije kod ovog taksona pronaden je 1 lakton 1. U
sledecoj studiji, analizirani su SLs kod taksona A. autariatus subsp. autariatus i pronadeno
je 13 ampforikarpolida (2 — 8; 11 — 15; 19), koji su okarakterisani jo§ u prethodnim
studijama. Medutim, dominantni laktoni kod ovog taksona su bili 11 i 13. Cvetkovi¢ 1 sar.
(2014) su istrazivali SLs kod dve podvrste vrste A. autariatus i dokumetnovali razli¢it
sastav laktona. Kod A. autariatus subsp. autariatus pronadeno je sedam laktona (od kojih
pet samo kod njega), dok je kod A. autariatus subsp. bertisceus pronadeno 14 laktona (od
kojih 12 samo kod njega). Sumarno, uocava se razlika u sastavu SLs izmedu crnogorskih
taksona.

Metabolomicki pristup zasnovan na NMR analizi (Cvetkovi¢ i sar. 2018) pokazao je
diferencijaciju na osnovu specijalizovanih metabolita, taksona roda Amphoricarpos, koji su
prethodno klasifikovani kao dve vrste: A. neumayerianus subsp. neumayerianus i A.
autariatus sa dve podvrste (Bleci¢ i Mayer 1967). *H NMR analiza “otiska prsta” u
kombinaciji sa statistickim analizama (PCA i OPLS-DA) pokazala je jasno razdvajanje
izmedu ovih vrsta, odnosno dobijene su dve grupe na osnovu metabolomicke sli¢nosti. Ova
diferencijacija se zasnivala na sadrzaju amforikarpolida, koji su svi oksigenisani na C-15,
tipiéni za Amphoricarpos (Cvetkovi¢ i sar. 2014; Pordevi¢ i sar. 2004; Pordevi¢ i sar.
2006; Jadranin i sar. 2013). Kod taksona A. neumayerianus subsp. neumayerianus glavni
seskviterpenski laktoni su dodatno oksidovani u polozaju 2, dok kod obe podvrste vrste A.
autariatus preovladavaju oni seskviterpenski laktoni koji su oksidovani na C-9 (Cvetkovic¢ i
sar. 2018).

Potpunija slika taksonomskog znacaja seskviterpenskih laktona kod roda
Amphoricarpos na Balkanu zahteva istrazivanje i1 taksona iz Bosne, Amphoricarpos

neumayerianus ssp. murbeckii.
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Tabela 19. Zbirna tabela fitohemijskih istrazivanja SLs taksona roda Amphoricarpos

Taksoni* Lokalitet Drzava SLs Razlike Referenca

A. neumayeri ssp.
neumayeri*

(A. neumayerianus
subsp. neumayerianus)

laktoni 2 i 4 dominiraju,

Orjen Crna Gora prisustvo laktona 1

13 gvajanolida -
amforikarpolida Djordjevic i sar.
identifikovano; 2004

A. neumayeri ssp.
murbeckii*

Lakton 9 dominantan

veca koli¢ina laktona 51 6,

(A. autariatus subsp. Visitor - Crna Gora odsustvo laktona 1
bertisceus)
A. neumayeri ssp. 11 gvajanolida -
murbeckii* Karanfili, Crna Gora amforikarpolida Djordjevic i sar.
(A. autariatus subsp. Prokletije identifikovano; 2006
bertisceus) 5-11 nova jedinjenja
A, autariatus ss 13 amforikarpolida

- autariatus ssp. . identifikovano (2-8; 11-15; -
autariatus Kanjon Jadranin i sar.

Crna Gora 19) u odnosu na prethodne
publikovane laktone;
laktoni 11 i 13 dominantni

(A. autariatus subsp. Tare 2013

autariatus)

A. autariatus ssp.

autariatus™ Kanjon

(A. autariatus subsp Tare Crna Gora laktoni 5,6,7,11,12
autariatus)
1-17 laktona, Cvetkovic i sar.
Amphor 9-17 novi amforikarpolidi 2014
mphoricarpos
autariatus ssp. Zeletin laktoni
bertisceus™ lanina Crna Gora 1,2,8,9,10,13,14,15,16,17,
(A. autariatus subsp. P 18,19
bertisceus)
. Migaria - 1 dominantan lakton rezultati ovog
Amphoricarpos elegans planina Gruzija (3-deoskiamforikaprolid) lakton 1 istrazivanja

* taksonomija u radovima prema Webb (1972).
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Tabela 20. Identifikovani SLs kod crnogorskih taksona roda Amphoricarpos prema
Djordjevi¢ i sar. (2004; 2006), Jadranin i sar. (2013) i Cvetkovi¢ i sar. (2015)

Milan M. Gavrilovié

{ Taksonomija i filogenija Xeranthemum grupe (Asteraceae) - morfoloski, anatomski, fitohemijski i molekularni aspekti

Br. Naziv ANN AAA AAB
1  3-Deoxymphoricarpolide + +
2  Amphoricarpolide + + +
3 15-O-Acetylamphoricarpolide + + +
4 3,15-Di-O-acetylamphoricarpolide + + +
5  3,15-Di-O-acetyl-9p-hydroxyamphoricarpolide + + +
6  15-O-Isovaleroyl-3B-O-acetyl-93-hydroxyamphoricarpolide + + +
7 3,15-Di-O-acetyl-100(14)-epoxyamphoricarpolide + +
8  3-O-Acetyl-2a-hydroxyamphoricarpolide + + +
9  15-O-Acetyl-2a-hydroxyamphoricarpolide + +
10  15-O-lsovaleroyl-2a-hydroxyamphoricarpolide + +
11  3,15-Di-O-acetyl-2a-hydroxyamphoricarpolide + + +
12 15-O-lsovaleroyl-3p3-O-acetyl-2a-hydroxyamphoricarpolide + + +
13  3,15-Di-O-acetyl-a-acetoxyamphoricarpolide + + +
14 15-O-acetyl-9B-hydroxyamphoricarpolide + +
15 15-O-acetyl-3-deoxyamphoricarpolide + +
16  3-Deoxy-100(14)-epoxyamphoricarpolide +
17  3-Deoxy-100(14)-epoxy-11a,13-dihydroxy-11,13- +
dihydroamphoricarpolide
18 3-Deoxy-11a,13-dihydroxy-11,13-dihydroamphoricarpolide +
19  15-O-acetyl-3-deoxy-11a,13-dihydroxy-11,13- + +
dihydroamphoricarpolide
20 15-O-acetyl-3-deoxy-11a-hydroxy-13-chloro-11,13- +
dihydroamphoricarpolide
21  3-Deoxy-15-O-acetyl-10a,14-epoxyamphoricarpolide +
22 15-O-Acetyl-10a,14-epoxyamphoricarpolide +
23 3,15-Di-O-acetyl-9a-hydroxyaphoricarpolide +
24 3-O-Acetyl-9p-hydroxy-5-O-senecioylamphoricarpolide +
25 3-O-Acetyl-15-O-isovaleroylamphoricarpolide +
26  3-Deoxy-11a,13-epoxyamphoricarpolide +
27 3-Deoxy-15-O-acetyl-11a,13-epoxyamphoricarpolide +
28 15-O-Acetyl-3-deoxy-11p,13-dihydro-13- +
hydroxyamphoricarpolide
29 13-Chloro-3-deoxy-11a-hydroxy-11,13- +

dihydroamphoricarpolide

ANN - A. neumayerianus subsp. neumayerianus; AAA - A. autariatus subsp. autariatus;
AAB - A. autariatus subsp. bertisceus; + = prisustvo.
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Fenolna jedinjenja. U ekstraktima listova taksona roda Amphoricarpos ukupno je

detektovano i identifikovano 30 fenolnih jedinjenja i to najvise iz grupe fenolnih kiselina i
derivata kao i iz grupe flavona. Razlika se ogleda u detekciji jedinjenja u dva razlicita tipa
uzorka. U uzorcima intaktnih listova ukupno je detektovano i identifikovano 16 fenolnih
jedinjenja, dok je 30 jedinjenja pronadeno u uzorcima samlevenih listova. Ne postoji ni
jedno detektovano jedinjenje da je pronadeno samo u uzorcima intaktnih listova. Kod
taksona A. neumayerianus subsp. neumayerianus razlikuje se dominanto jedinjenje
pronadeno u oba ekstraktima.

Sa taksonomskog aspekta bitno je naglasiti da profili fenolnih jedinjenja
istrazivanih taksona nisu identi¢ni. Ovde ¢e biti poredeni i diskutovani fenolni profili svih
taksona dobijenih iz istog tipa ekstrakta.

U fenolnom profilu intaktnih listova taksona A. autariatus subsp. bertisceus nisu
pronadeni apigenin i naringenin, dok su ova jedinjenja pronadena u ekstraktima ostalih
taksona. Takode, jedino je u fenolnom profilu intaktnih listova taksona A. neumayerianus
subsp. neumayerianus pronaden izomer 1 trihidroski-dimetoksi-flavon. Samo u ekstraktima
taksona A. neumayerianus subsp. neumayerianus i A. autariatus subsp. bertisceus
pronadena su jedinjenja izomer 2 trihidroski-dimetoksi-flavon i izomer 3 trihidroski-
dimetoksi-flavon.

U fenolnom profilu samlevenih listova svih istrazivanih taksona dominantno
jedinjenje je 5-O-kafeoilhinska kiselina, osim kod taksona A. neumayerianus subsp.
neumayerianus kod koga je to hrizoeriol. U ekstraktu ovog taksona je takode pronadena 5-
O-kafeoilhinska kiselina ali ne kao dominantno jedinjenje. Takode, u ekstraktima
samlevenih listova A. neumayerianus subsp. neumayerianus i A. autariatus subsp.
bertisceus nisu pronadena jedinjenja: izomer 1 dikafeoilhinske Kkiseline, lzomer 2
dikafeoilhinske  kiseline, Luteolin  6-C-pentozid-8-C-heksozid i  Tetrahidroski-
monometoksi-flavon O-rutinozid. Samo u ekstraktu taksona A. neumayerianus subsp.
neumayerianus nije pronaden luteolin 7-O-rutinozid, dok su samo u ekstraktu ovog taksona
pronadeni izomer 1 trihidroski-dimetoksi-flavona i izomer 2 trihidroski-dimetoksi-flavona.
Apigenin i naringenin nisu pronadeni u ekstraktima i intaktnih i samlevenih listova taksona

A. autariatus subsp. bertisceus. Samo u ekstraktima taksona A. neumayerianus subsp.
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neumayerianus i A. autariatus subsp. bertisceus pronaden je izomer 3 trihidroski-
dimetoksi-flavon. Ovi rezultati su takode od taksonomskog znaCaja pri reSavanju
kompleksne taksonomije roda Amphoricarpos na Balkanu.

U tribusu Cardueae posebno su znacajni flavonoidi koji ukljuc¢uju antocijanine, zute
flavonoide i bezbojne flavonoide. Dominanti tipovi flavonoida u tribusu su flavoni i
flavonoli. Flavanoni i flavanonoli su ograni¢eni na rodove Carthamus L., Centaurea i
Silypum Vaill. Visoko metoksilovani flavonoli i flavoni su prisutni kod Centaurea i
Cirsium. Vrste Silybum marianum (L.) Gaertn. i S. eburneum Coss. & Durieu su izuzeci jer
sadrze flavonolignane, koji su do sada pronadeni jedino kod vrste roda Hydnocarpus
Gaertner iz familije Achariaceae. Ova nova klasa jedinjenja sastoji se od flavonoida i
lignana, sadrzi jedinicu koniferil alkohola koji je vezan za flavanonolski deo; izolovana
jedinjenja se razlikuju samo u nacinu vezivanja ova dva dela. Mnogi flavonoidi, ukljucujuci
I one koji su polimetoksilovani, su u obliku glikozida. Obi¢no su prisutni kao O-glikozidi,
3-O-glikozidi u slucaju flavonola i 7-O-glikozidi u slu¢aju flavanona gde su 4’-O-glikozidi
retki. Flavoni C-glikozidi se javljaju sporadi¢no, jedini predstavnici ove grupe glikozida su
svertizin i izosvertizinin. Se¢erna komponenta ovih glikozida je obi¢no glukoza. Galaktoza
je retko prisutna. Od disaharida je kao dominantna pronadjena rutinoza. Derivati
glukuroninske i galakturoninske kiseline su ograni¢eni samo na Centaurea vrste. Samo je
nekoliko triglikozida izolovano. Tip flavonoida kod Carduinae i Centaureinae je veoma
slican ako se uporede podaci vezani za rodove Cirsium i Centaurea koji su do sada najvise
istrazivani i koji sadrze najveci broj vrsta. Oba roda se karakteriSu prisustvom mono-, di-, i
tri-, metoksilovanim flavonoidima sa 5,6,7-hidroksilovanim obrascem na A prstenu
kvercetagetina i skutelareina. Najdominantniji aglikoni su pektolinarigenin, cirzimaritin,
cirzilineol i cirziol kod Cirsium i skutelarein, centaureidin, jaceidin, jaceosidin i hispidulin
kod Centaurea (Wagner 1977).

Od ostalih fenolnih jedinjenja, cimetna kiselina 1 njeni derivati karakteriSu
podtribuse Carduinae 1 Centaureinae, dok su tanini odsutni ili se sporadi¢no javljaju. Osim
hlorogenske kiseline i njenih izomera, didepsidi kumarinskog tipa (Cynara scolymus L.) su
jedini sa prostom strukturom. Kod vrsta rodova Arctium, Carthamus i Centaurea dimerski

fenilpropanski derivati arkciin i hidroskiarkciin, lignani gvajalignanolidnog tipa su od

226



Y

i
[l

{ Taksonomija i filogenija Xeranthemum grupe (Asteraceae) - morfoloski, anatomski, fitohemijski i molekularni aspekti

)

W/ Milan M. Gavrilovi¢

fizioloskog znacaja u semenima i plodovima. Ovaj lignanski tip je ograni¢en samo za
Carduinae i Centaureinae. Prisustvo dehidrodikoniferil alkohola i flavanolignana kod
Silypum i koniferina kod vrsta roda Centaurea ukazuje na postojanje biosintentske
povezanosti izmedu lignana i flavonoida. Lignani imaju isti visoki obrazac metoksilacije
kao i flavonoidi kod oba podtribusa (Wagner 1977).

Zemtsova i Molchanova (1979) su u ekstraktu vrste X. annuum sa Krima
dokumetnovali Sest supstanci polifenolne prirode, od toga, u reakciji kisele hidrolize, kao
produkti, detektovani su luteolin i kvercetin. Grecco i sar. (2011) su istrazivali fenolne
derivate vrste Baccharis retusa DC. i dokumentovali 11 fenolnih jedinjenja, od toga
naringenin i apigenin koji su pronadeni i u nasim ekstraktima. Dodatno su zakljucili da
koprisustvo jedinjenja taksifolina i aromadendrina, kao i sakuranetina se mogu smatrati
hemijskim markerima za vrstu B. retusa.

Formisano i sar. (2012) su uradili detaljan literaturni pregled flavonoida i njihovih
13C-NMR spektralnih podataka predstavnika podtribusa Centaureinae. Podtribus obuhvata
72 roda razvrstanih u sedam grupa, od kojih je, jedna od vecih, grupa Centaurea sa 32 roda.
Dotadasnja istrazivanja u vezi prisustva flavonoida radena su na svega 16 od 72 rodova iz
podtribusa. Autori su opseznim pregledom literature pronasli ukupno 272 razlidita
flavonoida iz 148 vrsta koje pripadaju ovim 16 rodova, a od kojih je najintenzivnije
istrazivan rod Centaurea (112 taksona). Pronadena jedinjenja pripadaju grupama: flavona
(44 jedinjenja), flavonola (37 jedinjenja), flavanona, flavanonskih glikozida i
dihidroflavonola (19 jedinjenja), flavonskih glikozida (51 jedinjenje), flavonol glikozida
(71 jedinjenje), C-glikozilflavonoida (28 jedinjenja) i 22 druga jedinjenja. Medutim, autori
nisu izvodili hemotaksonomske zakljucke.

Sajjadi i sar. (2017) su izolovali i identifikovali dva fenolna jedinjenja iz
nadzemnog dela Cousinia verbascifolia Bunge: apigenin i kafenu kiselinu koje su i
pronadene u naSim ekstraktima. Salah i sar. (2019) su u etil acetatnom 1 vodenom ekstraktu
vrste Volutaria lippii (L.) Cass. (Asteraceae-Cardueae), identifikovali deset fenolnih
kiselina i osam favonoida. U obe frakcije 3-O-kafoilhinska i 3,4-di-O-kafeoilhinska kiselina
su predstavljale najzastupljenije  komponente. 3-O-kafoilhinska kiselina je takode

pronadena u ekstraktima samlevenih listova taksona Amphoricarpos. Marengo i sar. (2019)
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su analizirali intraspecijsku varijabilnost vrste Ptilostemon casabonae (L.) Greuter koristeci
fitohemijske i molekularne markere. Medu glavnim komponentama, izmedu ostalog,
pronadena su jedinjenja apigenin i derivati kafeoilhinske kiseline koje su i u saglasnosti sa
na$im rezultatima.

Neophodan je nastavak istrazivanja sadrzaja fenolnih jedinjenja u ekstraktima vrsta
roda Amphoricarpos iz Turske i Gruzije kako bi se dobila celovita slika sastava fenola za

ceo rod.
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5.5. Molekularne analize

Kako podaci plastidnih markera nisu dali znacajne informacije, diskusija je
fokusirana na rezultatima jedarnih markera kao i kombinovanih, jedarnih i plastidnih
markera.

Rezultati su pokazali nepotpunu diferencijaciju taksona A. neumayerianus subsp.
neumayerianus, A. autariatus subsp. autariatus i A. autariatus subsp. bertisceus sli¢no kao
i Cakovi¢ i sar. (2015). Medutim, nasi rezultati su pokazali da se bosansko-hercegovacki
takson, A. neumayerianus subsp. murbeckii, izdvaja u oba tipa analize u odnosu na druge
taksone, §to nije zakljuceno u radu Cakovi¢ i sar. (2015).

U dobijenom filogenetskom stablu uocene su veoma kratke grane kod roda
Amphoricarpos u poredenju sa jednogodi$njim rodovima iz Xeranthemum grupe, kao i sa
rodom Shangwua. Ovo ukazuje na verovatno ranu diverzifikaciju balkanske klade i sigurno
zajedni¢ko poreklo svih balkanskih taksona. Sve balkanske populacije ¢ine monofiletsku
grupu sestrinsku sa A. exsul, $to je u saglasnosti sa ranijim istrazivanjem Cakovic i sar.
(2015). Na osnovu rezultata, moguce poreklo postanka roda Amphoricarpos je Kavkaz i
Anatolija.

Cakovi¢ 1 sar. (2015) su na osnovu ITS sekvenci pokazali da su odnosi medu
balkanskim populacijima u saglasnosti viSe sa geografijom nego taksonomijom: Sest
najzapadnih populacija formiraju kladu koja je sestrinska za sve ostale populacije, koje ¢ine
drugu kladu; unutar ove druge klade, najjuznije populacije iz Albanije i Grcke bile su
razdvojene od svih ostalih populacija 1 formirale su podkladu sa niskom podrS§kom. Prema
analizama datiranja balkanske populacije su se odvojile od anatolijskog taksona A. exsul
pre oko 4.9. miliona godina $to je i u saglasnosti sa radom Barres i sar. (2013), dok su se
bosanske populacije odvojile od ostalih populacija pre oko 1.7 miliona godina, a najjuznije
pre oko 1.2 miliona godina. U istoj studiji na osnovu plastidnih sekvenci takode je
zakljuceno da sve balkanske populacije formiraju monofiletsku kladu sestrinsku sa A. exsul.
Takode, ustanovljeno je da 16 populacija poseduje isti centralni haplotip, od koga su se
izdvojili haplotipovi tri juzne populacije na osnovu jednog ili dva mutacijska koraka. Devet

populacija je formiralo kladu sa niskom podr§Skom, zasnovanom na jednoj supstituciji; dve
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grupe taksona A. neumayerianus iz Bijele gore razdvojene su na osnovu Cetiri mutacijska
koraka i formiraju visoko podrzanu podkladu.

U istoj studiji, testirani su AFLP markeri. Neighbor Joining (NJ) analiza je
identifikovala nekoliko klastera sa visokom bootstrap podrskom, koji su takode podrzani i u
NeighborNet analizi. Ve¢ina divergentnih klastera sa maksimalnom bootstrap podrskom
obuhvatila je sve populacije A. autariatus subsp. autariatus iz zapadne Bosne i
Hercegovine. Drugi klaster obuhvatio je najjuznije populacije A. autariatus subsp.
bertisceus iz Albanije i Gréke, koje su se geneticki razlikovale. Najveci klaster obuhvatio je
populacije A. autariatus subsp. autariatus iz jugoisto¢ne Bosne i Hercegovine i Crne Gore i
jednu populaciju A. autariatus subsp. bertisceus iz Crne Gore. Odnosi izmedu ostalih
populacija nisu bili razreSeni. Bajesovo klasterovanje sa softverom BAPS je rezultovalo u
dobijanju pet klastera. Glavna koordinatna analiza je pokazala dobru podudarnost sa
dobijenih pet klastera koje je identifikovao BAPS, iako su postojale velike razlike izmedu
taksonomskog statusa u odnosu na rad Bleci¢ i Mayer (1967).

Duboka geneticka razdvojenost unutar balkanskih populacija roda Amphoricarpos
sugerisana na osnovu ITS i AFLP markera (Cakovic¢ i sar. 2015) datirana je na pre oko 1.7
miliona godina i geografski se poklapa sa distribucijskim jazom otprilike na podrucju
1izmedu reke Neretve 1 Sutjeske u Bosni 1 Hercegovini (Niketi¢ 1 sar. 2014). Slicni geneticki
prekidi vezani za dolinu reke Neretve uoceni su kod nekoliko biljnih i zivotinjskih taksona
(Kutnjak i sar. 2014), dok se geneti¢ka razdvojenost u grupi Heliosperma pusillum (Waldst.
& Kit.) Rchb. koja datira iz pliocena poklapa sa rekama Sutjeska i Drina u najistocnijoj
Bosni i Hercegovini (Frajman i Oxelman 2007). Geneticka divergencija najjuznijih
populacija taksona Amphoricarpos iz Albanije i severne Gréke (Cakovié¢ i sar. 2015) je
verovatno uzrokovana geografskom izolacijom sprecavajuci protok gena (Surina i sar.
2014).

Balkansko poluostrvo je centar evropske biljne raznovrsnosti kao i vazan centar
endemizma (Hayek 1924- 1933; Turrill 1929; Markgraf 1932; Horvat i sar. 1974; Polunin
1987; Davis i sar. 1994; Krystufek i Reed 2004; Stevanovi¢ i sar. 2007). Uzroci ove
raznolikosti mogu biti u geografskom polozaju na prelazu razli¢itih floristickih provincija

kao i zbog topografske, klimatske i geoloSske kompleksnosti regiona (Polunin 1987;
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Griffiths 1 sar. 2004; Hewitt 2011; Nieto Feliner 2014). Osim toga, planine balkanskog
poluostrva bile su mnogo manje pogodene pleistocenskim glacijacijama, za razliku od, na
primer, Alpa i Pireneja, omogucavajuci prezivljavanje tercijarne flore i faune (npr. Comes i
Kadereit 1998; Hewitt 2000; Petit i sar. 2003; Griffiths i sar. 2004; Hewitt 2011) i
podsticanje divergencije u viSestrukim pleistocenskim mikrorefugijumima (hipoteza
“refugijum unutar refugijuma” Goémez i Lunt 2007; koji su za Balkan potvrdili npr. Surina i
sar. 2011, 2014; Kutnjak i sar. 2014).

Nekoliko filogenetskih studija pracene analizama datiranja pokazale su da su mnogi
balkanski endemiti nastali u tercijaru (npr. Campanula comosiformis (Hayek & Janch.)
Frajman & Schneew.; Frajman i Schneeweiss 2009; Heliosperma macranthum Pancic,
Frajman i sar. 2009a; Viscaria asterias (Griseb.) Frajman i verovatrno Atocion
lerchenfeldianum (Baumg.) M.Popp; Frajman i sar. 2009b); izuzeci su npr. vrste iz
Heliosperma pusillum grupe (Frajman i sar. 2009a) i Wulfenia Jacqg. (Surina i sar. 2014)
koje su verovatno postale raznovrsne u pleistocenu.

Jedan od ranih divergentnih rodova familije Asteraceae je Amphoricarpos, koji je
nastao u kasnom oligocenu otprilike pre oko 25 miliona godina (Barres i sar. 2013). Rod
ima disjunktan areal, rasprostranjen je na Balkanskom poluostrvu, Anatoliji (Turska) i
Kavkazu (Gruzija). A. exsul i A. praedictus su endemiti jugozapadne Anatolije (Schwarz
1970; Ayasligil 1984), dok je A. elegans distribuiran na Kavkazu (Gruzija). Ove tri vrste su
ponekad tretirane kao poseban rod Alboviodoxa (Grossheim 1949). Molekularno
filogenetske studije su pokazale da je A. exsul sestrinski sa balkanskim taksonom A.
neumayerianus. Smatra se da su se ove dve vrste razdvojile u ranom Pliocenu, pre oko 5
miliona godina (Barres i sar. 2013). Nekoliko vrsta je zajedni¢ko za juzni Balkan i Malu
Aziju, od kojih su neke kao §to su Anemone blanda Schott & Kotschy, Atocion compactum
(Fisch.) Tzvelev, Euphorbia myrsinites L., Juniperus excelsa M.Bieb, J. foetidissima Willd.
and Ranunculus marginatus d'Urv., prosirili svoje rasprostranjenje do zapadnog Balkana sa
jedne strane i Kavkaza sa druge (Turrill 1929; Stevanovi¢ 1996), i pokazuju isti obrazac

distribucije kao i taksoni roda Amphoricarpos.
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5.6. Bioloska aktivnost

Ekstrakti taksona roda Amphoricarpos su pokazali dobar antioksidativni potencijal i
snazan antimikrobni efekat. Rast ispitivanih mikroorganizama je bio razli¢it u odnosu na
razliCite testirane ekstrakte, Sto ukazuje da razli¢ite komponente ekstrakata mogu imati
razli¢ite nacine delovanja ili da je metabolizam nekih mikroorganizama bio u stanju da
bolje prevazide efekat testiranih jedinjenja ili da se prilagodi. Ovim se moze objasniti niza
antifungalna aktivnost u odnosu na antibakterijsku aktivnosti ekstrakta 2, 4, 7, 9. U ovom
istrazivanju su kori$c¢eni razlic¢iti ekstrakti zbog razlicitog sastava potencijalno aktivnih
jedinjenja koja imaju razli¢itu biolosku aktivnost, a koja bi mogla da daju smernice za izbor
najaktivnijih ekstrakta i ¢istih jedinjenja u buduc¢im istrazivanjima.

Prethodne studije su pokazale prisustvo razli¢itih jedinjenja (seskviterpenski
laktoni) u ekstraktima iz razlicitih taksona roda Amphoricarpos (Djordjevi¢ i sar. 2004,
2006; Cvetkovic¢ i sar. 2014). Ovo istrazivanja, kao i nasi rezultati ukazuju da je razlicita
antimikrobna aktivnost istrazivanih ekstrakata taksona ovog roda uzrokovana razli¢itim
sastavom specijalizovanih jedinjenja koja igraju vaznu ulogu u bioloskoj aktivnosti. Ovde
se pre svega misli na seskviterpenske laktone, i to pre svega u etarskim ekstraktima, jer je u
ovom istrazivanju pokazano da je fenolni profil medu istrazivanim taksonima vrlo slican, te
se razli¢ita aktivnost moze pripisati laktonima jer su laktonski profili ovih taksona razlici.

Najveci ukupni sadrzaj flavonoida i fenola, kao i najbolje antioksidativno dejstvo
(DPPH test) imao je metanolni ekstrakt A. autariatus subsp. autariatus kao i metanolni
ekstrakt A. elegans. Antioksidativni potencijal metanolnog ekstrakta A. elegans (DPPH
test), bio je preko deset puta veci od antioksidativnog potencijala etil acetatnog ekstrakta.
Ovakva aktivnost se ne moze pripisati samo fenolnim jedinjenjima, jer je ukupni sadrzaj
fenolnih jedinjenja bio samo Cetiri puta veci u metanolnom ekstraktu. Ovo dejstvo moze
povezati i sa dokazanim prisustvom seskviterpenskih laktona.

U mnogim radovima koji se bave antioksidativnom aktivnoséu biljnih ekstrakata
potvrdena je znacajna linearna korelacija izmedu antioksidativne aktivnosti i ukupnog
sadrzaja fenola. Postoji veliki broj radova koji se bave antioksidativnom aktivnoscu biljnih

ekstrakata sto potvrduje znacajnu linearnu povezanost izmedu antioksidativne aktivnosti i

232



Y

i
[l

{ Taksonomija i filogenija Xeranthemum grupe (Asteraceae) - morfoloski, anatomski, fitohemijski i molekularni aspekti

)

W/ Milan M. Gavrilovi¢

ukupnog fenolnog sadrzaja (Katalini¢ i sar. 2006). Bolji antioksidativni potencijal u nasem
istrazivanju A. autariatus subsp. autariatus u poredenju sa druga dva taksona moze
ukazivati da ovaj takson produkuje razli¢ita fenolna jedinjenja ili da ima iste komponente
koje su prisutne u vecoj koli¢ini a koje su ukljucene u antioksidativno delovanje. Ipak, nasi
rezultati nisu pokazali znacajnu razliku u sastavu fenolnih jedinjenja u ekstraktima
Istrazivanih taksona roda Amphoricarpos. Takode, nije utvrdeno prisustvo nekog fenolnog
jedinjenja samo u ekstraktima taksona A. autariatus subsp. autariatus, kao ni da se neka od
jedinjenja nalaze u vecoj koli¢ini kod njega u odnosu na druge taksone. Ipak, samo jedna
metoda nije dovoljna za izvodenje zakljucka o sastavu fenolnih jedinjenja. Bez obzira na to,
odgovor za razli¢itu aktivnost se potencijalno moze pronacu u sadrzaju seskviterpenskih
laktona, pre svega u etarskim ekstraktima.

Seskviterpenski laktoni gvajanolidnog tipa proizvode efekte povezane sa
spreCavanjem i regulisanjem oksidativnih ¢elijskih oSte¢enja i upala (Da Costa i sar. 2005).
Iako je molekularni mehanizam antioksidativne zastite seskviterpenskih laktona nepoznat,
izgleda da je njihov antioksidativni efekat povezan sa biosintezom endogenih
antioksidanasa (npr. prostaglandina) (Repetto i Boveris 2010). Prethodne studije su
pokazale da su cikli¢ni estri hidroksikarboksilnih Kiselina koji sadrze seskviterpenske
laktone odgovorni za njihovu biolosku aktivnost (Raola i Chakraborty 2017). Takode je
pokazano da bioloska aktivnost koju pokazuje vecina seskviterpenskih laktona nastaje usled
prisustva a-metilen-y-laktona i o,B-nezasi¢enog ciklopentenonskog prstena (Chaturvedi
2011). 1z ovih razloga, na$i rezultati vezani za antioksidativni potencijal ekstrakta
predstavnika roda Amphoricarpos vazni su za buduéa istrazivanja bioloske aktivnosti,
terapijskog delovanja i novih biljnih izvora lekovitih supstanci.

Pregledom literature pronadeno je malo radova o bioloskoj aktivnosti ekstrakata
balkanskih taksona roda Amphoricarpos. Pokazana je citotoksi¢na aktivnost taksona A.
neumayerianus subsp. neumayerianus (Atrrog i sar. 2008) kao i antifungalna aktivnost
komponenti sa povrSine listova taksona A. autariatus subsp. autariatus (Jadranin i sar.
2013).

Vrste familije Asteraceae produkuju i akumuliraju Sirok spektar specijalizovanih

metabolita koji imaju vaznu bioloSku aktivnost (Taleb-Contini i sar. 2007; Fritz i Saukel
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2011). Mnoge vrste su poznate kao lekovite biljke koje pokazuju antioksidativno i
antimikrobno dejstvo, zbog prisustva fenola (npr. flavonoida) i drugih bioaktivnih
metabolita, kao $to su seskviterpenski laktoni (Baba Aissa 1999; Barrero i sar. 1997; Font
Quer 1995; Farrag i sar. 1993; Djordjevi¢ i sar. 2004; Djordjevi¢ i sar. 2006; Vallejo i sar.
2008; Atrrog i sar. 2008; Vallejo i sar. 2009; Jadranin i sar. 2013).

Mnogi izolovani specijalizovani metaboliti koji su pronadeni kod predstavnika
tribusa Cardueac imaju farmakoloSko dejstvo. Iz klase poliacetilena karlina-oksid ima
antibiotsku aktivnost (Schmidt-Thomé 1950). Iz klase terpenoida pokazano je da SLs
knicin ima antimikrobnu (Reisch i sar. 1967) i antibiotsku aktivnost (Vanhaelen-Fastré
1972), kostunolid ima citotoksi¢nu aktivnost (Doskotch i El-Feraly 1969), dokatraktilozid
ima toksi¢no dejstvo (antagonist oksidativne fosforilacije) (Vignais i sar. 1962). Od
fenolnih jedinjenja za cinarin je pokazano da podstice lucenje Zuc¢i (Hammerl i Pichler
1959), a silimarin ima antihepatoksi¢nu aktivnost (Hahn i sar. 1968).

Kako su rezultati istrazivanja pokazali vrlo visok antimikrobni potencijal ekstrakata,
taksoni roda Amphoricarpos bi se mogli smatrati odlicnim izvorom potencijalnih
antimikrobnih supstanci. U okviru Xeranthemum grupe istrazivanja bioloSke aktivnosti su
vezana za pojedine vrste iz rodova Amphoricarpos i Xeranthemum. Vrste ostalih rodova su
neistrazene sa aspekta bioloske aktivnosti.

Rezultati ovog istrazivanja Upucuju na dalje analize vezane za antimikrobna
svojstva i moguce sinergisti¢ke efekte ekstrakata kao i buduca istrazivanja drugih taksona
roda Amphoricarpos i Xeranthemum grupe, kao i iz tribusa Cardueae i njihove potencijalne

primene u farmaciji, medicini, poljoprivredi i prehrambenoj industriji.
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5.7. Opsta diskusija

U cilju revizije i predlaganja nove klasifikacije unutar tribusa Cardueae, Herrando-
Moraira i sar. (2019) su primenili Hyb-Seq pristup na set od 76 vrsta iz tribusa Cardueae
koji su obuhvatili sve definisane podtribuse i neformalne grupe. Filogenetske analize
nuklearnih podataka u potpunosti su razreSile gotovo sve ¢vorove sa vrlo visokom
podrskom. Nuklearne i plastidne topologije filogenetskih stabala unutar Cardueae su
uglavnom podudarne sa vrlo ograni¢enim brojem nepodudarnih ¢vorova. Na oshovu
dobijenih dobro resenih filogenija, autori su predlozili novu taksonomsku $emu koja se
sastoji od 12 monofiletskih i morfoloski konzistentnih podtribusa: Carlininae,
Cardopatiinae, Echinopsinae, Dipterocominae, Xerantheminae, Berardiinae, Staehelininae,
Onopordinae, Carduinae, Arctiinae (novo), Saussureinae (novo) i Centaureinae. Sedam
novih podtribusa je nastalo na osnovu podele nekadasnjeg Sireg i parafilitskog podtribusa
Carduinae. Novi monofiletski podtribusi zasnovani na neformalnim morfoloskim grupama
su:Dipterocominae, Xerantheminae, Berardiinae, Staehelininae, Onopordinae, Arctiinae i
Saussureinae. Vec¢inu njih su i ranije istakli Susanna i Garcia-Jacas (2009).

U okviru morfoloskih neformalnih grupa unutar Carduinae (Susanna i Garcia-Jacas
(2009), Xeranthemum grupa jedna je od najbolje podrzanih u odnosu na sve skupove
podataka i analize. Vrste u okviru ove grupe su jo$ od prvih filogenetskih studija bile
prepoznate kao monofiletska i statisticki veoma podrzana grupa, i na osnovu jedarnih i na
osnovu plastidnih markera (Herrando-Moraira i sar. 2019).

Procena postanka tribusa Cardueae narocito se dobro poklapa sa ,,Gladijacijom Oi-
1 koja se dogodila na prelazu izmedu eocena i oligocena, kada je formiran antarkticki
kontinentalni ledeni pokriva¢ (Zachos i sar. 2001). Podtribusi su nastali u dva razlicita
glavha vremenska perioda. Podtribusi Carlininae, Cardopatiinae, Dipterocominae,
Xerantheminae i Berardiinae verovatno potiCu iz vremena oligocena, dok podtribusi
Echinopsinae, Staehelininae, Onopordinae, Carduinae, Arctiinae, Saussureinae i
Centaureinae poti¢u iz srednjeg kasnog miocena Procenjeno je da je podtribus

Xerantheminae nastao pre oko 24.56 miliona godina (Herrando-Moraira i sar. 2019).
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Nasi rezultati idu u prilog podizanja taksonomskog ranga Xeranthemum grupe, pre
svega gledano u odnosu na mikromorfoloske karaktere (vermiformne trihome na stablu i
abaksijalnoj povrsini lista, adaksijalna insercija cipsele, asimetrican karpopodijum i
direktno vezivanje papusa za perikarp). Ovde posebno treba ista¢i i znacaj kristala vedelita
pronadenih u ovom istrazivanju samo kod jednogodisnjih predstavnika ovog podtribusa, sto
potencijalno moze biti razlog dalje taksonomske diferencijacije u okviru Xerantheminae.

Takode nasi rezultati, pre svega mikromorfoloski (kutikularna zadebljanja
adaksijalne povrsine lista, vosak na involukralnim braktejama kao i bele prilegle trihome na
involukralnim braktejama i kristali vedelita na povrsini involukralnih brakteja), anatomski
(sekundarna grada korena i dorziventralna grada lista jednogodisnjih vrsta roda
Xeranthemum) i molekularni markeri (ITS i kombinovani ITS i plastidni markeri),
podrzavaju filogenetsku hipotezu da su visegodisnji preci iz konzerviranih stanista
(planine) adaptirani na susna i ruderalna stanista. Takode, u prilog ove hipoteze idu i ranija
istrazivanja (Garnatje i sar. 2004b) u koja dovode u vezu Xeranthemum sa: Amphoricarpos,
Chardinia i Siebera. Rod Amphoricarpos se na bazi molekularne filogenije smatra
bazalnim rodom za Chardinia, dok se Chardinia smatra bazalnim rodom za ostale rodove
grupe (Garnatje i sar. 2004a).

Prema Barres i sar. (2013), divergencija izmedu Xeranthemum i Amphoricarpos se
desila u oligocenu (pre oko 27 miliona godina). Molekularne filogenije (Barres i sar. 2013;
Susanna i sar. 2006) upucuju na blizak odnos izmedu rodova Amphoricarpos i Chardinia,
koje su sestrinske u odnosu na ostale rodove. Ovo je i u saglasnosti sa nasim
mikromorfoloskim karakterima, jer prema nasim rezultatima Chardinia deli neke osobine
sa rodom Amphoricarpos (dimorfne cipsele) i neke osobine samo sa rodom Xeranthemum
(§iljati i goli involukralni listi¢i). StaviSe, blizak odnos izmedu rodova Xeranthemum i
Chardinia se ogleda u istoj ornamentaciji polenovog zrna (bradavicavi i prolatno-
sferoidni) (Garnatje i Martin, 2007).

Znacajan deo ovog istrazivanja je posvecen reSavanju kompleksne infragenericke
klasifikacije endemic¢nog i reliktnog roda Amhoricarpos na balkanskom poluostrvu

odnosno pitanju da li postoji i kakva je podudarnost u morfoloskim, mikromorfoloskim,
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anatomskim, fitohemijskim i molekularnim karakterima istrazivanih taksona balkanskog
kompleksa ovog roda.

Taksonomski status vrsta i taksona roda Amphoricarpos na balkanskom poluostrvu
pretrpeo je velike promene od samih pocetaka istrazivanja ovog roda. Istrazivanja su
pokazala znacajna variranja u habitusu, obliku listova i karakterima cveta izmedu taksona.

U nasim morfoloskim (morfometrijskim) analizama, analizirani karakteri
vegetativnih organa, kao i kombinovani karakteri vegetativnih organa i glavice podrzali su
podelu balkanskog dela roda Amphoricarpos na cetiri taksona: A. neumayerianus subsp.
neumayerianus, A. neumayerianus subsp. murbeckii, A. autariatus subsp. autariatus i A.
autariatus subsp. bertisceus. Ovi razdvojeni taksoni su i geografski razdvojeni: A.
neumayerianus subsp. neumayerianus (Orjena i Lovcen), A. neumayerianus subsp.
murbeckii (Bosna), A. autariatus subsp. autariatus (zapadna i centralna Crna Gora) i A.
autariatus subsp. bertisceus (jugoistocna Crna Gora). Takode, klaster analizom je pokazana
diferencijacija taksona na dve grupe: prvu grupu ¢ine medusobno morfoloski sli¢ni taksoni
A. neumayerianus subsp. neumayerianus i A. autariatus subsp. bertisceus dok drugoj grupi
pripadaju A. autariatus subsp. autariatus i A. neumayerianus subsp. murbeckii (¢esto
smatran sinonimom A. autariatus subsp. autariatus (Schwarz 1970; Webb 1976; Strid i Tan
1991). Ovo je takode i u saglasnosti sa geografskom distribucijom istrazivanih taksona.
Dakle ovde posebno treba obratiti paznju na izdvajanje 1 bosansko-hercegovacke podvrste
A. neumayerianus subsp. murbeckii.

Na osnovu nasih mikromorfoloskih istrazivanja, rezultati koji mogu imati
taksonomski znacaj odnose se na povrSinu 1 oblik 1 duzinu Siljka (mukro) srednjih
involukralnih brakteja. Na osnovu duzine i oblika Siljka (mukro) moze se uociti razlika
izmedu ova &etiri taksona. Siljak (mukro) involukralne brakteje je kratak i zaobljen kod A.
neumayerianus subsp. murbeckii i tupo zaobljen kod A. autariatus subsp. autariatus i kod
oba taksona jedva prelazi ivicu brakteje $to je i u saglasnosti sa radom Ble¢i¢ i Mayer
(1967), dok je kod A. autariatus subsp. bertisceus duguljasto zaobljen, a kod A.
neumayerianus subsp. neumayerianus siljat i kod oba taksona prelazi ivicu brakteje sto je
delimi¢no u saglasnosti sa radom Ble¢i¢ 1 Mayer (1967). A. neumayerianus subsp.

murbeckii izdvaja se od ostalih taksona prema slede¢im karakterima: prisustvo trihoma na
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marginama 1 na vrhu brakteje, odsustvo strijatne povrSine brakteje, mukro involukralne
brakteje kratak i zaobljen.

Rezultati anatomskih analiza pokazali su da svi istrazivani taksoni roda
Amphoricarpos pokazuju sli¢ne anatomske karakteristike. Anatomski karakteri u ovom
slu¢aju nemaju taksonomski znacaj. Ipak, uniformnost anatomskih karaktera ukazuje na
veoma bliske odnose izmedu istrazivanih taksona u odnosu na konzervativni genom ovog
roda.

Na osnovu fitohemijskih istrazivanja (masne kiseline iz cipsela i fenolna jedinjenja)
vidljive su razlike u profilima, kako masnih kiselina tako i fenolnih jedinjenja. U obodnim
cipselama vrste A. neumayerianus subsp. neumayerianus nije detektovana jedna masna
kiselina (neidentifikovana). Takode, druga (neidentifikovana) masna kiselina, kao 1
margarinska masna kiselina su pronadene samo u obodnim cipselama taksona A.
neumayerianus subsp. neumayerianus i A. autariatus subsp. autariatus. S druge strane, od
svih istrazivanih taksona, jedino u centralnim cipselama taksona A. autariatus subsp.
bertisceus nije pronadena linolenska masna kiselina. Taksoni A. neumayerianus subsp.
detektovane jedna masna kiselina (neidentifikovana) kao ni margarinska.

Takson A. autariatus subsp. bertisceus se izdvaja od ostalih taksona jer u fenolnom
profilu intaktnih listova ovog taksona nisu pronadeni apigenin i naringenin. Takode, jedino
je u fenolnom profilu intaktnih listova taksona A. neumayerianus subsp. neumayerianus
pronaden izomer 1 trihidroski-dimetoksi-flavon. Zajednicko za taksone A. neumayerianus
subsp. neumayerianus i A. autariatus subsp. bertisceus jeste da je samo u ekstraktima
intaktnih listova ovih taksona pronadena jedinjenja izomer 2 trihidroski-dimetoksi-flavon i
izomer 3 trihidroski-dimetoksi-flavon. Kada se posmatraju analize ekstrakata samlevenih
listova, A. neumayerianus subsp. neumayerianus se izdvaja po tome §to je u njegovom
profilu dominantno jedinjenje hrizoeriol, za razliku od ostalih taksona. Takode, ovaj takson
se izdvaja i po tome $to nije pronaden luteolin 7-O-rutinozid, dok su samo kod njega
pronadeni izomer 1 trihidroski-dimetoksi-flavona i izomer 2 trihidroski-dimetoksi-flavona.
Apigenin i naringenin nisu pronadeni u ekstraktu taksona A. autariatus subsp. bertisceus,

kao §to je i bio slucaj u ekstraktu intaktnih listova. Zajednicko za taksone A. neumayerianus
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subsp. neumayerianus i A. autariatus subsp. bertisceus jeste da u ekstraktima nisu
pronadena jedinjenja: izomer 1 dikafeoilhinske kiseline, izomer 2 dikafeoilhinske kiseline,
luteolin 6-C-pentozid-8-C-heksozid i tetrahidroski-monometoksi-flavon O-rutinozid, dok je
samo u njihovim ekstraktima pronaden izomer 3 trihidroski-dimetoksi-flavon. A.
neumayerianus subsp. murbeckii se izdvaja po najveéoj zabelezenoj koli¢ini hrizoeriola,
dominantne komponente u ekstraktu intaktnih listova, Dakle, iako postoje minorne razlike
u profilima i masnih kiselina i fenolnih jedinjenja, one su vrlo znacajne imajuci u vidu vrlo
srodne odnose izmedu taksona.

Rezultati molekularne analize jedarnih markera kao i kombinovanih markera
(jedarni + plastidni) pokazali su jasno izdvajanje taksona A. neumayerianus subsp.
murbeckii u oba tipa analize, u odnosu na ostale taksone roda Amphoricarpos (A.
neumayerianus subsp. neumayerianus, A. autariatus subsp. autariatus i A. autariatus
subsp. bertisceus).

Poredenjem svih dobijenih rezultata moze se zakljuditi sledece: morfoloska analiza
(morfometrija) jasno odvaja Cetiri taksona (A. neumayerianus subsp. neumayerianus, A.
neumayerianus subsp. murbeckii, A. autariatus subsp. autariatus i A. autariatus subsp.
bertisceus) unutar balkanskog kompleksa koji se poklapaju sa njihovim geografskim
rasprostranjenjem; mikromorfoloska analiza pokazuje razlike izmedu taksona, ali pre svega
izdvaja bosansko-hercegovacki takson A. neumayerianus subsp. murbeckii; fitohemijska
analiza pokazuje vidljive razlike u profilu masnih kiselina i fenola, ali ne izdvaja u
potpunosti ni jedan takson. Molekularne analize podrZavaju separaciju dva taksona:
bosansko-hercegovacki A. neumayerianus subsp. murbeckii i crnogorski takson
(predstavljen svim istrazivanim populacijama ostalih taksona: A. neumayerianus subsp.
neumayerianus, A. autariatus subsp. autariatus i A. autariatus subsp. bertisceus). Svi
navedeni karakteri imaju taksonomski znacaj i mogu biti od koristi pri reSavanju
kompleksne taksonomije ovog roda Amphoricarpos na Balkanu.

Dakle, rezultati ovog istrazivanja pokazali su da diferencijacija unutar balkanskog
kompleksa roda Amphoricarpos postoji. Rezultati upu¢uju na dve hipoteze. Prva hipoteza

zasnovana na morfoloskim karakterima govori o postojanju Cetiri morfoloski definisana
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taksona. Druga hipoteza, zasnovana na molekularnim karakterima govori o postojanju dva
taksona.

Prva hipoteza, odnosno postojanje Cetiri taksona, govori u prilog tome da se radi,
evolutivno gledano, o vrlo nedavno nastalim vikarijantnim vrstama koje se ne mogu
okarakterisati molekularnim markerima koji su koris¢eni u ovom istrazivanju. U prilog
definisanju Cetiri taksona idu i uocene razlike u mikromorfologiji (mukro involukralne
brakteje) i razlike u hemijskim profilima, iako uradene fitohemijske analize nisu jasno
razdvojile istrazivane taksone. Ipak, treba ista¢i da su uocene fitohemijske razlike znacajne
kada se ima u vidu da se radi o reliktnim vrstama koje imaju konzervirani genom. Raspon
njihove geneticke varijabilnosti je uzak, suprotno od vrsta koje su u trenutnoj specijaciji.
Prema tome, ove razlike u mikromorfoloskim i fitohemijskim karakteristikama izmedu
Cetiri vrlo srodna tercijarna taksona mogu biti dovoljne za njihovu diferencijaciju. Za
razliku od naseg istrazivanja postojanje odvojenih vrsta kod tercijalnog i reliktnog roda
Wulfenia (Surina i sar. 2014), nije pokazano ni molekularnom ali ni morfoloskom
analizom. U prilog ovoj na$oj hipotezi ide i metabolomicka studija (Cvetkovi¢ i sar. 2014)
crnogorskih vrsta roda Amphoricarpos koja je pokazala razliku u koli¢ini seskviterpenskih
laktona izmedu ovih vrsta.

Takode, rezultati klaster analize na osnovu morfoloskih karaktera pokazuju slicnost
izmedu A. neumayerianus subsp. neumayerianus i A. autariatus subsp. bertisceus. Njihova
sli¢nost se ogleda i u mikromofloskim karakterima. Naime, kod oba taksona, mukro
involukralne brakteje je duzi i prelazi gornju ivicu. Sli¢nost se ogleda i u analizi fenolnih
jedinjenja. U ekstraktima intaktnih listova oba taksona pronadena su ista jedinjenja: izomer
2 trihidroski-dimetoksi-flavon i izomer 3 trihidroski-dimetoksi-flavon. Takode, u
ekstraktima samlevenih listova kod oba taksona nisu pronadena jedinjenja: izomer 1
dikafeoilhinske kiseline, izomer 2 dikafeoilhinske kiseline, luteolin 6-C-pentozid-8-C-
heksozid i tetrahidroski-monometoksi-flavon O-rutinozid, dok je utvrdeno prisustvo
izomera 3 trihidroski-dimetoksi-flavon-a.

S druge strane, sli¢nost A. autariatus subsp. autariatius i A. neumayerianus subsp.

murbeckii takode postoji u mikromorfoligiji (izgled) siljka (mukro) ivolukralne brakteje,
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koji je kod oba taksona kratak i jedva prelazi gornju ivicu, pored morfoloskih sli¢nosti koje
su utvrdene klaster analizom.

Kod A. neumayerianus subsp. neumayerianus i A. autariatus subsp. autariatius
profili masnih kiselina su pokazali neznatnu sli¢nost.

Prema drugoj hipotezi koja je podrzana molekularnim karakterima, na
molekularnom nivou se jasno odvajaju crnogorski taksoni sa jedne strane i bosansko-
hercegovacki takson (A. neumayerianus subsp. murbeckii), sa druge strane, koji su i
geografski odvojeni. Takode, mikromorfoloska istrazivanja su pokazala da crnogorski
taksoni imaju naborano-strijatnu povrSinu involukralne brakteje, dok je ona kod bosansko-
hercegovackog taksona mrezasto-naborana. UocCava se 1 razlika u indumentumu
involukralne brakteje. Involukralna brakteja bosansko-hercegovackg taksona poseduje
trihome na ivici i vrhu, dok je ona kod crnogorskih taksona gola. U pogledu fenolnih
jedinjenja ovaj bosansko-hercegovacki takson se izdvaja i po najveéoj zabelezenoj kolicini
hrizoeriola, dominantne komponente u ekstraktu intaktnih listova svih istrazivanih taksona.
Ovu hipotezu podrzavaju i delom rezultati Cakovi¢ i1 sar. (2015), koji se odnose na
molekularne analize (AFLP i ITS) prema kojima su se izdvojile bosansko-hercegovacke
populacije koje odgovaraju A. neumayerianus subsp. murbeckii.

Dodatne analize koje bi konacno rasvetlile 1 definisale taksonomske odnose unutar
balkanskog kompleksa roda Amphoricarpos mogle bi biti detaljne fitohemijske analize, pre
svega, seskviterpenskih laktona bosansko-hercegovackog taksona, kao i dodatne

molekularne analize zasnovane na novim molekularnim markerima.
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6. ZAKLJUCCI

1. U ovom istrazivanju dobijeni su prvi podaci o: mikromorfologiji stabla, lista i

involukralnih brakteja predstavnika Xeranthemum grupe; anatomiji balkanskih
taksona roda Amphoricarpos i vrsta roda Xeranthemum iz Srbije; sastavu masnih
kiselina cipsela vrste X. cylindraceum; sastavu masnih kiselina cipsela i fenolnih
jedinjenja iz listova balkanskih taksona roda Amphoricarpos; dominantnom
seskviterpenskom laktonu vrste A. elegans; antimikrobnoj i antioksidativnoj

aktivnosti ekstrakata crnogorskih taksona roda Amphoricarpos.

Morfometrijska analiza balkanskih taksona roda Amphoricarpos je obuhvatila 28
karaktera, ukljucuju¢i kvantitativne (20) i kvalitativne (8). Kanonijskom
diskriminantnom analizom (CDA) svih karaktera pokazano je dobro razdvajanje
istrazivanih taksona. Karakteri koji najvise doprinose diferencijaciji su: broj grana
stabljike, oblik listova rozete, duzina lista rozete i Sirina lista rozete. Kanonijskom
diskriminantnom analizom (CDA) karaktera habitusa i glavice balkanskih taksona
roda Amphoricarpos pokazala je najbolje razdvajanje ovih taksona. Karakteri koji
najviSe doprinose diferencijaciji su: broj listi¢a na stabljici, oblik listova rozete,
duzina lista rozete, Sirina lista rozete i pokrivenost nali¢ja lista rozete trihomama.
Ovi razdvojeni taksoni su i geografski razdvojeni: A. neumayerianus subsp.
neumayerianus (Orjen i Lov¢en), A. neumayerianus subsp. murbeckii (Bosna i
Hercegovina), A. autariatus subsp. autariatus (zapadna i centralna Crna Gora) i A.

autariatus subsp. bertisceus (jugoisto¢na Crna Gora).

Klaster analize za obe CDA analize pokazale su dve jasno izdvojene klade. Prvu
kladu ¢ine dve podklade morfoloski sliénih taksona: A. neumayerianus subsp.
neumayerianus i A. autariatus subsp. bertisceus, a drugu kladu ¢ine dve podklade
takode morfoloski slicnih taksona: A. autariatus subsp. autariatius i A.
neumayerianus subsp. murbeckii. Kanonijska diskriminantna analiza (CDA) kojom

su analizirani karakteri glavice i involukruma kao i CDA analiza kojom su
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analizirani karakteri cipsele balkanskih taksona roda Amphoricarpos nisu pokazale
razdvajanje datih taksona.

Mikromorfoloska analiza je pokazala da istrazivani taksoni Xeranthemum grupe
poseduju trihome na stablu, kao i vunasti indumentum na obe strane lista, ali i da su
trthome sa abaksijalne strane mnogo guSée rasporedene. Izuzetak je goli
indumentum adaksijalne strane lista vrste Shangwua denticulata. Kapitatne trihome
su pronadene na listovima svih istrazivanih taksona, ali su one mnogo brojnije na
abaksijalnoj strani lista vrste Sh. denticulata, kao i na povr$ini stabla vrste Sh.

masarica.

Spoljasnji periklinalni zidovi adaksijalne strane lista vrsta Xeranthemum inapertum,
X. annuum, X. cylindraceum i posebno Siebera pungens imaju naborana zadebljanja
kutikule, dok su kod svih istrazivanih taksona roda Amphoricarpos kao i kod
Shangwua denticulata, oni glatki. Kod svih istrazivanih vrsta Xeranthemum grupe
epidermske Celije adaksijlane strane lista su poligonalnog oblika, osim kod
Chardinia orientalis i X. inapertum gde su one veoma nepravilne odnosno
nepravilno poligonalne. Antiklinalni zidovi epidermskih ¢elija na adaksijalnoj strani
lista su izvijugani kod Ch. orientalis, X. inapertum i S. pungens, blago izvijugani do
ravni kod A. exsul, Sh. denticulata, blago izvijugani kod A. elegans, X. annuum i X.
cylindraceum i ravni kod balkanskih taksona roda Amphoricarpos. Ova osobina
povezuje balkanske taksone roda Amphoricarpos, i predstavljaju dodatne karaktere

za razgranicenje vrsta roda Xeranthemum.

Involukralne brakteje balkanskih taksona roda Amphoricarpos, Chardinia
orientalis, Xeranthemum inapertum, X. annuum su gole; kod Amphoricarpos exsul,
A. elegans, A. neumayerianus subsp. murbeckii i Shangwua masarica su skoro gole,
poseduju trihome na marginama i na vrhu brakteje; kod X. cylindraceum i Siebera
pungens involukralne brakteje poseduju vermiformne, prilegle, belicaste trihome, U

centralnom delu. Jedino su kod X. cylindraceum pored ovoga, uo¢ene i kapitatne
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Zlezdane trihome. Prisustvo kapitatnih zlezdanih trihoma je dodatni karakter za

razgranic¢enje vrsta roda Xeranthemum.

Involukralna brakteja Shangwua masarica ima nepravilno mrezastu povrsinu, kod
taksona Amphoricarpos exsul, A. elegans i A. neumayerianus subsp. murbeckii ona
je mrezasto-naborana, dok kod taksona A. autariatus subsp. autariatus, A.
autariatus subsp. bertisceus i A. neumayerianus subsp. neumayerianus ima
naborano-strijatnu  povrSinu. Sve vrste jednogodiS$njih rodova, vrste roda
Xeranthemum, Chardinia orientalis i Siebera pungens imaju mrezastu povrSinu

involukralnih brakteja.

Siljak (mukro) involukralne brakteje se pokazao kao dobar karakter za razgrani¢enje
vrsta roda Xeranthemum. Vrste X. inapertum i X. annuum imaju veoma usiljen
mukro sa dugac¢kim trnom, dok vrsta X. cylindraceum ima kratak i zaobljen mukro.
Takode, mukro je kratak i zaobljen kod A. neumayerianus subsp. murbeckii i tupo
zaobljen kod A. autariatus subsp. autariatus i kod oba taksona jedva prelazi ivicu
brakteje. Kod A. autariatus subsp. bertisceus mukro je duguljasto zaobljen i kod A.
neumayerianus subsp. neumayerianus siljat. Kod oba taksona, mukro prelazi ivicu
brakteje. Mukro, njegov oblik i veli¢ina su karakteri koji imaju taksonomski znacaj i
mogu biti Korisni pri razgrani¢enju taksona unutar balkanskog kompleksa roda

Amphoricarpos.

Veoma uocljive plocice voska nepravilnih oblika 1 razli¢itih veli¢ina pronadene su
samo na epidermisu involukralne brakteje vrste X. inapertum. PovrSine
involukralnih brakteja kod X. annuum i X. cylindraceum ne poseduju plocice voska,
lako je vosak prisutan. Prisustvo plo¢ica voska moze biti dodatni karakter za

razgranic¢enje vrsta roda Xeranthemum.

Kristali vedelita uoceni su na povrsini involukralnih brakteja jednogodi$njih vrsta

Chardinia orientalis, Siebera pungens, Xeranthemum inapertum, X. annum i X.
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cylindraceum, dok kod visegodisnjih predstavnika Xeranthemum grupe (vrste roda
Amphoricarpos i Shangwua masarica) nisu detektovani. Kristali su identifikovani
kao vedelit (CaC204-2H20).

Vrhovi grana stubica tucka, istrazivanih predstavnika iz Xeranthemum grupe, su
vrlo kratki, povezani, pravi i tupi kod turske vrste A. exsul, dok su kod crnogorskih
taksona A. autariatus subsp. bertisceus i A. neumayerianus subsp. neumayerianus

oni kratki, siljati, razilaze¢i i povijeni prema spolja.

Cipsele svih istrazivanih vrsta, osim Shangwua masarica, su svilaste. PovrSina
cipsela vrsta Sh. masarica i Amphoricarpos exsul je nepravilno talasasto mrezasta,
kod vrste A. elegans je naborano-mrezasta, dok je kod Xeranthemum inapertum, X.
annuum, X. cylindraceum i Siebera pungens ona mrezasta. Vrsta Chardinia
orientalis se posebno izdvaja po izrazito papilozno-strijatnoj povrsini cipsela. Sve
istrazivane vrste Xeranthemum grupe imaju adaksijalnu inserciju cipsela. Takode,
asimetricni karpopodijum je osobina koja povezuje sve istrazivane taksone. Papus
sacinjen od cekinja je prisutan kod taksona roda Amphoricarpos i Shangwua
masarica, dok je papus izgraden od ljuspi prisutan kod ostalih istrazivanih vrsta.
Odnosno, perasto-cekinjasti papus prisutan je kod Shangwua masarica, bradato-
osasto zaSiljen kod taksona roda Amphoricarpos, a osasto-zasiljen plevicasto
ljuspast kod analiziranih jednogodisnjih predstavnika. Rezultati su takode pokazali

da je kod svih istrazivanih vrsta papus direktno vezan za perikarp.

Kod unutrasnjih cipsela A. elegans papus je izgraden od brojnih ¢ekinja koje su
organizovane u dva reda, $to nije pronadeno kod drugih istrazivanih vrsta iz

Xeranthemum grupe. Ovaj podatak ima veliki taksonomski znacaj.
Neke osobine kao Sto su glatki spoljasnji periklinalni zidovi epidermskih ¢elija,

blago izvijugani antiklinalni zidovi celija adaksijalnog epidermisa, raspored celja

adaksijalnog epidermisa koji nalikuje na slagalicu (“puzle”), veoma mali mukro
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involukralnih brakteja kao i odsustvo kristala vedelita zajednicke su za vrste
Amphoricarpos exsul i Shangwua masarica i Sh. denticulata, dok izvijugani
antiklinalni zidovi ¢elija adaksijalnog epidermisa, Silaste involukralne brakteje,
kristali vedelita na povrSini involukralnih brakteja kao i osasto-zasiljen, plevicasto
ljuspast papus povezuju Chardinia orientalis, Siebera pungens i Xeranthemum

inapertum, jednogodisnje vrste.

Slede¢e mikromorfoloSke osobine se mogu potencijalno smatrati Species
specificnim: goli adaksijalni epidermis lista i povrSine cipsele, nepravilno mrezasta
povrsina involukralne brakteje kao i perasto-¢ekinjasti papus za vrste Shangwua
masarica i Sh. denticulata; bradato-osasto zaSiljen papus za taksone roda
Amphoricarpos; nepravilan oblik ¢elija epidermisa adaksijalne strane lista kao i
kutikularni nabori i papilozna povrsina cipsele kod Chardinia orientalis; kanalna
antiklinalna granica celija adaksijalnog epidermisa i vostane ploCice na povrsini
involukralnih brakteja za Xeranthemum inapertum; i snazno zadebljali nabori
spoljasnjih zidova celija adaksijalnog epidermisa i involukralna brakteja sa belim
prileglim trihoma u centralnom delu za Siebera pungens. Osobine kao $to su
vermiformne trihome na stablu 1 abaksijalnoj povrSini lista, adaksijalna insercija
cipsele 1 asimetrian karpopodijum, kao i direktno vezivanje papusa za perikarp, su

zajednicke za sve istrazivane taksone.

Svi istrazivani taksoni roda Amphoricarpos pokazuju slicne anatomske
karakteristike. Mladi adventivni koren pokazuje tipicnu gradu. Sklerenhimska
vlakna su prisutna u centru starijeg korena. Na popre¢nom preseku rizoma uocena
su sekundarna tkiva, sa Sirokim parenhimskim zracima koje prekidaju veoma dobro
razvijeni ksilem. Rizomi pokazuju ekscentri€an rast. List je amfistomati¢an 1 ima
dorziventralnu gradu. Kristalne druze su pronadene u epidermskim i mezofilnim
¢elijama lista. Poprecni presek drSke cvasti je viSe manje viSeugaonog oblika sa
medularnim provodnim snopi¢ima organizovanim u krugu i nekoliko “kortikalnih”

snopica izvan kruga. Sekretorna tkiva nisu zabeleZena. ViSeslojni sklerenhim je
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prisutan u mezofilu involukralnih brakteja i palja. Anatomija cvasti pokazuje sli¢ne
karakteristike kao i ranije opisane za predstavnike familije Asteraceae. Uniformnost
anatomskih karaktera ukazuje na veoma bliske odnose izmedu istrazivanih taksona.
Analizirani anatomski kvalitativni karakteri doprinose poznavanju generalne

anatomije roda Amphoricarpos.

Istrazivane vrste roda Xeranthemum formiraju sekundarna tkiva u korenu, iako su
jednogodisnje biljke. Anatomija stabla je tipi¢na za ranije opisane za predstavnike
familije Asteraceae. List ima dorziventralnu gradu. Na povrSini involukralnih
brakteja uocCavaju se kristali. ViSeslojni sklerenhim je prisutan u mezofilu
involukralnih brakteja 1 palja. Anatomija palja je veoma slicna anatomiji
involukralnih brakteja. Vazni karakteri cveta su: bo¢no otvaranje antera, krunica
izgradena od jednoslojnog epidermisa i homogenog parenhima u mezofilu,
podcvetan plodnk i anatropan semeni zametak s abazalnom placentacijom. Odabrani
kvantitativni 1 kvalitativni karakteri stabla, lista 1 drSke cvasti (oblik, tip Zlezdanih
trthoma, prisustvo “kortikalnih” provodnih snopica), na osnovu kojih se istrazivane
vrste roda Xeranthemum anatomski razlikuju, doprinose boljoj identifikaciji
taksona.

GC-FID analizom detektovano je ukupno osam masnih Kkiselina u cipselama
balkanskih taksona roda Amphoricarpos. Od osam masnih kiselina Sest je
identifikovano, od palmitinske (C16:0) do stearinske (C18:0) masne Kiseline.
Dominantna masna kiselina kod svih istrazivanih taksona je linolna, sa najveéim
procentom (57.67%) u obodnim cipselama taksona A. autariatus subsp. autariatus i
najmanjim (31.8%) u centralnim cipselama A. autariatus subsp. bertisceus. GC—
FID analizom detektovano je ukupno 12 masnih kiselina u cipselama vrste X.
cylindraceum. Od 12 masnih kiselina devet je identifikovano, od palmitoleinske
(C16:1) do behenske (C22:0) masne kiseline. Dominantna masna Kkiselina je

oleinska (55.24%). Ostale masne kiseline sa visokim procentom su linolna (16.48%)
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I palmitinska (8.88%). Masna kiselina sa najmanjim procentom je palmitoleinska
(0.30%).

U profilima svih istrazivanih taksona dominiraju nezasi¢ene masne kiseline.

Pomoéu HPLC i *H NMR kod vrste Amphoricarpos elegans utvrden je dominantni

seskviterpenski lakton 3-deoksiamforikarpolid.

Orbitrap masenom spektrometrijom u ekstraktima balkanskih taksona roda
Amphoricarpos je detektovano i identifikovano ukupno 30 fenolnih jedinjenja. Od
toga, 11 jedinjenja pripada grupi fenolnih kiselina i derivata, sedam jedinjenja
pripada grupi flavonoidnih-glikozida, 11 jedinjenja pripada grupi flavona, a jedno
jedinjenje pripada grupi flavanona. Dominantno jedinjenje u uzorcima intaktnih
listova svih istrazivanih taksona je hrizoeriol sa najve¢om koli¢inom (8.276 mg/L)
kod taksona A. neumayerianus subsp. murbeckii. Dominantno jedinjenje u uzorcima
samlevenih listova svih istrazivanih taksona je 5-O-kafeoilhinska kiselina sa
najvecom koli¢inom (6.715 mg/L) kod taksona A. neumayerianus subsp. murbeckii.
Izuzetak je takson A. neumayerianus subsp. neumayerianus kod koga je dominantno
jedinjenje hrizoeriol (4.216 mg/L).

Molekularne analize jedarnih markera kao i kombinovani rezultati jedarnih i
plastidnih markera pokazale su, veoma visokom podrSkom, da je rod
Amphoricarpos monofiletski i sestrinski je kladi koju obrazuju rodovi Chardinia,
Siebera i Xeranthemum (Xeranthemum klada) koji sadrze samo jednogodiSnje

predstavnike. Rod Shangwua je sestrinska obema kladama.

U osnovi se nalazi klada koju ¢ini turska vrsta A. exsul. Kavkaska i turska i vrsta (A.
elegans i A. praedictus) formiraju umereno podrzanu kladu na osnovu analize
kombinovanih podataka i sestrinske su kladi koju formiraju balkanski predstavnici

roda (balkanska klada). Balkanski taksoni su podeljeni u dve dobro podrzane klade.

249



Q?}{ Taksonomija i filogenija Xeranthemum grupe (Asteraceae) - morfoloski, anatomski, fitohemijski i molekularni aspekti
‘Iﬂ Milan M. Gavrilovi¢
Jednu Kkladu formiraju bosansko-hercegovacke populacije A. autariatus (A.
neumayerianus subsp. murbeckii), veoma dobrom podrskom, na osnovu oba tipa
molekularnih podataka. Ova klada je sestrinska drugoj kladi, koju formiraju
predstavnici ostalih balkanskih taksona, takode visokom podrskom. U okviru ove,

druge, balkanske klade, populacije razlicitih vrsta se mesaju.

24. U dobijenom filogenetskom stablu uofene su veoma kratke grane kod roda
Amphoricarpos u poredenju sa jednogodi$njim rodovima iz Xeranthemum grupe,
kao i sa rodom Shangwua. Ovo verovatno ukazuje na ranu diverzifikaciju balkanske
klade 1 sigurno zajedni¢ko poreklo svih balkanskih taksona. Sve balkanske
populacije ¢ine monofiletsku grupu sestrinsku sa A. exsul, kao $to je i pokazano u
ranijem istraZivanju. Moguce mesto centra diverziteta roda Amphoricarpos je

Kavkaz i Anatolija.

25. Mikromorfoloski (kutikularna zadebljanja adaksijalne povrSine lista, vosak na
involukralnim braktejama kao i bele prilegle trihome na involukralnim braktejama i
kristali vedelita na povrsini involukralnih brakteja), anatomski (sekundarna grada
korena i dorziventralna grada lista jednogodiS$njih vrsta roda Xeranthemum) i
molekularni markeri (ITS 1 kombinovani ITS 1 plastidni), podrzavaju filogenetsku
hipotezu koja govori da su viSegodisSnji preci iz konzerviranih staniSta (planine)

adaptirani na susna i ruderalna stanista.

26. Rezultati in vitro antibakterijske aktivnosti suvog dietil etarskog, 80% metanolnog i
50% acetonskog ekstrakta listova istrazivanih taksona roda Amphoricarpos na osam
bakterijskih vrsta pokazali su da je inhibitorna aktivnost postignuta u koncentraciji
od 0.007 — 0.20 mg/mL, dok je baktericidni efekat postignut u koncentraciji od
Staphilococcus aureus. Oba komercijalna antibiotika pokazala su manju aktivnost
od testiranih ekstrakata (streptomicin, MIC od 0.04 — 0.26 mg/mL i MBC od 0.09-
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0.52 mg/mL; ampicilin, MIC od 0.25 — 0.74 mg/mL i MBCs od 0.37 — 1.24
mg/mL).

Rezultati in vitro antifungalne aktivnosti suvog dietil etarskog, 80% metanolnog i
50% acetonskog ekstrakta listova istrazivanih taksona roda Amphoricarpos na osam
fungalnih vrsta pokazali su da su sve mikromicete bile osetljive na testirane
ekstrakte. Ekstrakti su inhibirali sve mikromicete pri koncentraciji od 0.001 — 0.4
mg/mL (MIC) i potpuno zaustavili rast pri koncentraciji od na 0.02 — 08 mg/mL
(MFC). Najosetljivija vrsta je bila Trichoderma viride. Komercijalni antimikotici —
bifonazol (MIC 0.10 — 0.20 mg/mL; MFC 0.20 — 0.25 mg/mL) i ketokonazol (MIC
0.15 — 2.50 mg/mL; MFC 0.20 — 3.50 mg/mL) bili su, pokazali su manu aktivnost
od nekih ekstrakta.

Ukupan sadrzaj fenola je izrazen kao ekvivalenti galne kiseline u rasponu od 11.90
+ 0.19 do 67.23 + 0.70 mg GA/g. Visoke koncentracije fenolnih jedinjenja su
detektovane u metanolnim ekstraktima svih testiranih taksona. Najve¢i ukupni
sadrzaj fenola bio je u metanolnom ekstraktu A. autariatus subsp. autariatus (67.23
+ 0.70 mg GA/g). Koncentracije flavonoida u testiranom metanolnom ekstraktu i
te¢nom metanolnom 1 vodenom ekstraktu kretale su se od 9.79 + 0.43 do 88.69 +
1.33 mg RU/g. Visoke koncentracije flavonoida utvrdene su u metanolnim
ekstraktima svih testiranih taksona. NajviSe koncentracije flavonoida utvrdene su za

metanolni ekstrakt taksona A. autariatus subsp. autariatus (88.69 + 1.33 mg RU /
9)-

Antioksidativni potencijal suvog metanolnog i te¢nih metanolnih 1 vodenih
ekstrakata taksona roda Amphoricarpos izrazen u IC50 (mg/mL) vrednostima se
kretalo od 170.01 + 1.58 do 1041.62 + 2.35 mg/mL. Najveéi kapacitet za
neutralizaciju DPPH radikala je izmeren u suvom metanolnom ekstraktu taksona A.

autariatus subsp. autariatus (170.01 = 1.58 mg/mL). Ovo je u korelaciji sa visokim
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sadrzajem ukupnih fenola i koncentracijama flavonoida u suvom metanolnom

ekstraktu ovog taksona.

Ukupni sadrzaj fenola znaCajno varira izmedu ekstrakata listova vrste
Amphoricarpos elegans, pri ¢emu je metanolni ekstrakt pokazao najvecu koli¢inu.
U svim antioksidativnim testovima (DPPH, ABTS i FRAP), metanolni ekstrakt A.
elegans je pokazao veci antioksidativni potencijal. Budu¢i da je razlika izmedu
ukupnog sadrzaja flavonoida u oba ekstrakta (metanolni i etil acetatni) veoma mala,
vedina antioksidativnog potencijala moze se pripisati fenolima. Medutim,
antioksidativni potencijal metanolne frakcije, pokazan u DPPH testu, bio je vise od
deset puta veci od antioksidativnog potencijala frakcije etil acetata, Sto se pripisuje i

udelu seksviterpenkih laktona u antioksidativnoj aktivnosti.

Poredenjem svih dobijenih rezultata u odnosu na balkanski kompleks roda
Amphoricarpos, moze se zakljuéiti slede¢e: morfoloska analiza (morfometrija)
jasno odvaja cetiri taksona unutar balkanskog kompleksa koji se poklapaju sa
njihovim geografskim rasprostranjenjem; mikromorfoloska analiza pokazuje razlike
izmedu taksona, ali pre svega izdvaja bosansko-hercegovacki takson; fitohemijska
analiza pokazuje vidljive razlike u profilu masnih kiselina i fenola, ali ne izdvaja
jasno ni jedan takson. Molekularne analize jedino podrzavaju separaciju dva
taksona: bosansko-hercegovacki A. neumayerianus subsp. murbeckii i crnogorski
takson (sve istrazivane populacije taksona A. neumayerianus subsp. neumayerianus,
A. autariatus subsp. autariatus i A. autariatus subsp. bertisceus). Svi navedeni
karakteri imaju taksonomski znacaj i mogu biti korisni pri reSavanju kompleksne

taksonomije ovog roda na Balkanu.
Rezultati ovog istrazivanja pokazali su da postoji diferencijacija unutar balkanskog

kompleksa roda Amphoricarpos. Ovo je dovelo do postavljanja dve hipoteze. Prva

hipoteza koja favorizuje postojanje cetiri morfoloski definisana taksona i druga
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koja, na osnovu mikromorfoloskih i molekularnih aspekata favorizuje postojanje

dva taksona.

33. Nasi rezultati takode idu u prilog promene odnosno podizanja taksonomskog ranga

Xeranthemum grupe, pre svega gledano u odnosu na zajednicke mikromorfoloske
karaktere (vermiformne trihome na stablu i abaksijalnoj povrsini lista, adaksijalna
insercija cipsele, asimetri¢an karpopodijum i direktno vezivanje papusa za
perikarp). Ovde posebno treba istaci i znacaj kristala vedelita pronadenih u ovom
istrazivanju samo kod jednogodisnjih predstavnika ovog podtribusa, S$to
potencijalno moze biti razlog dalje taksonomske diferencijacije u okviru

Xerantheminae.
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llustracija Amphoricarpos autariatus Ble¢i¢ et Mayer: Habitus, Ble¢i¢ i Mayer (1967). Die européischen
Sippen der Gattung Amphoricarpos VISIANI. Phyton, 12, 150-158
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8. PRILOZI

Prilog 1. GC-FID hromatogram profila masnih kiselina iz obodnih cipsela taksona

Amphoricarpos neumayerianus subsp. neumayerianus
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Prilog 2. GC-FID hromatogram profila masnih kiselina iz centralnih cipsela taksona A.

neumayerianus subsp. neumayerianus

ARIANA ASTERACEAE_24_S
Nome
=
[
i
0
o
>
£
28
51
gE
25
=0
=
=
o=
3
=9
(5]
L]
& ®
2
E
©
o o ¢ &
3] = T O
2 & 8
o <
B g 2 2 ¥
s = 3
« = 3
> @
P = 5 =
[
=
3‘__“'&_1\,__—_..—_—

293



%’{ Taksonomija i filogenija Xeranthemum grupe (Asteraceae) - morfoloski, anatomski, fitohemijski i molekularni aspekti
Ty

'\'l":’ Milan M. Gavrilovié

Prilog 3. GC-FID hromatogram profila masnih kiselina iz obodnih cipsela taksona A.

neumayerianus subsp. murbeckii
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Prilog 4. GC-FID hromatogram profila masnih kiselina iz centralnih cipsela taksona A.

neumayerianus subsp. murbeckii
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Prilog 5. GC-FID hromatogram profila masnih kiselina iz obodnih cipsela taksona A.

autariatus subsp. bertisceus
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Prilog 6. GC-FID hromatogram profila masnih kiselina iz centralnih cipsela taksona A.

autariatus subsp. bertisceus

GRIATA_ASTERACEAE 44
21 Nome

Cyls%t-‘xfelf.ggtg%tﬁ\ethyl ester

Methyl stearate

% Methyl f. acid B
% Methyl palmitate

297



%’( Taksonomija i filogenija Xeranthemum grupe (Asteraceae) - morfoloski, anatomski, fitohemijski i molekularni aspekti

."!’1'?]":
\(EI/ . G
\!11,*11‘ Milan M. Gavrilovié

J

Prilog 7. GC-FID hromatogram profila masnih kiselina iz obodnih cipsela taksona A.

autariatus subsp. autariatus
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Prilog 8. GC-FID hromatogram profila masnih kiselina iz centralnih cipsela taksona A.
autariatus subsp. autariatus
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Prilog 9. GC-FID hromatogram profila masnih kiselina iz cipsela vrste Xeranthemum

cylindraceum
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Prilog 10. Filogenetsko stablo Xeranthemum grupe na osnovu plastidnog markera (trnS).
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N3jaBa o ayropcTBY

Nwme n ipezume ayropa Musan M. I'aspuiiosuh

bpoj nanexca 53057/2013

N3jaBbyjem
Jla je TOKTOPCKa JqrcepTallja Mo HaCJIOBOM
Takconomuja u pusorenuja Xeranthemum rpyme (Asteraceae) — mopdgoJiomxkmu,

aHATOMCKH, GUTOXEMHjCKH M MOJIEKYJIAPHH ACHEKTH

® PC3YyJITaT COIICTBCHOI' UCTPAKUBAUKOI pajid;

e Jla JqucepTandja y LEJIWHH HU y JCJIOBUMAa HUje OWia MpeajioKeHa 3a CTHIAmE
Jpyre OUIUIOME MpeMa CTYIUjCKHMM MporpaMuMma JAPYIUX BHCOKOIIKOJICKUX
YCTaHOBA,

e J1a Cy pe3yaTaTH KOPEKTHO HaBEJIEHU U

e Jla HUCAM KpIIMO/Jla ayTOpcKa IpaBa M KOPUCTHO/JIA HHTEIEKTYaIHy CBOjJHHY
JPYTUX JIHIA.

IHornuc ayropa

V¥ Beorpany, 28.08.2019.




M3jaBa O HCTOBETHOCTH IITAMIIAHE U €JIEKTPOHCKE Bep3Hje JOKTOPCKOT

pana

Nme u npezume ayropa Musan M. I'agpusiosuh

bpoj nnnexca b3057/2013

Crynujcku nporpam ExcrniepuMeHTa/HA U IPUMeHeHA 00TaHUKA

Hacimoe paga Takconomuja u ¢uiorenuja Xeranthemum rpyme (Asteraceae) —
MOP(OJIOIIKH, AHATOMCKH, (UTOXEMHUjCKH M MOJICKYJIAPHH ACHEKTH

Mentop Ipod. np Ileha Janahkosuh

U3jaBbyjeM 1a je mTaMmIaHa Bep3Huja MOT JOKTOPCKOT paja MCTOBETHA EJIEKTPOHCKO]
BEep3UjU KOjy caM Tpenao/la paad MoxpameHa y JIUTHTAJTHOM pPeno3uTopHujymy
Yuusep3urera y beorpany.

Jlo3BosbaBaM aa ce o0jaBe MOjU JTUYHU MOJAIM BE3aHU 3a JOOHjame aKaJeMCKOT Ha3hBa
JIOKTOpa HayKa, Kao IITO Cy UME M Mpe3uMe, roiuHa U MecTo pohema U aTyM oj0paHe
pana.

OBu IMYHU MO/l MOTY ce 00jaBUTH Ha MPEKHUM CTpaHULlaMa AUTUTaIHe OMOInoTEKe, y

€JIEKTPOHCKOM KaTaJlory U y myOiukanujama Y HuBep3utera y beorpany.

IHornuc ayropa

VY Beorpany, 28.08.2019.




N3jaBa o kopumhemy

Opnanthyjem YHUBEp3UTETCKYy OuOmuoreky ,,CBerozap MapkoBuh® na y Jlururanau
peno3utoprjyM YHHUBeEp3uTeTa y beorpamy yHece MOjy MOKTOPCKY AHCEPTANH]y IO
HaCJIOBOM:

Takconommuja u ¢putorenuja Xeranthemum rpyme (Asteraceae) — mopdoJiomku,

AHATOMCKH, (PUTOXEMMjCKU M MOJIEKYJIAPHU ACTIEKTH

KOja je MOje ayTOpCKO JeIIO.
Jucepranujy ca CBUM IpHUIIO3UMa Tpelao/aa caM y eIeKTPOHCKOM (opMaTry IOTOIHOM 3a
TPajHO apXUBUPAIHE.
Mojy AOKTOPCKY AMCEpTAIHjy MOXpameHy y JAuruTamrHoM peno3uTopujymy YHUBEp3UTETa
y beorpany u noctymHy y OTBOPEHOM MPHCTYILy MOTY J1a KOPHCTE CBH KOjU MOIITYjY
onpende caapkane y onabpanom Ttumy JjuneHune KpeatuBne 3ajeqnuine (Creative
Commons) 3a K0jy caM ce 0JUIy4uo/a.
1. Ayropcteo (CC BY)
2. AyropctBo — Hekomepuujaaao (CC BY-NC)
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1. AyropcrBo. J[03BoJbaBaTe YMHOXKABAKE, JUCTPUOYIIM]Y U JaBHO CAONIITABAKE JACia, U
npepaje, ako ce HaBeJe MMe ayTopa Ha HauMH oJpelheH o1 cTpaHe ayTopa WM JaBaola
JUIIEHIIe, YaK ¥ y KoMepuujaiHe cBpxe. OBo je HajcI0001HUja O] CBUX JIMIICHIIN.

2. AyTOpCcTBO — HekoMepuujaaHo. /[03Bo/baBaTe yMHOKABame, AUCTPUOYIIU]Y U JaBHO
CaoIIITaBamke JieNa, U Mpepaje, ako ce HaBeAe MME ayTopa Ha HayuH ojapeleH ox cTpaHe
ayTopa WiH JaBaona gurenne. OBa JIMIeHIa He 103B0JbaBa KOMEPIHjaliHy yroTpeOy aerna.
3. AyTopcTBO — HeKoMepuHjajJHO — 0e3 mnpepaaa. Jlo3BospaBaTe yMHOXKABAmE,
JTUCTPUOYIIH]Y W JaBHO CAOIITaBame Jieia, 0e3 MpoMeHa, MpeoOIMKOBamka WiIN yIoTpede
Jienia y CBOM JIelly, akO Ce HaBele MMe ayTopa Ha HauMH ojpeleH on cTpaHe ayTopa Wiu
naBaona juieHie. OBa JUIEHIa HE J103B0OJbaBa KOMEPIUjalIHy YIoTpeOy aena. Y oaHocy
Ha CBE OCTaJIe JIMIEHIIE, OBOM JIMIIEHIIOM Ce orpaHuyaBa Hajsehu oOum mpaBa kopuiihema
nena.

4. AyTOpCTBO — HEKOMEpPUHjaJTHO — JeJUTH MOJ MCTUM ycaoBuMma. /lo3BosbaBate
YMHO)KaBame, TUCTPUOYIM]Y M JaBHO CAOIIITAaBamke Jeja, U Ipepaje, ako ce HaBeIe uMe
ayTopa Ha Ha4YMH ojpeheH o CTpaHe ayTopa WM JaBaolla JIMIICHIIE W aKo ce IMpepaja
TUCTpUOyrpa TMOJA HCTOM WIM CIAMYHOM JureHnoM. OBa JUIEHIIAa HE J03BOJbaBa
KOMEpIHjaiHy yrnoTpeOy Jiena u npepaja.

5. AyrtopcTBo — 0e3 mpepaaa. Jlo3BosbaBaTe yMHOXaBame, JUCTPUOYIIH]Y U JaBHO
caomiiTaBame Jena, 6e3 mpomMeHa, NpeodIMKoBamka WIK YyIoTpeOe Jena y CBOM ey, aKo
ce HaBeJe MMe ayTopa Ha HauuH ojpeleH oJ cTpaHe ayTopa WM JaBaolia juieHie. OBa
JUIIEHIIA T03BOJbaBa KOMEPIMjalHy yrnoTpely aena.

6. AyTopcTBO — JeJUTH TOJ WCTHM YyciaoBuMa. Jlo3BoJbaBaTe yMHOMKaBambe,
TUCTpUOYIMjy W jaBHO CAOIIITaBame JeNla, M Tpepaje, ako ce HaBele MMEe ayTropa Ha
HA4YMH ojipeheH o]l CTpaHe ayTopa WM JaBaolla JHIICHIIE U aKo ce Mpepaja IucTpudyupa
MOJI ICTOM WJIM CIMYHOM JuIeHoM. OBa JHIIEHIIa 103BOJbaBa KOMEPIUjaIHy yIoTpeOy
nena u mpepana. CnnyHa je coTBEpCKUM JIHUIEHIIaMa, OJHOCHO JIUIEHIIaMa OTBOPEHOT

KoJa.



