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SANTRAUKA

Redo Guobio baigiamasis magistrinis darbas: Fenofazeés jtaka eteriniy aliejy kaupimuisi ir
susijusioms lapy epidermio struktiiroms Thymus pulegioides fenoliniuose ir nefenoliniuose

chemotipuose.

Darbo tikslas: Nustatyti fenofazés jtakg keturbriaunio Ciobrelio (Thymus pulegioides L.)
eteriniy aliejy kiekybinei sudéciai ir su eteriniy aliejy kaupimusi susijusioms lapo epidermio

struktdroms.

UZdaviniai: Atlikti Thymus pulegioides eteriniy aliejy kiekybine analize hidrodistiliacijos
metodu, naudojant Klevengerio aparatg, ir nustatyti fenofazés jtaka T. pulegioides eteriniy aliejy
kiekybinei sudéciai. Atlikti T. pulegioides lapo epidermio struktiry analize jspaudo metodu,
naudojant optinj mikroskopg ir nustatyti fenofazés jtakg T. pulegioides Zioteliy ir eteriniy aliejy

liaukuciy tankiui bei eteriniy aliejy liaukuciy dydZiui.

Metodika: T. pulegioides individai buvo auginami vienodomis sglygomis, netreSiami ir
nelaistomi. Zaliava nuimama keturis kartus skirtingais T. pulegioides fenofaziy periodais: |
pjovimas — pries Zzydéjima, Il pjovimas — pilno zZydéjimo metu, Ill pjovimas — pilnai perzydéjus, IV
pjovimas — atzéle ir antrgkart suzydéje T. pulegioides individai. Eteriniy aliejy kiekybinei analizei
naudota orasausé Zaliava, naudojami tik lapai ir Ziedai, stiebai atskiriami nuo lapy ir Ziedy ir
analizei nenaudojami. Eteriniai aliejai iSskirti hidrodistiliacijos metodu, naudojant Klevengerio
aparaty. Lapo epidermio struktlry analizé atlikta jspaudo metodu. Atliekant lapo epidermio
struktlry analize jvertintas Zioteliy ir eteriniy aliejy liaukudiy tankis 1 mm? bei eteriniy aliejy
liaukuciy dydis (diametras) mikrometrais (um) abejose lapo pusése. Apskaiciuoti eterinio aliejaus
kiekiy vidurkiai, standartinés paklaidos, Zioteliy, eteriniy aliejaus liaukuciy tankio ir dydziy

vidurkiai, standartiniai nuokrypiai.

Rezultatai: Siekiant eliminuoti Zaliavos masés jtaka, eteriniy aliejy iSeiga visuose
variantuose buvo perskaic¢iuota 100-ui gramy Zaliavos. Tokiu bldu, didZiausia vidutiné eterinio
aliejaus koncentracija Zaliavoje buvo antro Zydéjimo metu (1,1475 ml/100 g). DidZiausias
vidutinis Zioteliy tankis apatinéje lapo puséje buvo Zydéjimo metu (468,4 vnt./mm?), o vir§utinéje
puséje — pries Zydéjima (36,2 vnt./mm?). DidZiausias vidutinis eterinio aliejaus liauku¢iy tankis
apatinéje ir virutinéje lapo pusése buvo Zydéjimo metu (apatinéje puséje — 17,7 vnt./mm?,

virutinéje — 17,8 vnt./mm?). DidZiausias vidutinis eterinio aliejaus liaukuéiy diametras apatinéje



ir virSutinéje pusése buvo pries Zydéjimo periodg (apatinéje puséje — 58,4 um, virsutinéje — 60,8

um).

ISvados: Thymus pulegioides fenoliniuose ir nefenoliniuose chemotipuose fenofazé
neturéjo statistiSkai reikSmingos jtakos eteriniy aliejy koncentracijai 100 gramy Zaliavos. T.
pulegioides fenoliniuose ir nefenoliniuose chemotipuose fenofazé turéjo statistiskai reikSminga
jtaka Zioteliy ir eterinio aliejaus liaukuciy tankiui abiejose lapo pusése bei eterinio aliejaus
liaukuciy diametrui apatinéje lapo puséje, bet neturéjo jtakos liaukuciy diametrui virsutinéje lapo
puséje. Rysys tarp sukaupiamy eteriniy aliejy kiekiy ir lapy epidermio struktiry Thymus
pulegioides augaluose labiausiai pasireiskia Zydéjimo metu, kai stebima padidéjusi eteriniy aliejy
koncentracija ir didzZiausias eteriniy aliejy liaukuciy tankis abiejose lapo pusése bei didzZiausias

Zioteliy tankis apatinéje lapo puséje.



SUMMARY

Final master’s thesis by Redas Guobys

Title: Effects of Phenophase on Essential Oil Accumulation and Related Leaf Epidermal
Structures in Phenolic and Non-Phenolic Chemotypes of Thymus pulegioides.

Aim of the work: To determine the effects of phenophases on the quantitative
composition of essential oils of Thymus pulegioides L. and on the structures of leaf epidermis
related to the accumulation of essential oils.

Tasks: To perform a quantitative analysis of Thymus pulegioides essential oils by
hydrodistillation method by using Clevenger apparatus and to determine the effects of
phenophase on the quantitative composition of T. pulegioides essential oils. To perform
analysis of the epidermal structures of T. pulegioides leaves using the imprint method with an
optical microscope and to determine the effects of phenophases on the density of T.
pulegioides stomata and essential oil glands and the size of essential oil glands.

Methodology: T. pulegioides individuals were grown under the same field conditions,
without fertilization or watering. The raw material was harvested four times during the
different T. pulegioides phenophases: | cutting before flowering, Il cutting during full flowering,
Il cutting after full flowering, IV cutting when the plants had resprouted and flowered for the
second time. Air-dried raw material was used for quantitative analysis of essential oils, only
leaves and flowers were used, stems were separated from leaves and flowers and were not
used for analysis. Essential oils were extracted by hydrodistillation with Clevenger apparatus.
Analysis of leaf epidermal structures was performed using the imprint method. During the
analysis of leaf epidermal structures, the density of stomata and essential oil glands per mm?
and size (diameter) of essential oil glands in micrometers, um, on both sides of leaves were
measured. Averages of essential oil amounts, standard errors, average densities of stomata and
essential oil glands as well as essential oil glands size, and standard deviations were calculated.

Results: To eliminate the influence of different sample mass of raw material, the yield of
essential oils in all variants was recalculated as per 100 grams of raw material. Thus, the highest
average concentration of essential oil in the raw material was established during the second
flowering (1.1475 ml/100 g). The highest average density of stomata on the lower side of leaves
was during flowering (468.4 in 1 mm?), and on the upper side — before the flowering period
(36.2 in 1 mm?). The highest average density of essential oil glands on the lower and upper

sides of leaves was during flowering (17.7/mm? on the lower side and 17.8 /mm? on the upper



side). The maximum mean diameter of essential oil glands on the lower and upper sides was
before the flowering period (58.4 um on the lower side and 60.8 um on the upper side).
Conclusions: In phenolic and non-phenolic chemotypes of Thymus pulegioides, the
phenophase had no statistically significant effects on the concentration of essential oils per 100
grams of raw material. While it had statistically significant effects on the density of stomata and
essential oil glands on both sides of leaves and the diameter of essential oil glands on the lower
side of leaves but had no influence on the diameter of the glands on the upper side of leaves.
The relationship between the accumulated amounts of essential oils and leaf epidermal
structures in Thymus pulegioides is most evident during flowering, when an increased
concentration of essential oils and the highest density of essential oil glands on both sides of

the leaf and the highest density of stomata on the lower side of the leaf are observed.
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JVADAS

Moksliniais tyrimais jrodyta, kad jvairiy rasiy Ciobreliy (Thymus spp., Lamiaceae) eteriniai
aliejai turi antibakteriniy, antigrybeliniy, antimutageniniy, prieSvézZiniy, antioksidaciniy,
antispazminiy savybiy, yra aromatingi, todél naudojami farmacijoje, maisto pramonéje,
kosmetikoje ir parfumerijoje. Ciobreliy preparatai naudingi gydant kvépavimo sistemos ligas,
virskinimo sutrikimus, burnos higienos reikméms ir kt. (1-7). Lietuvoje gana populiari yra ir
Ciobreliy arbata, kg galime pastebéti lankydamiesi vaistinése bei jy internetiniuose portaluose.
Apie tai liudija ir gana dideli komerciniy gamintojy augalinés Zaliavos poreikiai. PavyzdzZiui,
Svencioniy vaistazoliy fabriko poreikis ¢iobreliy augalinei Zaliavai — ¢iobreliy Zolei — 2023 metais
nurodomas 15000 kg, t. y., didZiausia paklausa lyginant su kitomis vaistazolémis (8).

Viena Zinomiausiy Thymus genties rsiy Lietuvoje yra keturbriaunis Ciobrelis (Thymus
pulegioides L.) — gana daZnas pietiniy ir rytiniy rajony sausy pievy, ganykly, ypac kalvy ir pylimy
Slaity augalas (9). Jdomu tai, kad Sios rasies augalai pasizymi nemazu cheminiu polimorfizmu,
pasireiSkianciu tam tikry komponenty vyravimu eteriniy aliejy sudétyje. Lietuvoje yra isskirti Sesi
keturbriaunio ciobrelio chemotipai: linalolio, timolio, a-terpinilo acetato,
geranialio/geraniolio/neralio, karvakrolio/y-terpineno/p-cimeno, timolio/karvakrolio/y-
terpineno/p-cimeno (10-12), kurie gali bati grupuojami j turincius fenoliniy junginiy (arba
fenolinius) ir neturincius fenoliniy junginiy (arba nefenolinius) (13) .

Yra Zinoma, kad eteriniy aliejy sintezei jtakos turi temperatira, Sviesa, drégmé, CO; ir
ozono lygis(14-17). Apciuopiama poveikj jy kiekybinei ir kokybinei sudéciai gali turétiir fenologiné
fazé, kurios metu renkama Zaliava. Nustatyta, kad didZiausi eterinio aliejaus kiekiai Thymus
genties augaluose susikaupia pirmo arba antro zydéjimo metu (18-20). Taciau labai mazai tokiy
tyrimy atlikta su T. pulegoides individais ir ypac su skirtingais Sios risies chemotipais.

Moksliniais tyrimais nustatyta, kad su eteriniy aliejy sinteze susijusiems lapo epidermio
struktdriniams pozymiams, tokiems kaip Zioteliy tankis, eteriniy aliejy liauky tankis ir dydis, jtakos
turi CO2 koncentracija atmosferoje, Sviesos kiekis ir intensyvumas, drégmé, temperatira, dirvos
pH (21-24) . Taip pat yra duomeny, kad kai kuriy rasiy eterinius aliejus kaupianciy augaly Zioteliy
tankis skirtingose lapo pusése keiciasi priklausomai nuo fenofazeés (25). Taciau tokiy tyrimy néra
atlikta su Thymus pulegioides, viena i$ populiariausiy Lietuvoje aromatiniy augaly rasimi.

Mokslinés Zinios apie fenologinés fazés jtaka skirtingy Thymus pulegioides chemotipy
eteriniy aliejy kaupimuisi bei su tuo susijusiy lapo epidermio struktariniy poZzymiy pokyéiams

reikalingos siekiant giliau biologiskai pazinti rGsj, jos vidurdsine jvairove, taip pat siekiant
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visapusiskiau jvertinti biologisSkai aktyviy medziagy — eteriniy aliejy — kaupimosi chemotipinius

désningumus, badingus Siai rsiai ir svarbius vaistinés Zaliavos ruoSimo pozitriu.



DARBO TIKSLAS IR UZDAVINIAI

Darbo tikslas: Nustatyti fenofazés jtakg keturbriaunio Ciobrelio (Thymus pulegioides
L.) eteriniy aliejy kiekybinei sudédiai ir su eteriniy aliejy kaupimusi susijusioms lapo epidermio

struktiroms fenoliniuose ir nefenoliniuose chemotipuose.

Darbo uzdaviniai:

1. Atlikti Thymus pulegioides eteriniy aliejy kiekybine analize hidrodistiliacijos metodu,
naudojant Klevengerio aparata.

2. Nustatyti fenofazés jtakg T. pulegioides eteriniy aliejy kiekybinei sudéciai, atsizvelgiant j
skirtingus chemotipus.

3. Atlikti T. pulegioides lapo epidermio strukttry analize jspaudo metodu, naudojant optinj
mikroskopa.

4. Nustatyti fenofazés jtakg T. pulegioides Zioteliy ir eteriniy aliejy liaukuciy tankiui bei

eteriniy aliejy liaukuciy dydziui, atsizvelgiant j skirtingus chemotipus.
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LITERATUROS APZVALGA

1.1. Ciobreliy (Thymus L.) biologiné jvairové ir cheminis polimorfizmas

Pagal rsiy skai¢iy Thymus yra viena i$ didziausiy genciy Lamiaceae Seimoje.
Thymus genciai priklauso vir§ 200 rasiy. Rasiy skaiciumi jg pralenkia tik Salvia, Hyptis, Scutellaria,
Teucrium, Nepeta ir Plectranthus gentys, kuriy Lamiaceae Seimoje i$ viso yra apie 220. Thymus
gentis yra paplitusi didZiojoje Eurazijos Zemyno dalyje, taip pat jos atstovy galima rasti
Grenlandijos pakrantése, Kanary salose, Sacharos dykumos Siaurinéje dalyje, Etiopijos kalnuose
(7,26). Lietuvoje naturaliai auga tik dvi Thymus genties rasys: keturbriaunis Ciobrelis (Thymus
pulegioides L.) ir paprastasis Ciobrelis (Thymus serpyllum L.) bei jy hibridas Thymus x oblongifolius
Opiz (27,28).

Nors Thymus genties augalai gali augti jvairiose klimato sglygose, bet dauguma Sios
genties rusiy aptinkama Vidurzemio jlros regione, kuris laikomas jy kilmés centru. Jie paprastai
ir auginami tenai, taip pat daugumoje kity Svelnaus vidutinio ir subtropinio klimato regiony,
jskaitant Piety ir Vidurio Europa (7). Ciobrelio genties augalai mégsta augti saulétose vietose, kur
yra gerai drenuojamas ir kalkingas dirvozemis bei daznai randami akmeningose vietovése. Jie gali
augti tiek smélio kopose, tiek gipsazeméje, tiek kalkingame dirvozemyje bei pakesti ekstremalius
klimato pokycius (temperataros ir krituliy) (6,7,26).

Thymus genties augalai yra daugiameciai krimai arba puskridmiai (retai — Zolés),
uzaugantys iki 50 cm, kai kuriais atvejais net iki 1 m aukscio. Stiebai keturbriauniai arba apvalus.
Lapai dazniausiai, ovalis arba lancetiski, vientisi arba dantyti, plaukuoti arba lygls (7,29,30).

Thymus genties augalai gali daugintis ir bati dauginami jvairiais bdais: séklomis,
gyvasakémis, kero dalijimusi (31,32). Pagrindinés apdulkintojos yra bités (Apis mellifera). Taip pat
Siems augalams bidingas moteriskas dvinamiskumas (angl. gynodioecy), tai yra toks lyties
polimorfizmas, kai toje pacioje populiacijoje auga vienaly¢iai moteriski ir dvily¢iai individai.
Individy nepasizyminciy moterisku dvinamiskumu Ziedai yra apdulkinami greiciau nei individy
pasizyminciy Situo pozymiu (33,34). Thymus genties rasys gali nesunkiai kryZzmintis tarpusavyije,
todél aptinkama daug natiralios kilmés tarprasiniy hibridy (30).

Thymus genties augalai pasizymi cheminiu polimorfizmu, todél pagal kaupiamy
eteriniy aliejy dominuojantj komponentg yra iSskiriamos dvi pagrindinés chemotipy grupés:
fenoliniai ir nefenoliniai. Chemotipai yra nulemti genetiskai, bet, keic¢iantis meteorologiniams
veiksniams (temperatdrai, lietaus kiekiui, saulés Sviesos trukmei), dirvoZzemio kokybei bei augalo
sezoninio vystymosi fazei, gali keistis augaluose kaupiamy eteriniy aliejy ir juos sudaranciy
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cheminiy junginiy kiekybiné sudétis ir dominuojan¢iy monoterpeny dalis (7,19,35). Ciobreliy
genties augaly eteriniuose aliejuose yra randama apie 360 skirtingy lakiyjy komponenty, i$ kuriy
dominuoja monoterpenai, o pastaruosiuose timolis ir karvakrolis yra daZniausiai aptinkami, bei
mazesniais kiekiais aptinkamai ir seskviterpenai. Augaluose eterinis aliejus yra biosintetinamas ir
kaupiamas specializuotuose liaukutése — trichomuose (7,19,35,36). Thymus genties augaly
eteriniai aliejai turi antibakteriniy, antigrybeliniy, antimutageniniy, antivéZiniy, antioksidaciniy,
antispazminiy savybiy, todél yra naudojami maisto, farmacijos, kosmetikos ir parfumerijos
pramonése. Farmacijoje Ciobreliy preparatai yra palciai naudojami gydant kvépavimo sistemos
ligas, o retesniais atvejais — virskinimo sutrikimus (1-7).

T. pulegioides yra daugiametis, Sliauziantis puskrimis, turintis keturbriaunj stiebg
su plaukeliais ant briauny. Sio augalo lapai yra kiausinio formos, didZiausio plo¢io lapo mentés
viduryje ir su aiskiai iSreikstu lapkociu (37,38). Sis augalas auga sausose, akmenuotose ir
Zvyringose dirvose, nuo zemumy iki kalny ir daznai apimantis didelius pievy plotus saulétuose
Zzemyno kalvy Slaituose. Keturbriaunis Ciobrelis gali augti rigs¢iame, neutraliame ir Sarminiame
dirvozemyje (pH nuo 5,1 iki 8,1) (38,39). Lietuvoje Sis augalas yra daznas, daugiausia paplites
pietiniy ir rytiniy rajony sausose pievose, ganyklose, kalvy ir pylimy Slaituose, pakelése (9). T.
pulegioides yra daznai randamas Europoje ir Vidurzemio jiros regione (2). Sios risies augalai
pasizymi cheminiu polimorfizmu ir yra iSskiriami aStuoni chemotipai: a-terpinilo acetato,
fenchono, timolio/karvakrolio/y-terpineno/p-cimeno, timolio, karvakrolio/y-terpineno/p-
cimeno, geranialio/geraniolio/neralio, linalolio, cis-sabineno hidrato (1,11,40). Nors centrinéje
Europoje yra aptinkami visi ketrubriaunio ¢iobrelio chemotipai, Siaurinéje Europos dalyje
dazniausiai randami fenoliniai chemotipai (timolio ir karvakrolio) (41). Remiantis literatlros
duomenimis, T. pulegioides augalai gali sukaupti eterinio aliejaus nuo 0,28 % iki 0,60 % (eterinio
aliejaus masé padalinta i$ augalo Zaliavos masés), jei nedZiovintas augalas ir nuo 0,60 % iki 1,31
%, jei dziovintas augalas, o Lietuvoje Sios rasies augalai sukaupia nuo 0,33 % iki 1,21 % (38,42).
Lietuvoje iSskiriami Sesi keturbriaunio ¢iobrelio chemotipai: linalolio, timolio, a-terpinilo acetato,
geranialio/geraniolio/neralio, karvakrolio/y-terpineno/p-cimeno, timolio/karvakrolio/y-

terpineno/p-cimeno. (10-12)

1.2. Eteriniy aliejy biosintezé, savybés, reikSmé, iSgavimo budai

DazZniausiai eteriniai aliejai yra specifinio kvapo, bespalviai, aliejaus konsistencijos,

lakiyjy organiniy junginiy misiniai. Vis tik, eteriniy aliejy spalvos spektras gali apimti nuo geltonos

12



iki tamsiai rudos, su visais tarpiniais atspalviais, iSskyrus ramunéliy eterinius aliejus, kurie atrodo
mélynai violetiniai. Eteriniai aliejai daZniausiai yra lengvesni uz vandenj bei yra hidrofobiniai —
blogai tirpsta vandenyje, bet gerai tirpsta riebaluose, alkoholiuose ir daugumoje kity organiniy
skysciy (43). Terpenoidy ir fenilpropanoidy dariniai yra pagrindiniai eteriniy aliejy komponentai.
Daugumos augaly eteriniuose aliejuose terpenoidai sudaro apie 80% (44).

Terpenodai, kaip antriniai metabolitai, susidaro mevalono ragsties biosintezés
kelyje. Sitame kelyje geranilo pirofosfatas (GPP) yra monoterpeny pirmtakas, o
farnezilpirofosfatas (FPP) — seskviterpeny pirmtakas. Monoterpeny biosintezé pagrindinai vyksta
augaly Iasteliy plastidése, o seskviterpeny — citoplazminéje matricoje (citozolyje) (45).

Augalai sintetina eterinius aliejus tam, kad mazinty abiotinj stresg, alelopatijai,
apsaugai nuo Zzolédziy ir mikrobiniy patogeny, taip pat apdulkintojy ir sékly platintojy
pritraukimui. Tiesioginis apsauginis eteriniy aliejy poveikis yra daugiausia atbaidantis ir (arba)
mazinantis virSkinamuma, augimg ir dauginimasi. Prie Sito poveikio prisideda seskviterpenai.
Alelopatinis eteriniy aliejy poveikis leidZia juos sintetinantiems augalams daryti jtaka kity savo
bendrijos augaly augimui, iSlikimui, vystymuisi ir dauginimuisi. Uz Si poveikj pagrindinai atsakingi
monoterpenai. Eteriniy aliejy sintezei jtakos turi temperatira, Sviesa, drégmé, CO; ir ozono lygis.
Izoprenas ir monoterpenai didina bendra fotosintezés Silumine tolerancijg, apsaugo fotosintezés
aparatg ir padeda palaikyti fotosintezés aktyvuma esant aukstai temperattrai (virs 40 °C) (14—
17).

Didzioji dalis eteriniy aliejy, taip pat tie, kurie yra sintetinami Thymus genties
augaluose, turi antimikrobiniy savybiy (antibakteriniy, antivirusiniy, antigrybeliniy). Todél jie yra
naudojami farmacijoje ir maisto pramonéje (skoniui, aromatui ir konservavimui). Eteriniai aliejai
yra placiai naudojami burnos skys¢iy ir danty pastos gamyboje. Farmacijoje i$ eteriniy aliejy
gaminami preparatai yra placiai naudojami gydant jvairias infekcines kvépavimo taky, virskinimo
ir Salinimo sistemy, odos ligas. Jie taip pat pasizymi antioksidaciniu poveikiu bei gali neutralizuoti
laisvuosius radikalus. Nuo senovés laiky eteriniai aliejai dél aromatiniy savybiy yra naudojami
kosmetikos ir parfumerijos pramonéje (17,46—-49).

Eterinius aliejus galima isskirti i$ augaly jvairiais distiliavimo metodais: distiliacija
garais, hidrodifuzija, hidrodistiliacija, distiliacija susmulkinant (43,50).

Distiliavimas garais vyksta tam pritaikytame aparate, kuriame tiriamojo augalo
Zaliava padedama ant viduje esanciy specialiy groteliy ir garai, tiksliai reguliuojant jy kiekj,
leidZiami i$ gary generatoriaus i$ apacios augalinei Zaliavai. Eteriniais aliejais uZpildyti garai teka
per kolonéle ir kondensuojami prie$ dekantavima ir surinkima j Florencijos kolbg. Eteriniai aliejai,
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kurie yra lengvesni (dazniausiai) arba sunkesni uz vandenj, sudaro dvi nesimaisancias frakcijas,
kurios lengvai atskiriamos. Sio metodo principas yra tas, kad bendras gary slégis yra lygus aplinkos
slégiui esant mazdaug 100 °C, todél lakieji komponentai, kuriy virimo temperatira svyruoja nuo
150 iki 300 °C, gali bati iSgarinami esant vandens temperatirai. Naudojant §j metodg, dél aukstos
temperatlros ir drégmeés eterinio aliejaus kvapas gali pakisti, nes kai kurie lakieji junginiai
nugaruoja (43).

Hidrodifuzija — metodas, kai sistemoje naudojant osmosinj spaudimg garai
jpurskiami i$ virSaus, teka per augaline Zaliavg j apacig. Gary misinys su eteriniais aliejais yra
kondensuojamas tiesiai po augalo Zaliavos bandinio grotelémis. Sis metodas gali sumaZinti gary
suvartojimg ir distiliavimo laikg, tuo tarpu galima gauti geresne iseigg, palyginti su distiliavimu
garais (43).

Hidrodistiliacija — tai distiliavimo garais variantas, kurj Prancizijos farmakopéja
rekomenduoja eteriniy aliejy ekstrahavimui i$ dzZiovinty prieskoniy ir eteriniy aliejy kokybés
kontrolei laboratorijoje. Vietoj gary tiekimo hidrodistiliuojant tiriamosios augalinés Zaliavos yra
tiesiogiai panardintos j vandenj. Tada Sis kietos medziagos ir skyscio miSinys kaitinamas iki virimo
esant atmosferos slégiui inde, kur $iluma leidZia augaly Iastelése i$skirti kvapiasias molekules. Sie
lakieji aromatiniai junginiai ir vanduo sudaro azeotropinj misinj, kuris gali bati kartu iSgarinamas
esant tokiam paciam slégiui, o po to kondensuojamas ir atskiriamas Florencijos kolboje dél jy
nesimaiSymo ir tankio skirtumo. Svarbu paminéti, kad iSgauti eteriniai aliejai skiriasi nuo pradiniy,
dél ilgo distiliavimo laiko (43).

Distiliacija susmulkinant (angl. maceration distillation) taikoma iSgauti eterinius
aliejus, kuriuose tarp lakiyjy junginiy yra glikozidinés jungtys. Pries distiliuojant, augalinés
Zaliavos smulkinimas yra vykdomas Siltame vandenyje, kad tos jungtys buty suardytos. Toks
distiliacijos budas yra naudojamas iSgauti eterinius aliejus i brokoliy, ¢esnaky, svoguny,
marenikés lapy, migdolo rieSuty, muskato riesuty (50).

Siekiant giliau iStirti gautus eterinius aliejus, reikalinga atskirti ir identifikuoti jy
cheminius komponentus. Vienas isS efektyviausiy eteriniy aliejy komponenty atskyrimo metody
yra dujy chromatografija (angl. gas chromatography — GC). GC apima atskyrimo technologijas,
pagrjstas lakiyjy junginiy anali¢iy adsorbcijos skirtumu, kai mobili fazé yra dujos, o stacionarioji
fazé yra kieta (dujy-kietyjy medziagy chromatografija) arba pusiau kietas skystis (dujy-skysciy
chromatografija). Kadangi didZioji dauguma aromatiniy medziagy ir kvapiyjy medziagy yra lakios,

GC metodai yra tinkamiausi jy atskyrimo ir kiekybinio nustatymo metodai. Taciau GC technologijy
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naudojimas yra ribotas santykinai mazu junginiy skai¢iumi: analités gary slégis turi bati mazesnis
nei 350—400 °C ir ji turi bati stabili atskyrimo temperatiroje (51).

Jprastg GC prietaisg sudaro nesSanciyjy dujy tiekimo sistema (mobili fazé),
injektoriaus prievadas, atskyrimo kolonélé, detektorius ir duomeny apdorojimo jrenginys. Buvo
sukurta nemazai purkstuky sistemy. PurkStuvai turi tiekti iSgarintg méginj j atskyrimo kolonélés
pradZig kuo mazesniu pradiniu pralaidumu. Dvi pagrindinés purkstuky klasés yra garinimo ir ant
kolonélés esantys purkstukai. Garinimo purkstuky temperatdra yra identiska arba aukstesné uz
GC kolonélés temperatiira. Siose sistemose méginys greitai i§garinamas. Méginius j injektoriy
galima jvesti SvirkStu. Méginio komponentai, kurie néra lakls injektoriaus temperaturoje, lieka
prijungti prie purkStuko arba analitinés kolonélés pradZioje, todél sumazéja visos GC sistemos
efektyvumas. Ant kolonélés esantys purkstukai meéginj nunesa tiesiai j kolonéle (51).

GC kolonélés buna dviejy tipy — su uZpildu ir kapiliarinés. UZpildytos kolonélés
paruoSiamos uZpildant metalines arba stiklines kolonéles mazomis dalelémis, paprastai
padengtomis plonu didelés molekulinés masés nelakaus polimero sluoksniu. Kietas pagrindas
daznai blna diatomitiné Zemé, stiklo rutuliukai ir t.t. Be nelakumo, dangos medzZiaga turi bati
chemiskai stabili ir mazo klampumo matavimo temperatiroje, taip pat turi bati geras méginio
komponenty selektyvumas ir turi gerai drékinti inertiniy daleliy pavirSiy bei vidine kolonélés
sienele. Dél didéjancio slégio uzpildyty kolonéliy maksimalus ilgis yra apie 3 m, o kapiliarinés
kolonélés gali siekti 60 m. UZpildytos kolonélés pranasumai yra didesnis méginio dydis, mazesné
kaina; taciau kapiliariniy kolonéliy efektyvumas yra gerokai didesné, jos tinkamesnés
sudétingiems miSiniams analizuoti (51).

Kapiliariniy kolonéliy vidinis skersmuo yra 0,2—0,53 mm, jos daZniausiai gaminamos
iS lydyto silicio dioksido. Kapiliarinés kolonélés vidiné sienelé padengta plonu polimerinés
stacionarios fazés sluoksniu, kurio storis svyruoja nuo 0,1 iki 5 um. Kolonélés dangos stabilumas
gali bati padidintas sukryZzminus polimerg ir kovalentiSkai suriS8ant jj su vidinés sienelés
pavirSiumi. Patikima kolonélés temperatlros kontrolé vaidina lemiamg vaidmenj atskyrimo
proceso veiksmingumui. Matavimai gali biti atliekami esant pastoviai temperatirai (izokratinio
atskyrimo rezimas) arba kolonélés temperatira gali bati padidinta pagal iS anksto nustatytg
programg (temperatiros gradientas). Daugeliu atvejy neSiklio dujos yra chemiskai inertiskos
dujos, neturincios Zymios adsorbcijos, tokios kaip helis, vandenilis ar azotas. Dél didelio degumo
vandenilis nenaudojamas daznai, o helio naudojima riboja jo kaina. GC praktikoje paprastai
naudojamas azotas; taciau ypatingiems uzdaviniams spresti tiek praktikoje, tiek GC teorijoje gali

bati naudojamos ir kitos dujos (51).
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Tiriamy cheminiy junginiy detektorius jrengiamas GC kolonélés gale. Jis sgveikauja
su tirpiy medZiagy molekulémis; sgveika paverciama signalu, kuris siunciamas j jraSymo ir/ar
duomeny apdorojimo jrenginj. Sudaromas signalo intensyvumo ir analizés laiko grafikas
(chromatograma). Pagrindiniai detektoriaus parinkimo kriterijai yra jautrumas (maziausias
aptinkamas analités kiekis) ir selektyvumas (skirtumai tarp detektoriaus atsakymy skirtingoms
tos pacios koncentracijos analitéms). Buvo sukurta nemazai detektoriy, skirty jvairioms cheminiy
junginiy aptikimo problemoms spresti. Dazniausiai naudojami liepsnos jonizacijos, azoto-fosforo,
liepsnos fotometriniai, elektrony gaudymo, Silumos laidumo, chemiliuminescenciniai detektoriai.
Pastarojo desimtmecio jvairiy tipy masés spektrometrijos (angl. mass spectrometric — MS)
metodai buvo sukurti ir yra naudojami su GC. Be jautrumo, pagrindinis MS sistemy privalumas
yra tai, kad jos leidZia identifikuoti analites, ko negalima tiesiogiai pasiekti kitais aptikimo

metodais (51).

1.3. Fenofazés jtaka eteriniy aliejy kiekybinei ir kokybinei sudéciai

Be jau anksciau minéty veiksniy, daranciy jtakg eteriniy aliejy biosintezei, dar
pakankamai stipry poveikj jy kiekybinei ir kokybinei sudéciai turi augalo fenofazé, kurios metu
Zaliava yra renkama (18-20). A. R. Golparvar ir B. Bahari tirdami Thymus vulgaris L., uZzauginty
Irane, fenofazés jtaka eteriniy aliejy kiekiui bei sudédciai, nustaté, kad T. vulgaris didZiausi
vidutiniai eteriniy aliejy bei didziausi timolio kiekiai buvo gaunami augalo Zydéjimo viduryje, o
maziausi kiekiai — vegetatyvinéje fazéje, ir todél autoriai rekomenduoja rinkti Sios rusies Zaliava
Zydéjimo pradzioje ir vengti rinkti augalo vegetatyvinéje fazéje (18).

Felice Senatore savo moksliniame darbe nustatinéjo Zaliavos rinkimo laiko jtakg T.
pulegioides, uzauginty piety Italijoje, eteriniams aliejams. Pagal gautus rezultatus, buvo
nustatyta, kad didZiausias eteriniy aliejy kiekis Sitoje rasyje buvo pilno Zydéjimo periode (1,11 g/
ankstyvajj Zydéjima (50,3 %), deguonies turin¢iy monoterpeny santykinai daugiausia buvo pilno
zydéjimo metu (52,4 %), bei timolio ir karvakrolio santykinai daugiausia buvo irgi pilno Zydéjimo
metu (43,3 %) (20).

Vaida Vaiciulyté, Rita Butkiené ir Kristina LoZiené tyrinéjo meterologiniy salygy ir
fenofazés jtakas eteriniam aliejui bei karvakrolio ir jo pirmtaky (p-cimenas ir y-terpinenas) kiekiui
Thymus pulegioides karvakrolio chemotipo individuose, uZaugintuose Lietuvoje. Sio tyrimo

duomenys buvo renkami $eSiy mety laikotarpiu. Jos nustaté, kad didZiausias eterinio aliejaus
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kiekis buvo po antrojo Zydéjimo periodo, per sékly brendimo periodg, o maziausias — antrojo
Zydéjimo stadijoje. Karvakrolio procentiskai irgi daugiausia buvo po antrojo zydéjimo periodo,
per sékly brendimo periodg, p-cimeno procentiskai daugiausia buvo pirmo Zydéjimo stadijoje, y-
terpineno procentiSkai daugiausia buvo stiebo ilgéjimo stadijoje, maziausi kiekiai buvo nustatyti

antrojo Zydéjimo metu (19).

1.4. Lapy epidermio struktdros, susijusios su eterinio aliejaus kaupimusi, fenofazeés jtaka
Zioteliy tankiui.

Ziotelés (angl. stomata ) yra atsakingos u? dujy apykaitg augale — per jas j audinius
patenka anglies dioksidas, paimamas arba pasalinamas deguonis, garinamas vanduo . Ziotelés yra
epidermyje esancios angelés, arba poros, kuriy kiekvieng riboja dvi varstomosios lgstelés (angl.
“guard cells”) ir dvi arba keturios pagalbinés lgstelés (52). Zioteliy sistema yra bidinga
induoCiams augalams, kurie skirstomi j sporinius bei séklinius induocius. Sékliniai induociai savo
ruoztu skirstomi j plikaséklius ir gaubtaséklius. Pastariesiems priklauso Thymus gentis. (53)

Ziotelés daZniausiai biina ant Zaliy antzeminiy augaly daliy, ypa¢ ant lapy. Jos taip pat gali
susiformuoti ant stieby, bet reciau nei ant lapy. Kai kuriy chlorofilo neturinéiy sausumos augaly
(Monotropa, Neottia) antzeminés dalys ir Saknys paprastai neturi Zioteliy, taciau tokig struktira
turi $akniastiebiai. Ziotelés gali susiformuoti ir ant kai kuriy panardinty vandens augaly daliy.
Jvairiy spalvy Ziedlapiai daznai turi Zioteles, kartais nefunkcionuojancias. Vaisiai taip pat gali turéti
Jioteles. Zioteliy yra ant kuokeliy ir vaislapyny. (53)

Ziotelés gali biti paskirstytos lapy pavir$iuose $iais bidais:

e Amfistomatinio lapo abiejuose pavirSiuose yra Ziotelés. Dauguma augaly turi tokj
pasiskirstyma. Yra iSskiriami Sio budo potipiai:

» Heterostomatinis lapas turi Zioteles, kuriy apatiniame pavirsSiuje yra
daugiau nei dvigubai dazZniau nei virSutiniame pavirsiuje.

» lzostomatinis lapas turi Zioteles, kurios abiejuose pavirsSiuose susidaro
mazdaug vienodu dazniu.

e Hipostomatinis lapas turi Zioteles tik apatiniame pavirsiuje. Daugeliui medziy rasiy
bldingi hipostomatiniai lapai, pavyzdZiui, paprastieji kasStonai (Aesculus
hippocastanum L.) ir liepos (Tilia europaea L.).

e Epistomatinis lapas turi Zioteles tik virSutiniame lapo pavirSiuje. Kai kurie

pliduriuojantys augalai yra epistomatiniai. (53)
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Daugelio rasiy lapy Zioteliy tankis yra nuo 100 iki 300 vnt./mm2. Daugumos augaly
apatiniame (abaksialiniame) pavirSiuje yra daugiau Zioteliy nei virSutiniame (adaksialiniame)
pavirSiuje. Stomatalinis santykis yra Zioteliy kiekio adaksialiniame pavirsiuje santykis su Zioteliy
kiekiu abaksialiniame pavirsiuje. (53)

Zioteliy skaicius ploto vienete kei€iasi augant lapui. Ankstesniuose vystymosi etapuose jis
paprastai bina didesnis nei vélesniuose etapuose. Ziotelé gali padidéti ir keisti forma, didéjant
lapalakséiams. (53)

Lapui subrendus, Zioteliy skaicius lapo ploto vienete gali biti nevienodas. Jj gali paveikti
aplinkos veiksniai. Daugiau Zioteliy ploto vienete susidaro sauléje eksponuotuose lapuose nei
Seséliuose. Drégnoje dirvoje ir dideléje drégméje auganciy augaly lapuose Zioteliy ploto vienete
susidaro daugiau nei ty, kurie auga sauso dirvozemio salygomis. Zioteliy tankiui jtakos gali turéti
lapy padétis, CO; koncentracija atmosferoje, temperatdra, dirvos pH. (21-24)

Taip pat yra atliktas darbas su datuline paprika (Capsicum chinense Jacq.), kurioje buvo
tiriama fenofazés jtaka Zioteliy tankiui. Tyrimas parodé, kad fenofazé turéjo didele jtaka Zioteliy
tankiui virSutinéje lapo puséje, didZiausias tankis buvo pries Zydéjimo faze, o apatinéje lapo
puséje fenofazés nepadaré didelio skirtumo Zioteliy tankiui. (25)

Thymus genties augaly lapai turi Zioteles abejose lapy pusése. Sios genties risiy lapy
apatinéje puséje visada yra daugiau Zioteliy nei virSutinéje, bet Zioteliy santykis skiriasi
priklausomai nuo rusies. Daugumai rasiy skirtumas tarp lapo apatinés pusés ir virSutinés pusés
Zioteliy tankio yra nezymus, svyruojantis nuo keliy iki penkiasdesimt procenty, bet Zioteliy
pasiskirstymas Thymus pulegioides skiriasi labiau nei kituose Thymus genties augaluose. Sios
rasies apatinéje lapo puséje yra kelias deSimtis karty daugiau Zioteliy nei virSutinéje puséje. (54)

Be Zioteliy, dar viena svarbi lapo epidermio strukttra yra eteriniy aliejy liaukuté, arba
liaukiniai plaukeliai, arba trichomai (angl. glandular trichomes). Trichomai yra epidermio tesinys,
atsirandantis i$ epidermio Igsteliy ir gali bati sudarytas i$ vienos arba keliy Iasteliy. Jy dydis gali
svyruoti nuo keliy mikrometry iki keliy centimetry ir gali bati jvairiy formy. Kriterijus, kuris
dazniausiai naudojamas klasifikuojant juos, yra tai, ar jie yra neliaukiniai, ar liaukiniai. Neliaukiniai
trichomai yra placiai paplite augaly karalystéje, jskaitant gaubtaséklius, plikaséklius, pataistnus,
paparcius ir samanas. Liaukiniai trichomai paprastai yra daugialgstés, sudarytos is diferencijuoty
baziniy, stiebiniy ir virsStniniy lgsteliy ir gamina didelius kiekius skirtingy klasiy specializuoty
metabolity. Augalai gamina Siuos liaukinius trichomus ir jy specializuotus metabolitus, kaip

eterinius aliejus, kad galéty saveikauti su aplinka. Jie atlieka jau pries tai minétus esminius
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vaidmenis, pavyzdZiui, saugant nuo Zolédziy ir patogeny, ir apsaugo nuo abiotiniy veiksniy, tokiy
kaip UV, stipri Sviesa ar sausros stresas (55).

Nepaisant liaukiniy trichomy morfologijos jvairoveés, keli tipai, atrodo, kartojasi jvairiose
augaly rusyse ir Seimose. Atrodo, kad jy morfologija yra pritaikyta prie jy gaminamy junginiy tipo,
ypac atsizvelgiant j lakuma. Nelakios ir daznai lipnios dervingos medziagos, tokios kaip acilcukrai
ar tam tikri diterpenoidai, daZniausiai gaminamos kapitatinéme trichome (angl. capitate
trichomes). Paprastai juos sudaro viena baziné Igstelé, viena ar kelios stiebelio Igstelés ir viena ar
kelios sekrecinés lgstelés kotelio gale. Trichomo gale esancios Igstelés iSskiria junginius tiesiai j
trichomo pavirsiy. Lakiuosius junginius gaminanciuose trichomuose paprastai yra saugojimo
vietos, leidZiancios sulaikyti lakigsias medziagas savo skystoje bisenoje, kurios iSsiskiria tik
pazeidiiant trichomus (pvz., po ZolédZiy). Si erdvé gali bati subkutikulé (angl. subcuticular), tai
yra, esanti tarp sekreciniy Igsteliy ir kutikulés (angl. cuticle). Taip yra Lamiaceae (méty Seimos)
skydiskuose trichomuose (angl. peltate trichomes) arba Asteraceae (ramunéliy Seimos)
dvisakiuose trichomuose (angl. bifurcate trichomes)(55).

Thymus genties augaluose yra aprasyti trys morfologiskai skirtingi liaukiniy trichomuy tipai:

e Peltatiniai trichomai (angl. peltate trichomes, susidedantys i$ bazinés Igstelés,

stiebelio Igstelés ir 12 Igsteliy galvutés, yra pasiskirste ant stiebo, lapo, vainiko ir
iSorinés taurelés pusés.

e Kapitatiniai trichomai (angl. capitate trichomes), susidedantys iS vienalgscio

pagrindo, 1-2 lasciy stiebo ir vienalgstés galvutés, yra iSsidéste pladiau nei
peltatiniai, esantys ant stiebo, lapo, ir taurelés.

e Digitiforminai_trichomai (angl. digitiform trichomes) yra tiesiog paskirstyti

iSorinéje vainikélio puséje, kurig sudaro 1 baziné lgstelé, 3 stiebo Igstelés ir 1
galvos lgstelé. Visi trys liauky trichomy tipai gali iSskirti eterinj aliejy.

Visuose peltatiniuose trichomuose ir digitiforminiuose trichomuose eterinis aliejus
saugomas dideléje subkutikulinéje erdvéje, iSsiskiriantis plysus kutikulei, o kituose trichomuose
eterinis aliejus kerta plong kutikule (56).

V. Kamasina ir K. LoZiene tyré Thymus x oblongifolius Opiz, Thymus pulegioides L. ir
Thymus serpyllum L., surinkty Lietuvoje, virSutiniy ir apatiniy lapy pusiy epidermiy struktdras:
eterinio aliejaus liaukuciy tankj ir diametrg, epidermio Igsteliy skaiciy aplink eterinio aliejaus
liaukutes bei Zioteliy tankj. Siame tyrime buvo naudotas jspaudo metodas ant zydéjimo metu
surinktu augaly. Pagal rezultatus matome, kad didZiausias vidutinis eterinio aliejaus liaukuciy
tankis yra Thymus pulegioides apatinéje lapo epidermio puséje ir Thymus x oblongifolius
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virsutinéje lapo epidermio puséje. DidZiausias vidutinis eterinio aliejaus laukuciy diametras buvo
Thymus pulegioides virSutinéje lapo epidermio puséje. Didziausias vidutinis Zioteliy tankis buvo

Thymus pulegioides apatinéje lapo epidermio puséje (57).
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TYRIMO METODAI

2.1. Augalinés Zaliavos rinkimas

Augaliné Zaliava buvo ruoSiama Gamtos tyrimy centro Lauko bandymy stotyje
(Prasiskiy g. 41, Vilnius). Thymus pulegioides individai buvo perkelti i$ natdraliy augavieciy,
vegetatyviai padauginti ir kiekviename bandomajame laukelyje pasodinta po 9 individus. IS viso
buvo jkurti 8 eksperimentiniai laukeliai, kuriy kiekvieno plotas 1 m2. Pirmame, tre¢iame ir
penktame laukeliuose buvo pasodinti moteriski fenoliniai individai, antrame, ketvirtame ir
SeStame laukeliuose buvo pasodinti hermafroditiniai fenoliniai individai, o septintame ir
astuntame laukeliuose buvo pasodinti moteriski nefenoliniai individai (2.1.1 Paveikslas).
Fenoliniai chemotipai yra augaly tipas, kuriy eteriniy aliejy sudétyje dominuoja timolis ir
karvakrolis. Nefenoliniy chemotipy eteriniy aliejy sudétyje pagrindinai dominuoja linalolis ir
geraniolis, bet gali dominuoti ir kitos medziagos (35). T. pulegioides individai buvo auginami
vienodomis salygomis, netresiami ir nelaistomi. Zaliava nuimama keturis kartus skirtingais T.
pulegioides fenofaziy periodais: | pjovimas prie$ zydéjima (kai pilnai susidaro pumpurai, tuomet
iS kiekvieno laukelio buvo nupjaunami 3 individai (individai 1, 2, 3) (2.1.2 Paveikslas), Il pjovimo
metu Zaliava buvo pjaunama pilno Zydéjimo metu, tuomet irgi buvo pjaunami 3 individai
(individai 4, 5, 6) kiekviename bandomajame laukelyje (2.1.3 Paveikslas), Ill pjovimo metu Zaliava
buvo imama i$ paskutiniyjy 3 individy (individai 7, 8, 9) Siems pilnai perzydéjus (2.1.4 Paveikslas).
Ketvirtame laukelyje i$ eksperimentiniy laukeliy po Zydéjimo Zaliava nebuvo surinkta, kadangi visi
trys individai buvo nudege. IV pjovimo metu pjaunama i$ po | ir Il pjovimy atZéle ir antrakart
suzydéje T.pulegioides individai (i$ viso 6 individai (individai 1, 2, 3, 4, 5, 6) (2.1.5 Paveikslas).
Kiekvieno pjovimo augaliné Zaliava (vienas T. pulegioides méginys), surinkta iS 8 skirtingy

bandomuyjy laukeliy, dZiovinta atskirai kambario temperatiroje.
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4|56 4|56
123 123
8L- MN 7L-MN
71809 71819
4|56 4|56
123 123
6 L- HF 5L-MF
718109 701819
40516 4|56
1213 11213
4L-HF 3L-MF
7189 7018109
40516 4|56
1213 1213
2L-HF 1L-MF

2.1.1 Paveikslas. Eksperimentiniy laukeliy (L) ir augaly iSdéstymo schema. MF — moteriski

fenoliniai individai; HF — hermafroditiniai fenoliniai individai; MN- moteriski nefenoliniai

individai
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2.1.2 Paveikslas. Thymus pulegioides pries pirmg zZydéjima (I pjovimas).

23



2.1.4 Paveikslas. Thymus pulegioides po pirmo zydéjimo (Il pjovimas).

2.1.5 Paveikslas. Thymus pulegioides antro zydéjimo metu (IV pjovimas).

2.2. Eteriniy aliejy kiekybiné analizé

Eteriniy aliejy kiekybinei analizei naudota orasausé Zaliava, naudojami tik lapai ir
Ziedai, stiebai atskiriami nuo lapy ir Ziedy ir analizei nenaudojami. Eteriniai aliejai iSskirti
hidrodistiliacijos metodu, naudojant Klevengerio aparatus (Clevenger apparatus) (Paveikslas
2.2.1) pagal European Pharmacopoeia aparasytg metodikg (2008) (58). Distiliavimo trukmé dvi
valandos. Augaliné Zaliava i$ kiekvieno pjovimo distiliuota 1-3 pakartojimais priklausomai nuo
turimos Zaliavos kiekio. Eterinis aliejus, surinktas i$ kiekvieno T. pulegioides Zaliavos méginio,
supilamas j atskirus 2 ml stiklinius buteliukus ir laikomas Saldiklyje. Eterinio aliejaus kiekis
kiekviename méginyje buvo jvertinamas mililitrais 100 gramy orasauséje Zaliavoje (V/W — taris i$

mases).
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2.2.1 Paveikslas. Tyrime naudota distiliavimo jranga — Klevengerio aparatai.

2.3. Lapo epidermio struktury analizé

Lapo epidermio struktlry analizé atlikta jspaudo metodu (59). Atliekant lapo
epidermio struktdiry analize jvertintas Zioteliy ir eteriniy aliejy liaukuéiy tankis 1 mm? bei eteriniy
aliejy liaukuciy dydis (diametras) mikrometrais, um. 1S kiekvieno T. pulegioides méginio
(nukirptos augalinés Zaliavos meéginio) atrinktos 8 Sakelés, jy lapeliai buvo padengiami bespalviu
nagy laku: keturiose Sakelése lakuota virSutiné, kitose keturiose — apatiné lapo pusé. 13dzitvus
lakui susidariusi plévelé nuimama ir paruoSiami preparatai stebéjimui pro mikroskopg. IS
kiekvieno méginio pagaminti du preparatai mikroskopavimui: viename preparate stebétos
epidermio struktiros apatinéje lapo puséje (Paveikslas 2.3.1), kitame — virSutinéje (Paveikslas
2.3.2). Matymo lauky skaicius kiekviename preparate 25-30. Mikroskopuota mikroskopu Leica.

Anatominiy struktdry analizei nenaudoti lapo pakrasciai, lapo pamatiné dalis, lapo gyslos.
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2.3.1 Paveikslas. Keli epidermio struktlros apatinés lapo pusés matymo laukai, kuriose yra

matomos Ziotelés ir trichomai (padidinta 20 karty).
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2.3.2 Paveikslas. Keli epidermio struktlros virSutinés lapo pusés matymo laukai, kuriose yra

matomos Ziotelés ir trichomai (padidinta 20 karty).

2.4. Duomeny statistiné analizé

ApskaiCiuoti eterinio aliejaus kiekiy vidurkiai, standartinés paklaidos, Zioteliy,
eteriniy aliejaus liaukuciy tankio ir dydziy vidurkiai, standartiniai nuokrypiai. Eterinio aliejaus
kiekiy skirtumui tarp skirtingy fenofaziy jvertinimui naudotas Kruskal-Wallis testas. Pasirinktas
reik§mingumo lygmuo a = 0,05. Toks reikimingumo lygmuo taikomas visame darbe. Zioteliy,
eterinio aliejaus liaukuciy tankio ir dydziy skirtumui jvertinti naudota vienfaktoriné dispersiné
analizé (One Way Anova), jei atitinka duomeny pasiskirstymo normalumo salygg, ir Kruskal-Wallis

testas, jei neatitinka normalumo sglygos. Pries taikant Anova ar Kruskal-Wallis patikrintas
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duomeny pasiskirstymo normalumas, naudojant Shapiro-Wilk W testg. Statistiné analizé buvo

atliekama programomis RStudio ir SPSS.
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TYRIMO REZULTATAI' IR JiY APTARIMAS

3.1. Fenofazés jtaka T. pulegioides eteriniy aliejy kiekybinei sudéciai.

Nustatyta keturbriaunio ciobrelio (Thymus pulegioides L.) vidutiné eterinio aliejaus

koncentracija 100 gramy Zaliavos kiekvieno tiriamojo laukelio skirtingose fenofazése (3.1.1

Lentelé).

3.1.1 Lentelé. Bendra Zaliavos masé, bendras eterinio aliejaus kiekis ir vidutiné eterinio aliejaus

koncentracija kiekviename laukelyje skirtingos fenofazeés (skirtingas spalvinis fonas) metu.

Laukelis | Chemotipas Lytis Fenofazeé Bendra Bendras Vidutiné eter.
Zaliavos masé, | eterinio aliejaus aliejaus
g kiekis, ml koncentracija,
mi/100 g
1 Fenolinis Moteriska Pries Zydéjima 18,36 0,18 0,980
2 Fenolinis Hermafroditiné | Pries Zydeéjima 6,347 0,04 0,630
3 Fenolinis Moteriska PrieS Zydéjima 14,911 0,17 1,140
4 Fenolinis Hermafroditiné | PrieS Zydéjima 1,707 0,01 0,586
5 Fenolinis Moteriska Pries Zydéjima 6,359 0,04 0,629
6 Fenolinis Hermafroditiné | PrieS Zydéjima 6,277 0,08 1,274
7 Nefenolinis MoteriSka Pries Zydéjima 9,265 0,06 0,648
8 Nefenolinis Moteriska Pries Zydéjima 11,343 0,06 0,529
1 Fenolinis Moteriska Zydéjimo metu 22,62 0,31 1,370
2 Fenolinis | Hermafroditiné | Zydéjimo metu 5,943 0,05 0,841
3 Fenolinis Moteriska Zydéjimo metu 16,988 0,2 1,177
4 Fenolinis Hermafroditiné | Zydéjimo metu 2,028 0,02 0,986
5 Fenolinis Moteriska Zydéjimo metu 4,572 0,06 1,312
6 Fenolinis Hermafroditiné | Zydéjimo metu 8,117 0,1 1,232
7 Nefenolinis Moteriska Zydéjimo metu 18,376 0,12 0,653
8 Nefenolinis Moteriska Zydéjimo metu 29,128 0,13 0,446
1 Fenolinis Moteriska Po Zydéjimo 9,756 0,12 1,230
2 Fenolinis Hermafroditiné Po zydéjimo 1,578 0,03 1,901
3 Fenolinis Moteriska Po Zydéjimo 10,994 0,12 1,092
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4* Fenolinis Hermafroditiné Po Zydéjimo - - -

5 Fenolinis Moteriska Po Zydéjimo 2,976 0,04 1,344
6 Fenolinis Hermafroditiné Po zydéjimo 14,421 0,16 1,109
7 Nefenolinis Moteriska Po Zydéjimo 16,597 0,06 0,362
8 Nefenolinis Moteriska Po Zydéjimo 13,398 0,07 0,522
1 Fenolinis Moteriska Il Zydéjimas 8,059 0,12 1,489
2 Fenolinis Hermafroditiné Il Zydéjimas 3,821 0,04 1,047
3 Fenolinis Moteriska Il Zydéjimas 9,687 0,14 1,445
4 Fenolinis Hermafroditiné Il Zydéjimas 1,374 0,03 2,183
5 Fenolinis Moteriska Il Zydéjimas 7,736 0,08 1,034
6 Fenolinis Hermafroditiné Il Zydéjimas 5,341 0,06 1,123
7 Nefenolinis Moteriska Il Zydéjimas 13,939 0,07 0,502
8 Nefenolinis Moteriska Il Zydéjimas 5,982 0,06 1,003

* Nebuvo surinkta, kadangi visi trys individai buvo Zuve.

3.1.2 Lentelé. Vidutiniai Zaliavos masés ir eterinio aliejaus kiekiai bei koncentracijos visuose

laukeliuose skirtingos fenofazés (skirtingas spalvinis fonas) metu (SD — standartinis nuokrypis).

Fenofazé Vidutiné SD, g Vidutinis SD, ml | Vidutiné eter. | SD,
zaliavos eter. aliejaus aliejaus ml/100
maseé kiekis koncentracija | g
visuose visuose visuose
laukeliuose, laukeliuose, laukeliuose,
g ml mi/100 g
Prie$ Zydejima 6,779 | 2,199 0,058 | 0,029 0,825 | 0,283
Zydéjimo metu 7,698 2,251 0,071 0,031 0,962 0,374
Po zydéjimo 6,972 | 2,848 0,060 | 0,037 0,956 | 0,503
Il Zydéjimas 6,215 | 2,473 0,067 | 0,040 1,148 | 0,520

DidZiausia bendra Zaliavos masé buvo gauta Zydéjimo metu (107,772 g), antra buvo pries

Zydéjimo periode (74,569 g), trec¢ia buvo po Zydéjimo periode (69,72 g), o maZiausiai Zaliavos

buvo per antrg zZydéjimg (55,939 g) (3.1.1 Paveikslas). Analogiskai kaip su Zaliavos mase, taip pat
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ir su bendru eterinio aliejaus kiekiu. DidZiausias bendras eterinio aliejaus kiekis buvo Zydéjimo
metu (0,99 ml), antras buvo pries zZydéjimo periode (0,64 ml), o paskutiniai periodai davé

vienodus eterinio aliejaus kiekius (0,6 ml) (3.1.2 Paveikslas).

Bendra Zaliavos maseé kiekvienoje fenofazéje, g

120
107,772

100
74,569
80 69,72

60 55,939

40

20

Pries zydéjima Zydéjimo metu Po zydéjimo Il Zydéjimas

3.1.1 Paveikslas. Bendra Zaliavos masé visuose laukeliuose kiekvienos fenofazés metu, g.

Skirtumai statistiSkai nepatikimi (p = 0,28)

Bendras eterinio aliejaus kiekis kiekvienoje
fenofazéje, ml

1,2
0,99
1
0,8
0,64 0,6 0,6
0,6
0,4
0,2
0

Prie$ Zydéjima Zydéjimo metu Po 7ydéjimo Il Zydéjimas

3.1.2 Paveikslas. Bendras eterinio aliejaus kiekis visuose laukeliuose kiekvienos fenofazés metu,

ml. Skirtumai statistiskai nepatikimi (p = 0,43)

Siekiant eliminuoti Zaliavos masés jtaka, eteriniy aliejy iSeiga visuose variantuose buvo
perskai¢iuota 100-ui gramy Zaliavos. Tokiu bldu, didZiausia vidutiné eterinio aliejaus

koncentracija Zaliavoje buvo antro Zydéjimo metu (1,1475 ml/100 g), antra didZiausia
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koncentracija — Zydéjimo metu (0,9616 ml/100 g), trecia — po Zydéjimo periode (0,9558mI/100
g), ir maziausia koncentracija buvo pries$ pirmg Zydéjima (0,8248 ml/100 g) (3.1.3 Paveikslas).
Nors matomas koncentracijy skirtumas tarp fenofaziy, taciau statistiné analizé parodeé, kad
Sitame tyrime fenofazé neturéjo statistiSkai reikSmingos jtakos eterinio aliejaus koncentracijai (p
= 0,65). Papildomai dar buvo analizuota fenofazés jtaka skirtingose grupése (fenoliniuose,
nefenoliniuose, moteriskuose, hermafroditiniuose individuose), bet juose irgi fenofazé neturéjo

statistiSkai reikSmingos jtakos eteriniy aliejy koncentracijai (p > 0,05).

Vidutiné eterinio aliejaus koncentracija
kiekvienoje fenofazéje, ml/100g

1,4000

1,2000 1,1475
1,0000 0,9616 0,9558

0,8248

0,8000

0,6000

0,4000

0,2000

0,0000

Prie$ zydéjima Zydéjimo metu Po zydéjimo Il Zydéjimas

3.1.3 Paveikslas. Vidutiné eterinio aliejaus koncentracija kiekvienos fenofazés metu. Skirtumai
statistiSkai nepatikimi (p = 0,65).

Gauti rezultatai skyrési nuo Felice Senatore daryto 1996 mety tyrimo, kuriame nustatinéjo
Zaliavos rinkimo laiko jtakg T. pulegioides, uzauginty piety ltalijoje, eteriniams aliejams. Tame
tyrime didZiausia eterinio aliejaus koncentracija buvo pilno Zydéjimo metu (1,11 g/ 100 g).
Galimos prieZastys, kodél buvo gauti skirtingi rezultatai, yra dél skirtingo klimato ir geografinés

padéties tarp piety Italijos ir Lietuvos bei skirtingy genetiniy charakteristiky. (20)

Taip pat gauti rezultatai skiriasi nuo Vaidos Vaiciulyteés, Ritos Butkienés ir Kristinos LoZienés
daryto su T. pulegioides tyrimo, kurio duomenys buvo rinkti Lietuvoje per SeSiy mety periode. Jy
tyrime 2010 metais didzZiausia eterinio aliejaus koncentracija buvo po zZydeéjimo periode (apie 0,93
%). Galimos priezastys, kodél buvo gauti skirtingi rezultatai, yra dél skirtingo krituliy kiekio,

kadangi 2010 metais liepos ménesj buvo didelis krituliy kiekis (208 mm), o 2023 mety liepos
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meénesj buvo mazas krituliy kiekis (55 mm), bei jy tyrime buvo naudojami tik karvakrolio

chemotipo individai, o Sitame tyrime, buvo naudojami ir fenoliniai ir nefenoliniai chemotipai. (19)

Taip pat buvo analizuota kity veiksniy (chemotipy ir lyCiy) jtaka eterinio aliejaus
koncentracijai. Nors yra matomas eterinio aliejaus koncentracijos skirtumas tarp moterisky ir
hermafroditiniy individy skirtingose fenofazése, i$ kuriy ryskiausias bity Zydéjimo metu, bet
statistiné analizé rodo, kad augalo lytis neturéjo statistiskai reikSmingos jtakos eterinio aliejaus
koncentracijai (3.1.4. Paveikslas). ZiGrinti j chemotipus, tenai statistiné analizé rodo, kad
chemotipas turéjo statistiskai reikSmingg jtaka eterinio aliejaus koncentracijai (3.1.5. Paveikslas).
Kaip matoma paveiksle, fenoliniai individai per visas fenofazes turi ryskiai didesne koncentracijg

nei nefenoliniai individai.

Lyties jtaka eterinio aliejaus koncentracijai
skirtingose fenofazése fenoliniy chemotipy

individuose
1,6
1,451
14 374
1,293 m../lia—.

1,2 )

1 1,02

0,975

08 0,83
0,6
0,4
0,2

0

Pries Zydéjimag Zydéjimo metu Po Zzydéjimo Il Zydéjimas
=@==|\|oteriska Hermafroditiné

3.1.4 Paveikslas. Lyties jtaka eterinio aliejaus koncentracijai, ml/100 g, skirtingose fenofazése

fenoliniy chemotipy individuose.
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Chemotipo jtaka eterinio aliejaus koncentracijai
skirtingose fenofazése moteriSkuose individuose

1,4 1293 1,323
1,222
1,2
1
7
0,8 0,75
0,6 o— 0,668
0,569
0,529
0,4
0,443
0,2
0
Pries Zydéjima Zydéjimo metu Po zydéjimo Il Zydéjimas
=@=Nefenolinis Fenolinis

3.1.5 Paveikslas. Chemotipo jtaka eterinio aliejaus koncentracijai, ml/100 g, skirtingose

fenofazése moteriskuose individuose.

Dar buvo analizuojama koreliacija tarp eterinio aliejaus koncentracijos ir lapo epidermio
struktury kiekybiniy rodikliy. Santykinai stipriausia koreliacija buvo su eterinio aliejaus liaukuciy
tankiu, apatinéje lapo puséje koreliacijos koeficientas buvo 0,23011, 0 p =6,07723e-12, virSutinés
lapo pusés koeficientas —0,10879, o p = 0,00126. Koreliacija su eterinio aliejaus laikuciy diametru
yra labai silpna, apatinéje lapo puséje koeficientas — 0,065909, o p = 0,000698, virsutinés lapo
puséje koeficientas —0,035244, o p = 0,07738. Silpniausia koreliacija yra su Ziotelémis, abiejy lapo
pusiy koreliacijos koeficientas yra mazesnis nei 0,03. Apskritai, silpna Siy rodikliy koreliacija
leidZzia daryti iSvadg, kad eteriniy aliejy koncentracijos pokyciai skirtingais vegetacijos

laikotarpiais praktisSkai neatsispindi lapo epidermio struktiry pokyciuose..

3.2. Fenofazés jtaka T. pulegioides Zioteliy ir eteriniy aliejy liaukuciy tankiui bei eteriniy
aliejy liaukuciy dydziui

Nustatytas keturbriaunio ciobrelio (Thymus pulegioides L.) vidutinis Zioteliy tankis

apatinéje ir virsutinéje lapo pusése viename kvadratiniame milimetre (3.2.1 Lentelé).
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3.2.1 Lentelé. Vidutinis Zioteliy tankis apatinéje ir virSutinéje lapo pusése skirtinguose
chemotipuose ir skirtingo lytiSkumo individuose kiekvienos fenofazés metu (SD — standartinis

nuokrypis)
Laukelis | Chemotipas Lytis Fenofazé Vidutinis SD, Vidutinis SD,
Zioteliy |vnt./mm| Zioteliy |vnt./mm
tankis 2 tankis 2
apatinéje virsutinéje
lapo lapo
puséje, puséje,
vnt./mm? vnt./mm?

1 Fenolinis Moteriska Pries Zydéjima 329,4 79 47,4 4,3
2 Fenolinis Hermafroditiné | PrieS Zydéjima 391,9 10,0 43,2 31
3 Fenolinis MoteriSka PrieS zydéjima 387,6 12,7 37,2 3,3
4 Fenolinis Hermafroditiné | Pries Zydéjima 410,0 10,6 15,9 4,0
5 Fenolinis Moteriska Pries Zydéjima 481,6 13,1 63,8 81
6 Fenolinis Hermafroditiné | Pries Zydéjima 430,0 7,2 3,5 1,0
7 Nefenolinis Moteriska Pries Zydéjima 450,6 11,4 50,1 5,2
8 Nefenolinis MoteriSka PrieS zydéjima 442,2 134 28,4 4,6
1 Fenolinis Moteriska Zydéjimo metu 465,2 9,2 58,9 4,8
2 Fenolinis Hermafroditiné | Zydéjimo metu 489,1 9,3 7,8 1,2
3 Fenolinis Moteriska Zydéjimo metu 442,8 104 38,6 4,6
4 Fenolinis Hermafroditiné | Zydéjimo metu 417,8 12,4 0,7 0,4
5 Fenolinis Moteriska Zydéjimo metu 509,7 10,3 13,8 3,0
6 Fenolinis Hermafroditiné | Zydéjimo metu 465,9 11,4 17,9 2,2
7 Nefenolinis Moteriska Zydéjimo metu 520,0 10,2 30,4 3,8
8 Nefenolinis Moteriska Zydéjimo metu 436,4 11,7 1,3 0,4
1 Fenolinis Moteriska Po zydéjimo 306,7 9,0 6,7 1,6
2 Fenolinis Hermafroditiné Po Zydéjimo 439,3 12,5 1,6 0,7
3 Fenolinis Moteriska Po Zydéjimo 493,1 6,6 0,9 0,6
4* Fenolinis Hermafroditiné Po zydéjimo
5 Fenolinis Moteriska Po zydéjimo 447,3 8,0 4,0 1,2
6 Fenolinis Hermafroditiné Po zydéjimo 422,9 8,3 0,7 0,4
7 Nefenolinis Moteriska Po Zydéjimo 472,2 12,8 0,0 0,0
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8 Nefenolinis Moteriska Po Zydéjimo 422,7 16,4 0,0 0,0
1 Fenolinis Moteriska Il Zydéjimas 450,0 7,8 4,1 1,4
2 Fenolinis Hermafroditiné Il Zydéjimas 418,0 9,0 1,3 0,5
3 Fenolinis Moteriska [l Zydéjimas 466,8 10,6 8,9 2,0
4 Fenolinis Hermafroditiné Il Zydéjimas 464,3 10,7 0,2 0,2
5 Fenolinis Moteriska Il Zydéjimas 485,0 1,8 2,8 1,1
6 Fenolinis Hermafroditiné [l Zydéjimas 441,0 16,9 0,7 0,4
7 Nefenolinis Moteriska Il Zydéjimas 434,2 16,5 1,5 0,8
8 Nefenolinis Moteriska Il Zydéjimas 428,7 9,2 3,2 1,1

* Nebuvo surinkta, kadangi visi trys individai buvo Zuve.

DidZiausias vidutinis Zioteliy tankis apatinéje lapo pusése yra Zydéjimo metu (468,4
vnt./mm?), o virSutinéje puséje — prie§ Zzydéjimo periode (36,2 vnt./mm?). Antras didZiausias
tankis apatinéje puséje yra antro Zydéjimo metu (448,5 vnt./mm?), o virSutinéje puséje —
Zydéjimo metu (21,2 vnt./mm?). Po to apatinéje puséje yra po Zydéjimo periodas (429,2
vnt./mm?), o virdutinéje puséje — antro Zydéjimo metu (2,8 vnt./mm?2). MaZiausias tankis
apatinéje puséje buvo pries Zydéjimo periodg (415,4 vnt./mm?), o virSutinéje puséje — po
Zydéjimo periode (2,0 vnt./mm?) (3.2.1 Paveikslas). Analizuojant gautus rezultatus, prie$
iSskirstant juos j grupes, statistiné analizé rodo, kad fenofazé turi statistiSkai reikSminga jtaka
Zioteliy tankiui abiejose lapo pusése (apatinés pusés p = 1,14e-14, o virSutinés pusés p < 2,2e-
16). Suskirs€ius gautus rezultatus j grupes (moteriski, hermafroditiniai, fenoliniai ir nefenoliai
individai), buvo atlikta statistiné analizé tiriant fenofazés jtaka Zioteliy tankiui kiekvienoje
grupéje. Statistiné analizé parodé, kad fenofazé turi statistiskai reikSmingg jtaka Zioteliy tankiui

kiekvienoje grupéje, visose grupése p < 0,05.

Rezultatuose matomas ryskus keturbriaunio Ciobrelio lapo epidermio bruozas,
kuriame apatinéje lapo puséje yra daug karty daugiau Zioteliy nei virSutinéje lapo puséje. Tg patj
bruozg, galime matyti V. Kamasinos ir K. LoZienes tyrime su Thymus x oblongifolius, T. pulegioides
ir T. serpyllum, nors jy gauti vidurkiai Siek tiek skiriasi nuo gauty Sitame tyrime (apatinéje puséje
buvo 522,5 vnt./mm?, o virSutinéje puséje — 49,5 vnt./mm?), kas gali bati paaiskinama

skirtingomis meteorologinémis sglygomis ir genetiniais skirtumais. (57)
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Vidutinis Zioteliy tankis apatinéje ir virSutinéje lapo
pusése, vnt./mm?

500,0 468,4
450,0
400,0
350,0
300,0
250,0
200,0
150,0
100,0
50,0 36,2
0,0 L

Pries Zydéjima

448,5
415,4 429,2

21,2
|

2,0 2,8

Zydéjimo metu Po zydéjimo Il Zydéjimas

M Apacios vidurkis  ® VirSaus vidurkis

3.2.1 Paveikslas. Vidutinis Zioteliy tankis apatinéje ir virSutinéje lapo pusése kiekvienos
fenofazés metu. Nustatyti statistiskai patikimi skirtumai tarp fenofaziy apatinéje lapo puséje (p
=1,14e-14, n=196+228), iSskyrus porg Pries Zydéjimg—Po Zydéjimo, ir virSutinéje lapo puséje (p

< 2,2e-16, n=203+225), isskyrus porg Po Zydéjimo—Il Zydéjimas.

Nustatytas keturbriaunio ciobrelio (Thymus pulegioides L.) vidutinis eterinio aliejaus
liaukuciy tankis apatinéje ir virSutinéje lapo pusése viename kvadratiniame milimetre (3.2.3

Lentelé).

3.2.2 Lentelé. Vidutinis eterinio aliejaus liaukuciy tankis ir standartinis nuokrypis (SD) apatinéje

ir virSutinéje lapo pusése kiekvinos fenofazés metu

Laukelis | Chemotipas Lytis Fenofazeé Vidutinis SD, Vidutinis SD,
eterinio |vnt./mm?| eterinio |vnt./mm?
aliejaus aliejaus
liaukuciy liaukuciy
tankis tankis
apatinéje virsSutinéje

lapo lapo
puséje, puséje,
vnt./mm? vnt./mm?
1 Fenolinis Moteriska PrieS Zydéjima 11,8 0,8 17,5 0,9
2 Fenolinis Hermafroditiné | Pries Zydéjima 12,6 0,7 11,7 0,8
3 Fenolinis Moteriska Prie$ zydéjima 12,9 1,0 13,8 0,7
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4 Fenolinis Hermafroditiné | PrieS Zydéjima 13,7 0,9 16,9 0,7
5 Fenolinis Moteriska Prie$ Zydéjima 16,2 1,1 12,8 0,8
6 Fenolinis Hermafroditiné | Prie$ Zydéjima 22,6 1,0 17,7 0,8
7 Nefenolinis Moteriska Prie$ Zydéjima 16,4 0,6 18,4 0,6
8 Nefenolinis Moteriska PrieS Zydéjima 13,5 0,8 18,2 0,7
1 Fenolinis Moteridka Zydéjimo metu 20,2 0,7 18,2 0,6
2 Fenolinis Hermafroditiné | Zydéjimo metu 22,0 0,7 20,2 0,7
3 Fenolinis Moteriska Zydéjimo metu 17,1 0,7 20,0 0,6
4 Fenolinis Hermafroditiné | Zydéjimo metu 19,5 0,9 15,3 0,6
5 Fenolinis Moteriska Zydéjimo metu 16,4 1,0 20,4 1,0
6 Fenolinis | Hermafroditiné | Zydéjimo metu 17,7 0,9 17,1 0,7
7 Nefenolinis Moteriska Zydéjimo metu 13,8 0,9 16,8 1,0
8 Nefenolinis Moteriska Zydéjimo metu 14,4 0,9 14,2 0,6
1 Fenolinis Moteriska Po Zydéjimo 16,9 0,5 12,2 0,6
2 Fenolinis Hermafroditiné Po Zydéjimo 16,8 0,9 13,7 1,2
3 Fenolinis Moteriska Po Zydéjimo 16,0 0,6 12,2 0,6
4* Fenolinis Hermafroditiné Po zydéjimo

5 Fenolinis Moteriska Po Zydéjimo 15,5 0,7 14,0 0,6
6 Fenolinis Hermafroditiné Po Zydéjimo 16,4 0,7 12,6 0,6
7 Nefenolinis Moteriska Po Zydéjimo 11,7 1,0 10,2 0,7
8 Nefenolinis Moteriska Po Zydéjimo 13,4 0,9 10,5 0,8
1 Fenolinis Moteriska Il Zydéjimas 13,7 0,7 13,3 0,8
2 Fenolinis Hermafroditiné Il Zydéjimas 12,9 0,6 11,7 0,8
3 Fenolinis Moteriska Il Zydéjimas 11,7 0,8 11,5 0,8
4 Fenolinis Hermafroditiné Il Zydéjimas 18,3 0,9 16,3 1,0
5 Fenolinis Moteriska Il Zydéjimas 18,4 1,0 14,7 0,8
6 Fenolinis Hermafroditiné Il Zydéjimas 12,6 0,6 11,2 0,8
7 Nefenolinis Moteriska Il Zydéjimas 9,5 0,7 8,8 0,7
8 Nefenolinis Moteriska Il Zydéjimas 14,8 0,7 13,3 0,6

* Nebuvo surinkta, kadangi visi trys individai buvo Zuve.
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DidZiausias vidutinis eterinio aliejaus liaukuciy tankis apatinéje ir virSutinéje lapo
pusése buvo Zydéjimo metu (apatinéje puséje — 17,7 vnt./mm?, virdutinéje — 17,8 vnt./mm?).
Antras didZiausias tankis apatinéje lapo puséje buvo po Zydéjimo periode (15,3 vnt./mm?), o
virutinéje puséje — prie$ Zydéjimo periode (15,9 vnt./mm?). Tredias didZiausias tankis apatinéje
lapo puséje buvo prie$ Zydéjimo periode (15,0 vnt./mm?), o virsutinéje puséje — antro zydéjimo
metu (12,6 vnt./mm?2). MaZiausias vidutinis eteriniy aliejy liaukuciy tankis apatinéje puséje buvo
antro Zydéjimo metu (14,0 vnt./mm?), o virutinéje puséje — po zydéjimo periode (12,2 vnt./mm?)
(3.2.2 Paveikslas). Analizuojant gautus rezultatus, prie$ iSskirstant juos j grupes, statistiné analizé
rodo, kad fenofazeé turi statistiSkai reikSmingg jtaka eterinio aliejaus liaukudiy tankiui abiejose
lapo pusése (apatinéje puséje p = 5,432e-15, virSutinéje — p < 2,2e-16). Suskirs€ius gautus
rezultatus j grupes (moteriski, hermafroditiniai, fenoliniai ir nefenoliniai individai), buvo atlikta
statistiné analizé tiriant fenofazés jtaka eterinio aliejaus liaukuciy tankiui kiekvienoje grupéje.
Statistiné analizé parodé, kad fenofazé turi statistiskai reikSmingg jtakg eterinio aliejaus liaukuciy

tankiui kiekvienoje grupéje, visose grupése p < 0,05.

Rezultatuose matome, kad eterinio aliejaus liaukuciy tankis virSutinéje lapo puséje
nezymiai skiriasi nuo liaukuciy tankio apatinéje lapo puséje. Panasus skirtumas, buvo matomas
V. Kamasinos ir K. LoZienes tyrime su Thymus x oblongifolius, T. pulegioides ir T. serpyllum. Tame
tyrime vidutinis eterinio aliejaus liaukuciy tankis apatinéje lapo puséje buvo 12,1 vnt./mm?, o
virutinéje puséje buvo 10,1 vnt./mm? (57)

Vidutinis eterinio aliejaus liaukuciy tankis apatinéje ir
virsutinéje lapo pusése kiekvienos fenofazés metu, vnt./mm?

20,0

18,0 17,7 178
16,0 150 10 15,3 140
14,0 122 12,6
12,0
10,0

8,0

6,0

4,0

2,0

0,0

Prie$ Zydéjima Zydéjimo metu Po Zydéjimo Il Zydéjimas

B Apacios vidurkis B Virsaus vidurkis

3.2.2 Paveikslas. Vidutinis eterinio aliejaus liaukuciy tankis apatinéje ir virSutinéje lapo pusése
kiekvienos fenofazés metu. Skirtumai tarp fenofaziy statistiskai patikimi apatinéje puséje (p =
5,432e-15, n = 196+228), iSskyrus poras Pries Zydéjimg—Po Zydéjimo ir Pries Zydéjimq —II
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Zydeéjimas, ir virsutinéje puséje (p < 2,2e-16, n = 203+225), iSskyrus porg Po Zydéjimo—II
Zydéjimas.

Nustatytas keturbriaunio ciobrelio (Thymus pulegioides L.) vidutinis eterinio aliejaus

liaukuciy diametras apatinéje ir virSutinéje lapo pusése mikrometrais (3.2.3 Lentelé).

3.2.3 Lentelé. Vidutinis eterinio aliejaus liaukuciy diametras apatinéje ir virSutinéje lapo pusése
kiekvienos fenofazés metu (SD — standartinis nuokrypis).

Laukelis | Chemotipas Lytis Fenofazé Vidutinis SD, Vidutinis SD,
eterinio um eterinio um
aliejaus aliejaus
liaukuciy liaukuciy

diametras diametras
apatinéje virSutinéje
lapo puséje, lapo puséje,
pm um
1 Fenolinis MoteriSka PrieS zydéjima 60,5 1,9 60,8 2,6
2 Fenolinis Hermafroditiné Pries Zydéjima 59,3 2,4 62,7 2,1
3 Fenolinis Moteriska PrieS zydéjima 58,5 1,8 62,3 1,5
4 Fenolinis Hermafroditiné PrieS zydéjima 56,9 2,1 64,4 2,4
5 Fenolinis Moteriska Pries Zydéjima 58,5 2,1 59,8 2,2
6 Fenolinis Hermafroditiné PrieS zydéjima 62,1 2,2 61,6 2,4
7 Nefenolinis Moteriska PrieS zydéjima 55,3 2,1 59,2 2,4
8 Nefenolinis Moteriska Pries Zydéjima 56,4 2,6 55,4 2,2
1 Fenolinis Moteriska Zydéjimo metu 61,1 2,1 57,8 3,1
2 Fenolinis Hermafroditiné | Zydéjimo metu 60,1 2,2 65,2 2,9
3 Fenolinis Moteriska Zydéjimo metu 58,2 2,4 60,1 2,8
4 Fenolinis Hermafroditiné Zydéjimo metu 58,2 2,5 60,3 2,1
5 Fenolinis Moteriska Zydéjimo metu 61,1 2,2 60,8 2,5
6 Fenolinis Hermafroditiné Zydéjimo metu 61,0 2,1 63,4 2,9
7 Nefenolinis Moteriska Zydéjimo metu 54,4 2,6 54,7 2,9
8 Nefenolinis Moteriska Zydéjimo metu 52,0 1,8 56,8 4,1
1 Fenolinis Moteriska Po zydéjimo 58,3 2,3 61,2 2,4

40



2 Fenolinis Hermafroditiné Po Zydéjimo 54,8 2,8 56,1 3,7
3 Fenolinis Moteriska Po Zydéjimo 60,1 2,5 63,9 3,6
4* Fenolinis Hermafroditiné Po Zydéjimo

5 Fenolinis Moteriska Po Zydéjimo 54,9 2,8 60,3 2,2
6 Fenolinis Hermafroditiné Po zydéjimo 60,3 2,2 61,9 2,1
7 Nefenolinis Moteriska Po Zydéjimo 57,6 1,9 59,5 2,2
8 Nefenolinis Moteriska Po Zydéjimo 56,5 2,2 56,7 2,9
1 Fenolinis Moteriska Il Zydéjimas 61,5 2,6 61,3 2,3
2 Fenolinis Hermafroditiné Il Zydéjimas 59,3 3,0 64,4 1,9
3 Fenolinis Moteriska [l Zydéjimas 58,5 3,1 61,2 2,2
4 Fenolinis Hermafroditiné Il Zydéjimas 55,2 2,8 59,9 2,8
5 Fenolinis Moteriska Il Zydéjimas 58,5 2,4 60,2 3,5
6 Fenolinis Hermafroditiné [l Zydéjimas 56,3 2,1 59,8 2,6
7 Nefenolinis Moteriska Il Zydéjimas 56,6 31 61,1 2,6
8 Nefenolinis Moteriska Il Zydéjimas 53,5 2,0 58,4 2,3

* Nebuvo surinkta, kadangi visi trys individai buvo zZuve.

DidZiausias vidutinis eterinio aliejaus liaukuciy diametras apatinéje ir virSutinégje
pusése paémus visus laukelius bendrai buvo pries Zydéjimo periodg (apatinéje puséje — 58,4 um,
virsutinéje — 60,8 um). Antras didziausias vidutinis diametras apatinéje lapo puséje buvo
Zzydéjimo metu (58,3 um), o virSutinéje puséje — antro zydéjimo metu (60,8 um). Trecias
didZiausias vidutinis diametras apatinéje ir virSutinéje puséje buvo po Zydéjimo periode
(apatinéje puséje buvo 57,5 um, o virSutinéje puséje — 60,0 um). Maziausias vidutinis eterinio
aliejaus liaukuciy diametras apatinéje lapo puséje buvo antro Zydéjimo metu (57,4 um), o
virsutiné puséje — pirmo Zydéjimo metu (59,9 um) (3.2.3 Paveikslas). Analizuojant gautus
rezultatus, pries iSskirstant juos j grupes, statistiné analizé rodo, kad fenofazé turi statistiskai
reikSmingg jtaka eterinio aliejaus liaukuciy diametrui apatinéje lapo puséje (p = 2.068e-10), o
virsutinéje neturi statistiSkai reikSmingos jtakos (p = 0,1599). Suskirs€ius gautus rezultatus j
grupes (moteriski, hermafroditiniai, fenoliniai ir nefenoliai individai), buvo atlikta statistiné
analizé nustatyti fenofazés jtakai eterinio aliejaus liaukuciy diametrui abejose lapo pusése,
kiekvienoje grupéje. Statistiné analizé parodé, kad fenofazé turi statistiskai reikSmingg jtaka
eterinio aliejaus liaukuciy diametrui fenoliniuose ir nefenoliniuose chemotipuose, taip pat

hermafroditiniuose individuose virsaus ir apacios lapo pusiy grupése (p < 0,05). Taip pat fenofazé
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statiSkai reikSmingg jtaka turéjo moteriSkai virSutinés lapo pusés grupei (p =2.192e-6), bet

neturéjo statistiskai reikSmingos jtakos moteriskai apatinés lapo pusés grupei (p =0,7925).

Rezultatuose matome, kad eterinio aliejaus liaukuciy diametras virsutinéje lapo
puséje yra Siek tiek didesnis nei liaukuciy diametras apatinéje lapo puséje. Panasus skirtumas,
buvo matomas V. Kamasinos ir K. LoZienes tyrime su Thymus x oblongifolius, T. pulegioides ir T.
serpyllum. Tame tyrime vidutinis eterinio aliejaus liaukuciy diametras apatinéje lapo puséje buvo
62,3 um, o virsutinéje puséje buvo 63,9 um (57).

Vidutinis eterinio aliejaus liaukuciy diametras apatinéje ir
virsSutinéje lapo pusése, um

62,0
61,0 60,8 60,8
59,9 60,0
60,0
59,0 58,4 =3
58,0 57,5
57,0
56,0
55,0
Pries Zydéjima Zydéjimo metu Po zydéjimo Il Zydéjimas

W Apacios vidurkis  ® VirSaus vidurkis

3.2.3 Paveikslas. Vidutinis eterinio aliejaus liaukuciy diametras apatinéje ir virSutinéje lapo
pusése kiekvienos fenofazés metu, um. Skirtumai tarp fenofaziy statistiskai patikimi apatinéje
puséje (p = 2.068e-10, n = 588+774), iSskyrus porg Po Zydéjimo—Il Zydéjimas, bet nepatikimi
virsutinéje puséje (p = 0,1599, n = 485+778).
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ISVADOS

1. Sis tyrimas parodé, kad nei fenoliniuose, nei nefenoliniuose Thymus pulegioides
chemotipuose fenofazé neturéjo statistiskai reikSmingos jtakos eteriniy aliejy
koncentracijai 100 gramy Zaliavos. Nors statistiSkai reikSmingos jtakos nenustatyta,
didZiausia eteriniy aliejy koncentracija rasta antro zydéjimo metu (1,1475 ml/100 g).

2. Tiek fenoliniuose, tiek ir nefenoliniuose Thymus pulegioides chemotipuose fenofazé
turéjo statistiskai reikSmingos jtakos lapo epidermio struktiroms. Nustatyta ryski
statistiSkai reikSminga fenofazés jtaka Zioteliy ir eterinio aliejaus liaukuciy tankiui
abiejose lapo pusése bei eterinio aliejaus liaukuciy diametrui apatinéje lapo puséje.
Zydéjimo metu buvo didZiausias vidutinis Zioteliy tankis apatinéje puséje (468,4
vnt./mm?), bei didZiausias vidutinis eterinio aliejaus liaukuciy tankis abiejose lapo
pusése (apatinéje — 17,7 vnt./mm?, virutinéje — 17,8 vnt./mm?), o prie$ Zydéjima buvo
didZiausias vidutinis Zioteliy tankis virutinéje puséje (36,2 vnt./mm?) bei didZiausias
vidutinis eterinio aliejaus liaukuciy diametras abiejose lapo pusése (apatinéje — 58,4 um,
virsutinéje — 60,8 um). Taip pat buvo pastebétas ryskus keturbriaunio Ciobrelio lapo
epidermio bruozas, kad apatinéje lapo puséje yra daug karty daugiau Zioteliy nei
virSutinéje lapo puséje.

3. Analizuojant koreliacijg tarp eterinio aliejaus koncentracijos ir lapo epidermio struktiry
kiekybiniy rodikliy, santykinai stipriausia teigiama koreliacija nustatyta su eterinio aliejaus
liaukuciy tankiu (apatinéje lapo puséje: koreliacijos koeficientas —0,23011, p = 6,07723e-
12; virsutinéje lapo puséje — 0,10879, p = 0,00126). Silpna Siy rodikliy koreliacija leidzia
daryti iSvadg, kad eteriniy aliejy koncentracijos pokyciai skirtingais vegetacijos
laikotarpiais praktiSkai neatsispindi lapo epidermio struktiry pokyciuose.

4. Remiantis Siuo tyrimu galima teigti, kad rysSys tarp sukaupiamy eteriniy aliejy kiekiy ir
lapy epidermio struktliry Thymus pulegioides augaluose labiausiai pasireiskia zydéjimo
metu, kai stebima padidéjusi eteriniy aliejy koncentracija ir didZiausias eteriniy aliejy
liaukuciy tankis abiejose lapo pusése bei didZiausias Zioteliy tankis apatinéje lapo
puséje. Sio rysio statistiniam reiksmingumui pasiekti reikalinga didesné bandymo

apimtis su didesniu pakartojimy skai¢iumi.
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REKOMENDACIHOS

Nors didzZiausia eterinio aliejaus koncentracija Zaliavoje nustatyta antro zydéjimo metu
(1,1475 ml/100 g), planuojant auginti Thymus pulegioides vaistinei zZaliavai su tikslu gauti
kuo didesnj eterinio aliejaus derliy, rekomenduojama pagrindinj zaliavos rinkimg atlikti
pirmo Zydéjimo metu, kadangi tada surenkamas beveik 4 kartus didesnis Zaliavos kiekis
(107,772 g i3 24 individy, arba 40,419 g/m?) negu antro Zydéjimo metu (55,939 g i3 48
individy, arba 10,485 g/m?), o eterinio aliejaus koncentracija pirmo Zydéjimo metu
(0,9616 ml/100 g) yra tik 1,2 karto mazesné negu antro Zydéjimo metu.

Kadangi dél techniniy problemy Siame darbe nebuvo galima atlikti kokybinés eteriniy
aliejy sudéties analizés, todél rekomenduojama 3§ tyrimg pratesti analizuojant
keturbriaunio ciobrelio eterinio aliejaus kaupimosi kokybinius pokycius skirtingose

fenofazése naudojant dujy chromatografijos metods.
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PRIEDAS 1

Fenofazé | Laukelis | Pirmo Pirmo Pirmo Antro Antro Antro Trecio Trecio Trecio Bendra |Bendras | Vidutiné

distiliavimo | distiliavimo | distiliavimo | distiliavimo | distiliavimo | distiliavimo | distiliavimo | distiliavimo | distiliavimo |Zaliavos | eterinio |eterinio

Zaliavos eterinio eterinio Zaliavos eterinio eterinio Zaliavos eterinio eterinio maseé g |aliejaus |aliejaus
masé g aliejaus aliejaus masé g aliejaus aliejaus masé g aliejaus aliejaus kiekis koncentracija

kiekis ml koncentracija kiekis ml koncentracija kiekis ml koncentracija ml ml/100g

ml/100 g ml/100 g ml/100 g Zaliavos

Zaliavos Zaliavos Zaliavos
1 8,586 0,09 1,0482 9,774 0,09 0,9208 18,36 0,18 0,9804
2 6,347 0,04 0,6302 6,347 0,04 0,6302
_g 3 7,115 0,08 1,1244 7,796 0,09 1,1544 14,911 0,17 1,1401
:-%Z 4 1,707 0,01 0,5858 1,707 0,01 0,5858
:5 5 6,359 0,04 0,6290 6,359 0,04 0,6290
a 6 6,277 0,08 1,2745 6,277 0,08 1,2745
7 9,265 0,06 0,6476 9,265 0,06 0,6476
8 5,625 0,03 0,5333 5,718 0,03 0,5247 11,343 0,06 0,5290
1 8,063 0,11 1,3643 8,061 0,12 1,4886 6,496 0,08 1,2315| 22,62 0,31 1,3705
2 5,943 0,05 0,8413 5,943 0,05 0,8413
‘g 3 8,056 0,1 1,2413 8,932 0,1 1,1196 16,988 0,2 1,1773
g 4 2,028 0,02 0,9862 2,028 0,02 0,9862
% 5 4,572 0,06 1,3123 4,572 0,06 1,3123
;,% 6 8,117 0,1 1,2320 8,117 0,1 1,2320
7 9,359 0,06 0,6411 9,017 0,06 0,6654 18,376 0,12 0,6530
8 10,082 0,05 0,4959 10,024 0,04 0,3990 9,022 0,04 0,4434| 29,128 0,13 0,4463
1 9,756 0,12 1,2300 9,756 0,12 1,2300
g 2 1,578 0,03 1,9011 1,578 0,03 1,9011
i_qc—f 3 10,994 0,12 1,0915 10,994 0,12 1,0915
9 4 - 5 5 5 5 5 . = . = = .

< 5 2,976 0,04 1,3441 2,976 0,04 1,3441
6 7,094 0,08 1,1277 7,327 0,08 1,0919 14,421 0,16 1,1095
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7 8,013 0,03 0,3744 8,584 0,03 0,3495 16,597 0,06 0,3615
8 6,576 0,04 0,6083 6,822 0,03 0,4398 13,398 0,07 0,5225
1 8,059 0,12 1,4890 8,059 0,12 1,4890
2 3,821 0,04 1,0468 3,821 0,04 1,0468
A 3 9,687 0,14 1,4452 9,687 0,14 1,4452
5% 4 1,374 0,03 2,1834 1,374 0,03 2,1834
:% 5 7,736 0,08 1,0341 7,736 0,08 1,0341
- 6 5,341 0,06 1,1234 5,341 0,06 1,1234
7 7,078 0,04 0,5651 6,861 0,03 0,4373 13,939 0,07 0,5022
8 5,982 0,06 1,0030 5,982 0,06 1,0030
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PRIEDAS 2
Darbo pirminius duomenys apie eterinio aliejaus liaukuciy diametrus, Zioteliy tankius ir eterinio aliejaus liaukuciy tankius galite rasti Sitoje nuorodoje:

guobys tyrduomenys.xIsx

SlaptaZodis: Guobys0321
Nuoroda galioja nuo 2024/04/29 iki 2025/04/29.

51


https://vult-my.sharepoint.com/:x:/g/personal/redas_guobys_mf_stud_vu_lt/EZOSJyEkVGBAviIo0PAFTkEBDpFtfJYNkWCHhTBv6aTKTA?e=dVsUg2

