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1. UVOD

Ljudska populacija raste zabrinjavaju¢om brzinom s povecanjem od gotovo 70 milijuna
ljudi godisnje. Ukoliko se trend povecanja populacije nastavi do kraja stolje¢a na Zemlji ¢e
zivjeti oko 10 milijardi ljudi (Gerland i sur., 2014). Kako bi se zadovoljile prehrambene
potrebe tolikog broja ljudi u narednim desetlje¢ima ¢e biti potrebno udvostruciti ili ¢ak
utrostruciti poljoprivrednu proizvodnju. S obzirom da je vecina obradivih povrSina ve¢ u
upotrebi, povecanje proizvodnje moguce je ostvariti ve€im prinosima na ve¢ postojecim
poljoprivrednim povrSinama (Archana Singh, 2014). Od sredine 20-og stoljec¢a pa sve do
danas u svrhu povecanja poljoprivredne proizvodnje u tijeku je tzv. ,,zelena revolucija“ koja
obuhvaca upotrebu tehnoloskih inovacija, sustave navodnjavanja i mehanizacije u
kombinaciji s primjenom agrokemikalija u koje ubrajamo kemijska gnojiva, sredstva za
ubrzavanje rasta i za$titu biljaka (Campos 1 sur., 2018).

Porodica insekata obuhvaca gotovo 80% svih poznatih zivotinjskih vrsta, a desetine
tisuc¢a vrsta ove porodice predstavljaju rizi¢ne vrste za ¢ovjeka. Insekti su patogeni uzro¢nici
1 prenosioci bolesti ljudi i domacih Zivotinja pa predstavljaju medicinski rizik, a osim toga,
veliki broj vrsta ima znacajan utjecaj na poljoprivrednu proizvodnju uniStavajuci usjeve
(Regnault, 1997). Plemenske i tradicionalne kulture Sirom svijeta ve¢ stolje¢ima za zastitu
usjeva od insekata koriste sirove biljne ekstrakte, dijelove biljke ili ¢itave biljke (Weinzierl,
1998). Prvi poznati zapisi vezani za primjenu biljnih spojeva protiv $tetnika datiraju otprilike
400 godina pr. Kr. (Dayan i sur., 2009). Prema tim zapisima biljke su se u drevnom Rimu
koristile za zaStitu uskladiStenih roba 1 ljudskih naselja od razli¢itih Stetnika (Isman 1
Machial, 2006). Ovakva primjena biljnih pripravaka u poljoprivredi smanjuje se od 1940.
godine kada zapoc€inje razvoj sintetiCkih insekticida. Sinteticki insekticidi su zahvaljujuéi
svojoj visokoj ucinkovitosti, brzom djelovanju, jednostavhom koriStenju i1 niskoj cijeni
proizvoda bili veliki trzi$ni uspjeh te su postali neizostavna komponenta ve¢ spomenute tzv.
»zelene revolucije® (Grdisa 1 Grsi¢, 2013). lako su agrokemikalije pridonijele razvoju
poljoprivredne proizvodnje, nakon 20-tak godina njihove intenzivne i §iroko rasprostranjene
uporabe, primijeCene su brojne negativne posljedice sintetickih insekticida u modernim
poljoprivrednim sustavima - zagadenje vode, zraka i tla, toksi¢nost prema neciljnim
organizmima, pojava otpornosti Stetnika na primijenjene agrokemikalije, bioakumulacija u
hranidbenim mreZzama i Stetno djelovanje na ljudsko zdravlje (Aktar i sur., 2009). Nabrojane

negativne posljedice agrokemikalija potaknule su znanstvenu zajednicu na pronalazak



onemogucavaju povecéanje poljoprivredne proizvodnje (Grdisa i Grsi¢, 2013). Brojna su
istrazivanja pokazala da mmnogi biljni sekundarni metaboliti posjeduju insekticidno,
odbijajuce i hranjivo odbojno djelovanje (engl. antifeedant) te mogu uzrokovati poremecaje
razmnozavanja i rasta insekata (Isman, 2000; Rice i Coats, 1994).

Biljke imaju sposobnost sinteze raznolikih sekundarnih metabolita, koji za razliku od
primarnih ne sudjeluju u procesima fotosinteze, disanja, primanja hranjivih tvari, prijenosa
otopljenih tvari i diferencijacije (Pevalek-Kozlina, 2003). Ipak, sekundarni metaboliti imaju
vrlo vaznu ulogu u interakciji biljke s drugim organizmima te zastiti biljke od predatora 1
patogenih mikroorganizama (Schafer i Wink, 2009). Sekundarni metaboliti glavne su
komponente biljnih etericnih ulja te su mnoge biljne vrste i njihova esencijalna ulja
istrazivana u svrhu pronalaska odgovaraju¢ih spojeva s insekticidnim, larvicidnim i
odbijaju¢im djelovanjem (Dargahi i sur., 2014). Takvi pripravci nazivaju se botanicki
insekticidi i u usporedbi sa sintetickim agrokemikalijama imaju brojne prednosti: ne
zadrzavaju se dugo u okoliSu, relativno su netoksicni prema sisavcima te predstavljaju nizak
rizik prema korisnim parazitskim i predatorskim vrstama (Scott i sur., 2003; Weinzerl,
1998).

Majcina dusSica aromati¢na je i ljekovita biljka sa Sirokim spektrom upotrebe u narodnoj
medicini, farmaceutskim pripravcima te proizvodnji konzervirane hrane (Ghasemi i sur.,
2015). Thymus vulgaris L. (prava maj¢ina dusica; slika 1.) pripada rodu Thymus Koji
obuhvaca oko 215 vrsta zeljastih trajnica 1 malih grmova rasprostranjenih Sirom svijeta, a
mediteransko podru¢je smatra se centralnim staniStem ovog roda. Vrste roda Thymus
heliofitne su i vole sunce, nastanjuju kamenje i stijene odnosno isusena tla (Stahl-Biskup i
Saez, 2002). Ove biljke naseljavaju i podrucja s ekstremnim klimatskim uvjetima
zahvaljujuci svojoj otpornosti na nedostatak vode i ekstremne temperature. Svojstvo koje
Cesto karakterizira biljke ovog roda su mnogobrojne Zljezdane dlake razli¢itih oblika koje
sadrze hlapljiva eteri¢na ulja (slika 2). Eteri¢na ulja isparavaju kada su zlijezde oStecene pri
¢emu hlapljivi sastojci ulja zasi¢uju atmosferu oko same biljke i time sprjeavaju gubitak
vode pa se pretpostavlja da je visoka produkcija ulja prilagodba na suhe klime u kojima zive

ove vrste (Stahl-Biskup i Saez, 2002).



Slika 1 Prava majc¢ina dusica ili timijan (T. vulgaris L, web 1).

Subkutikularni prostor

Kutikula

Sekretorne stanice

- Stanica stabljike

Slika 2 Anatomija Stitaste zljezdane dlake T. vulgaris L. Preuzeto i prilagodeno prema Stahl-
Biskup i Saez (2002).


https://pfaf.org/user/plant.aspx?LatinName=Thymus+vulgaris

Eteri¢na ulja maj¢ine duSice i1 njihove glavne komponente pokazuju znacajno
antibakterijsko, antiviralno i insekticidno djelovanje te sluZze kao obrambeni mehanizam
biljke. Sve vise se prepoznaje i1 njihov veliki potencijal kao ekoloski prihvatljivih pesticida.
Medutim, uporaba sintetiziranih pesticida i dalje je osnovna metoda za suzbijanje Stetocina
I bolesti u konvencionalnoj poljoprivredi. Mnoga istrazivanja pokazala su da intenzivna
uporaba sintetickih kemikalija vodi prema ireverzibilnim promjenama strukture i ekologije
tla (Dabrowski i sur., 2014) s negativnim posljedicama na mikroorganizme u tlu (Asad i sur.,
2017). Prema tome, poljoprivredna je proizvodnja ozbiljno ugrozZena i potrebno je razviti i
usavrsiti odrzive tehnike uzgoja. Stoga je cilj ovog rada pokazati vaznost sekundarnih biljnih
metabolita majcine duSice za samu biljku, put njihove sinteze, sastav i ulogu u etericnim
uljima te mehanizme djelovanja na insekte. Sva navedena svojstva pridonijeti Ce

razumijevanju velikog potencijala sekundarnih metabolita majéine duSice kao ekoloski



2. OSNOVNI DIO

2.1. Sekundarni biljni metaboliti

Tvari u biljkama mogu biti podijeljene u dvije velike skupine: primarni i sekundarni
metaboliti. Medutim, ponekad je tesko odvojiti primarne od sekundarnih metabolita s
obzirom da jedna tvar moze imati ulogu i u primarnom i u sekundarnom metabolizmu.

Primarni biljni metaboliti prisutni su u svim biljkama i vazne su komponente primarnih
metabolickih procesa poput respiracije i fotosinteze (Croteau i sur., 2000; Seigler, 1998). U
primarne metabolite ubrajamo tvari koje su identi¢ne u svim organizmima poput malih
sveprisutnih molekula jednostavnih ugljikohidrata, aminokiselina, trikarboksilnih Kiselina,
intermedijara Krebsovog ciklusa, univerzalnih gradevnih jedinica, ali i tvari koje se
strukturno razlikuju medu organizmima poput proteina, nukleinskih kiselina i polisaharida
(Seigler, 1998). Sekundarni metaboliti izvedeni su iz primarnog metabolizma, brojni su i
Siroko rasprostranjeni, osobito u vi$im biljkama. Vise od 20 000 sekundarnih metabolita bilo
je poznato jo$ 1985. godine, a svake godine opise se najmanje 1000 novih spojeva (Seigler,
1998). Sekundarni metaboliti nisu neophodni biljci za prezivljavanje, ali imaju vaznu ulogu
u interakciji organizma s okolinom i tako omogucavaju prezivljavanje biljke u ekosustavu
(Pagare i sur., 2015).

Sinteza sekundarnih metabolita specifi¢an je proces na razini stanica, tkiva i organa, a
koli¢ina i vrsta sekundarnih metabolita Cesto je prilicno varijabilna i medu jedinkama iste
populacije. Sekundarni metaboliti ¢ine Sirok spektar tvari iz razli¢itih porodica metabolita
koje mogu biti visoko inducirane u stresnim uvjetima kao $to su napadi patogena (biotic¢ki
stres), visoke temperature i vlaga, zasjenjivanje, mehanicka ozljeda ili prisutnost toksi¢nih
tvari (Pagare i sur., 2015; slika 3). Osim zastitne uloge, smatra se da sekundarni metaboliti
imaju ulogu i u razmnozavanju biljaka. Na primjer, karotenoidi i flavonoidi su ukljuceni u
stani¢nu pigmentaciju cvijeta 1 sjemena, Sto privlaci oprasivace i1 rasprostranjivace sjemena

(Winkel-Shirley, 2001).

Sekundarni biljni metaboliti dijele se u tri kemijski odvojene skupine (slika 3):
i) terpeni
ii) fenoli

iii) tvari koje sadrze dusik (N)



™ _'I Terpeni
Sinteza sekundarnih
' r "y
metabolita | Fenolske tvari
T N |  (fenilpropancidi i flavonoidi)
;
= . [ Preusmjeravanje | L, Tvari koje sadrze duiik
- primarnog (alkaloidi, glilcozidi, glukozinolati i
j metabolizma \ cijanogeni glilozidi)
" Biotickii | Povisena enzimska
g abiotickd stres altiviiost

Slika 3. Bioti¢ki i/ili abioti¢ki stres preusmjerava primarni metabolizam biljaka $to rezultira

poviSenom enzimskom aktivnoSéu 1 sintezom sekundarnih metabolita. Preuzeto i

prilagodeno prema Borges i sur. (2017).

Terpeni Cine najvecu skupinu sekundarnih metabolita i potje€u od zajednickog
biosintentskog izvora, acetil-CoA ili glikoliti¢kih meduprodukata (Pagare i sur.,
2015). Terpeni se, prema broju Cs jedinica koje sadrze, dijele na monoterpene (Cio),
seskviterpene (Cis), diterpene (Coo), triterpene (Cao) i politerpene veéeg broja C
jedinica (n>20). Sinteza terpena zapocinje pomocu zajednic¢kog Cs prekursora,
univerzalne gradevne jedinice izopentil difosfata (engl. isopentenyl diphosphate,
IPP) i izomera dimetilalil difosfata (engl. dimethylallyl diphosphate, DMAPP)
(Tholl, 2006). Biosinteza terpena slijedi izoprensko pravilo temeljeno na dodatku
izoprenskih jedinica (Cs)n, koje tvore ugljiénu osnovu terpena. Izoprenske jedinice
mogu se povezivati u reakcijama produljivanja lanca kako bi se dobili duzi
poliizoprenoidni difosfati koji se zatim mogu ciklizirati daju¢i produkte s jednim ili
vise prstenova (Christianson, 2008). Sinteza terpena moze se odvijati kroz dva puta:
citosolnim mevalonskim putem (engl. mevalonate pathway, MVA) i u plastodima
putem metileritritola (engl. methylerythritol pathway, MEP). U citosolnom MVA
putu IPP nastaje kondenzacijom dva ostataka acetil-CoA. Plastidni MEP put
zapocinje pomocu gliceraldehid-3-fosfata i piruvata daju¢i DMAPP. Citosolni MVA
put osigurava prekursore za hlapljive seskviterpene i triterpene, dok prekursori
hlapljivih monoterpena i diterpene nastaju MEP putem (Dudareva i sur., 2004).

Osim vazne ekoloske uloge, terpeni imaju i komercijalnu vaznost. Upotrebljavaju se



i)

kao mirisna sredstva i zacini, farmaceutska sredstva i insekticidi tako da ukupno

gledajuci posjeduju veliki trzi$ni potencijal i vrijednost (Trindade i sur., 2018).

Fenolne tvari obuhvacaju skupinu raznolikih spojeva s hidroksilnom funkcionalnom
skupinom na aromatskom prstenu (Pagare i sur., 2015). Smatra se da imaju vaznu
ulogu u zastiti biljke od bolesti i Stetocina kao §to su parazitski obli¢i (Wuyts i sur.,
2006). Neki od poznatih primjera fenolnih tvari su kumarini, lignin i flavonoidi.
Kumarini su jednostavne fenolne tvari Siroko rasprostranjene u vaskularnim biljkama
i ¢ini se da sudjeluju u razlicitim mehanizama zastite biljke od herbivornih insekata
I parazitskih gljiva. Nastaju iz Sikiminskog kiselinskog puta sinteze koji je prisutan
kod bakterija, gljiva i biljaka, ali ne i kod Zivotinja (Brooker i sur., 2008).

Lignin je visoko razgranati polimer fenil-propanoidnih skupina koji moze nastati
oksidacijom tri razlic¢ita alkohola: koniferilnog, kumarilnog i sinapilnog pomocu
biljnih peroksidaza (Pagare i sur., 2015). Njegova ¢vrstoCa otezava hranjenje
herbivornim Zivotinjima, dok ga njegova kemijska izdrzljivost cini relativno
neprobavljivim za herbivore i patogene insekte. Lignifikacija je ¢est odgovor na
infekcije ili ranjavanje (Pagare i sur., 2015).

Flavonoidi obavljaju prili¢no razli¢ite funkcije u biljkama, ukljucujuci pigmentaciju
i obranu. Na primjer, dvije velike skupine flavonoida, flavanoni i flavanoli
rasporedeni u epidermalnim slojevima listova 1 stabljike, Stite biljku od Stetnog UV-
B zraenja tako Sto ga apsorbiraju dok neometano propustaju valne duljine vidljivog

dijela spektra (Lake i sur., 2009).

Tvari koje sadrze dusik ukljucuju alkaloide, cijanogene glukozide i neproteinske
aminokiseline i uglavnom se sintetiziraju iz uobicajenih zajednickih aminokiselina
triptofana, tirozina, fenilalanina, lizina ili arginina (Croteau i sur., 2000). S obzirom
da su ovi spojevi ve¢inom toksi¢ni smatra se da im je primarna uloga obrana biljke

od mikrobne infekcije i herbivornih napada (Pagare i sur., 2015).

Dodano, u sekundarne metabolite moZzemo svrstati 1 tvari koje sadrze sumpor u koje

ubrajamo glutatione, glikosfingolipide, fitoaleksine, tionine, defenzine i alinin. Ove tvari su

direktno ili indirektno ukljuene u obranu biljke od patogenih mikroorganizama (Grubb i

Abel, 2006; Saito, 2004).



2.1.1. Sekundarni metaboliti u sastavu eteri¢nog ulja maj¢ine duSice

Eteri¢na ulja su vrlo kompleksne smjese koje sadrze oko 20 do 60 komponenti prisutnih
u razli¢itim koncentracijama. Obi¢no su dvije ili tri glavne komponente prisutne u visokim
koncentracijama (20-70%) dok su ostali spojevi prisutni u tragovima. Glavne komponente
Imaju i najveci utjecaj na svojstva samog eteri¢nog ulja (Szcepanik i sur., 2012).

Kemijska istrazivanja provedena na eteri¢énim uljima biljaka roda Thymus pokazale su
prisutnost aromatskih terpena i terpenoida, flavonoida i fenolskih kiselina (Ghasemi i sur.,
2015). Najzastupljeniji spojevi pripadaju u skupinu terpena. Monoterpeni, timol i karvakrol
(slika 4) predstavljaju glavnu komponentu uz linalool i p-cimen. Osim toga, esencijalna ulja
ovih vrsta sadrze polifenolne kiseline kao $to su ruzmarinska i kavena, te druge komponente
poput borneola, gerniola, 1-8 cineola, limonina i drugih (Ghasemi i sur., 2015).

Varijabilnost komponenti eteri¢nih ulja kod razli¢itih vrsta unutar roda Thymus,
posljedica su hibridizacije i poliploidizacije unato¢ rijetkom samoopraSivanju (Ghasemi i
sur., 2015). Opcenito, intraspecijske hibridne vrste roda Thymus posjeduju posrednicki

sastav eteri¢nih ulja s glavnim karakteristikama roditeljskih biljaka (Loziene i sur., 2002).

CH,

=
o
H;C CHj-
timol karvakrol

Slika 4 Strukturne formule karvakrola i timola (preuzeto iz Kaurinovi¢ i Popovi¢, 2012).

Zbog velike kemijske raznolikosti Cesta je pojava kemotipova kod aromati¢nih
biljaka. Definiciju kemotipa kao ,,kemijski karakteristicne dijelove populacije jedinki koje
se morfoloski ne razlikuju“ postavio je Santesson 1968. godine. Ovaj pojam Oznacava
morfoloski identi¢ne jedinke koje se razlikuju po kemijskom sastavu ili kvantitativnom

omjeru sastavnica etericnog ulja (Keefover-Ring i sur., 2009). Razlikujemo Ciste i mjeSovite
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kemotipove. Cisti kemotipovi su obi¢no odredeni dominantnom komponentnom koja
zauzima vise od 50% sastava eteri¢nog ulja. Kod mjesovitih kemotipova postoje dvije, tri ili
vise glavnih komponenti (Chizzola i sur., 2008). Otkriveno je 7 razli¢itih kemotipova vrste
T. vulgaris L., a to su timol, karvakrol, linalool, geraniol, tujanol-4, terpineol i 1,8-cineol
kemotip (Torras i sur., 2007; Adzet i sur., 1977). Timol kemotip je najucestaliji kod vrste T.
vulgaris. Osim glavne komponente koja odreduje kemotip, takoder je karakteristi¢na i
predvidiva prisutnost odredenih sastavnica koje su metabolicki povezane s glavnom
komponentom. Prema tome je za kemotipove timol i karvakrol ocekivana prisutnost p-
cimena i y-terpinena u znacajnim koli¢inama (Trindade i sur., 2018; slika 5). Medutim, u
nekim slucajevima nije takva situacija, na primjer, kod 1,8-cineol kemotipa glavna
komponenta nastaje ciklizacijom a-terpineola (Degenhardt i sur., 2009; slika 5) i ta zadnja

komponenta nije prisutna u znac¢ajnim koli¢inama u eteri¢cnom ulju 1,8-cineol kemotipa.



2.1.2. Sinteza monoterpena kao glavne komponente eteri¢nog ulja maj¢ine dusice

Sintezu monoterpena kataliziraju enzimi monoterpen sintaze iz metal ovisne porodice
terpen sintaza. Nalazimo ih u biljkama, ali nedavna istrazivanja otkrila su njihovo postojanje
i u nekim bakterijama (Yamada i sur., 2015). Ovi enzimi Kkataliziraju ciklizaciju geranil
difosfata putem o-terpinila, kationskog meduprodukta ili koriste¢i linearni geranil kao
kationski meduprodukt kroz reakcije adicije i eliminacije, Sto rezultira raznovrsnim
monoterpenskim produktima (Trindade i sur., 2018). Biosinteza monoterpena zapocinje
sintezom geranil pirofosfata (engl. geranyl pyrophosphate, GPP), prekurzora svih
monoterpena, koji dalje prelazi u o-kationski meduprodukt. Taj visoko nestabilni

meduprodukt kasnije moze biti preveden u specifiéne monoterpene.

OH
S
Geranil pirofosfat ‘
gfﬁopp /
|

\ CH
gﬁ
|

QH

‘ Terpinil-8 ‘

1.8-cineol

Neril pirofosfat
R

Q.

Tujanol4 (i Terpinen-4-

Terpinil-4
ol, Mircenol-8 i Linalool)

%I/ \
/

.
OG- O

y-terpinen
OH
Earvakrol
\ Timol

OH

Slika 5. Predvidena biosinteza monoterpena u majcinoj dusici (T. vulgaris) iz geranil
pirofosfata (GPP) putem intermedijara y-terpinena. Preuzeto i prilagodeno prema
Degenhardt i sur. (2009) i Thompson i sur. (2003).
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2.2. Bioinsekticidi

Zadnjih godina prisutan je eksponencijalni rast u broju provedenih istraZzivanja o
botanickim pesticidima kao potencijalnom rjeSenju za suzbijanje StetoCina. Mnogi
laboratoriji Sirom svijeta posvetili su paZznju istrazivanju eteri¢inih ulja i njihovih
komponenti s ciljem iskoriStavanja njihovih insekticidnih svojstava (Grumezescu, 2017).
Razli¢iti koraci takvih istrazivanja prikazani su na slici 6.
Botanicki pesticidi u obliku izoliranih spojeva ili kompleksnih mjeSavina, pokazuju Sirok
raspon bioloskih aktivnosti - insekticidno djelovanje, odbijajuce djelovanje, fungicidno,
nematocidno i baktericidno djelovanje (Isman, 2000). Bioinsketicidi imaju razlicite
mehanizme djelovanja posebno na zivéani sistem kukaca, ukljuuju¢i djelovanje na y-
aminomasla¢nom kiselinom (GABA) kontrolirane kloridne kanale, acetilkolinesteraze,
nikotinske acetilkolinske receptore, oktopaminske i tiraminske receptore, natrijeve kanale i
druge (Pavela i sur., 2016). U¢inak eteri¢nih ulja i/ili njihovih komponenti moze varirati
ovisno o osjetljivosti odredene vrste $to znaci da eteri¢na ulja nisu ucinkovita za sve vrste
poljoprivrednih $teto¢ina (Campos i sur., 2018). Takoder, kemijski sastav te pozicija i
priroda funkcionalnih skupina prisutnih u eteriénim uljima imaju vaznu ulogu u
insekticidnom 1/ili odbijaju¢em djelovanju, a Zeljena bioloska aktivnost moze se potencirati
modificiraju¢i kemijske strukture monoterpenoida prisutnih u eteri¢cnom ulju (Mossa, 2016).
Unato¢ otkrivenim prednostima, i dalje je na trziStu prisutno tek nekoliko komercijalno
dostupnih proizvoda temeljenih na etericnim uljima i njihovim sastavnicama. Kao glavne
faktore koji ogranicavaju Siroku rasprostranjenost botanickih pesticida navode se:
e izostanak primijenjenih rezultata iz mnogih objavljenih istrazivanja
e slaba dostupnost kvalitetnih botanickih pesticida po povoljnoj cijeni
e strogi propisi
e kratka prisutnost tvari u tlu zbog brze razgradnje
o ekstrakcija ulja iz biljaka koje rastu pri razli¢itim klimatskim uvjetima rezultira
razli¢itim sastavima u smislu aktivnih tvari s potencijalno smanjenim ucincima
suzbijanja stetnika i visokom varijabilnosti medu serijama (Isman i Grieneisen,
2014)

e proizvodnja na komercijalnoj razini zahtjeva vrlo veliku biomasu biljke,

zahtijevajuci tako njenu proizvodnju na poljoprivrednoj razini (Isman, 2006).
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Slika 6. Shema ekstrakcije, identifikacije i kvantifikacije aktivnih komponenti u svrhu
njihove daljnje upotrebe. Na slici su prikazani ekstrahirani, fenilpropanoidi, monoterpeni i

seskviterpeni. Preuzeto i prilagodeno prema Campos i sur. (2018).

2.2.1. Potencijal eteri¢nog ulja majc¢ine dusice kao ekoloski prihvatljivog insekticida

Od 2000. godine objavljeni su rezultati preko 120 znanstvenih istrazivanja koja se bave
eteri¢énim uljima vrste T. vulgaris (Trindade i sur., 2018). Vecéina tih istrazivanja temeljila se
na odredivanju ucinkovitosti ekstrakata i eteri¢nih ulja, njihovim letalnim dozama te
vremenu potrebnom za letalni u¢inak (Rattan, 2010). S obzirom da se znatno manji broj
istrazivanja bazirao na proucavanju mehanizma insekticidnog djelovanja ne ¢udi ¢injenica
da mehanizmi nisu u potpunosti razjasnjeni.

Szczepanik i sur. (2012) osmisli su i proveli istraZivanje o insekticidnom djelovanju
etericnog ulja T. vulgaris i njegovih izoliranih glavnih komponenti, timola i karvakrola,
protiv li¢inackih stadija kornjasa Alphitobius diaperinus iz porodice Tenebrionidae. Ovaj je
kornja$ jedan od najvecih i najrasprostranjenijih nametnika u peradarskoj industriji (Rumbos
I sur., 2018). Insekticidna aktivnost eteri¢nog ulja maj¢ine dusice te Cistih monoterpena
ovisila je o primijenjenoj dozi te starosti licinke. Istrazivanje nije dokazalo insekticidnu
uéinkovitost samog etericnog ulja majcine dusice, medutim postignuto je znacajno
smanjenje populacije kada su za tretman koriStene Ciste komponente. Timol i karvakrol
najizraZenije su djelovali protiv mladih li¢inki pri ¢emu vecina tretiranih jedinki nije
prezivjela. Rezultati ovog istrazivanja pokazali su potencijal timola i karvakrola kao
potencijalnih ekoloski prihvatljivih bioinsekticida protiv ovog nametnika (Szczepanik i sur.,
2012).
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Eteri¢no ulje T. vulgaris imalo je znacajan utjecaj i na Pochazia shantungensis, kukca
iz porodice Ricaniidae (Park i sur., 2017). P. shantungensis je primjer novootkrivenih
Stetnika koji ¢ine veliku ekonomsku Stetu u Koreji na drvecu jabuke, breskve te na persinu.
Insekticidno djelovanje izrazeno je pomoc¢u LCsp vrijednosti koja oznacava koli¢inu tvari u
mg/L potrebnu za smrt 50% tretirane populacije. Eteri¢no ulje T. vulgaris pokazalo je
najucinkovitije insekticidno djelovanje u usporedbi s djelovanjem ulja drugih vrsta kao §to
su Ruta graveolens (smrdljiva rutvica), Citrus aurantium (gorka naranca), Leptospermum
petersonii i Achillea milefolium (stolisnik). Park i sur., (2017) istrazili su i djelovanje
pojedinih komponenti ulja pri ¢emu je timol ponovno pokazao najbolje rezultate. Ovo
istrazivanje pokazalo je da za insekticidnu aktivnost timola vrlo vaznu ulogu ima metilna
skupina ¢ije je uklanjanje znacajno smanjilo insekticidnu aktivnost ove komponente. Dakle,
eteri¢no ulje T. vulgaris i njegova komponenta timol pokazuju veliki potencijal i moguénost
primjene u borbi protiv egzoti¢nih vrsta insekata kao §to je P. shantungensis.

Osim na kukcima koje predstavljaju poljoprivredne posasti, istrazivan je i potencijal
insekticidnog djelovanje eteri¢nog ulja majcine dusice na komarce. Komarci su poznati
vektori brojnih bolesti poput, malarije, denga groznice, Zute groznice i razli¢itih oblika
encefalitisa (Dargahi i sur., 2014). Nabrojane bolesti uzrok su znac¢ajnog postotka smrti ljudi
u svijetu. Prema Svjetskoj zdravstvenoj organizaciji (engl. World Health Organization,
WHO) tijekom 2002. godine malarijom je zarazeno vise od 300 milijuna ljudi, a oko milijun
ljudi je smrtno stradalo. Osim prijenosa bolesti komarci predstavljaju i velike Stetnike u
umjerenim i tropskim podrucjima (Park i sur., 2005). Borba protiv vektorskih komaraca
otezana je sve ve¢om otpornosti prema insekticidima (Hemingway i sur. 2002, Ranson i sur.
2002). Park i sur. (2005) proveli su istrazivanje repelentnog ucinka 5 monoterpena
(karvakrola, p-cimena, linaloola, a-terpinena i timola) izoliranih iz etericnog ulja T. vulgaris
protiv komarca Culex pipiens pallens. Istrazivanje je pokazalo dobar ucinak svih 5
monterpena pri 2%-tnoj koncentraciji. Medutim kao najuspjesniji repelent se pokazao a-
terpinen koji je osigurao 97.3% zastite u usporedbi sa Siroko rasprostranjenim komercijalnim
repelentom pod nazivom ,,deet* (N,N-dietil-metilbenzamid) koji pruza 89%-tnu zastitu od
ugriza komarca. Medutim zabiljezena je pojava akutne iritacije koze eksperimentalnih
Zivotinja nakon primjene monoterpena, ukljucujuci a-terpinen u koncentracijama iznad 10%
(Okabe i sur., 1990). Monoterpeni, osobito a-terpinen u¢inkoviti su repelenti za komarce, ali

je potrebno istraZiti problem toksi¢nosti prema ljudskoj kozi i o¢ima (Park i sur., 2005).
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2.2.2. Poznati mehanizam insekticidnog djelovanja sekundarnih metabolita maj¢ine
dusSice

Biljke su evolucijski razvile raznolike obrambene mehanizme, konstitutivne i
inducibilne, kako bi smanjile napade insekata dok su istovremeno insekti razvili strategije
svladavanja tih obrambenih mehanizama. Kemijska ekologija je znanost koja se bavi
proucavanjem uloge organskih spojeva (alelokemikalije) u interakcijama organizama s
okolinom i s drugim organizmima. Biljne alelokemikalije stupaju u interakciju s ciljanim
molekulama u biljojedima i mikroorganizmima te djeluju kao kemijska zastita biljke. S
obzirom na prisutnost velikog broja kemijskih obrana u prirodi, jako malo se zna o njihovim
mehanizmima na molekularnoj razini (Rattan, 2010).

Insekticidi imaju Sirok raspon ucinaka na insekte i druge artropode. Ne postoji
apsolutna metoda za pronalazak novih mehanizama djelovanja, a dogadaji sretnog slu¢ajnog
otkrivanja Cesto su vazniji od bioracionalnih pristupa. Postupak je olakSan ciljnim
ispitivanjem enzima, ionskih kanala i membrana kao dodataka za odredivanje insekticidne
aktivnosti (Casida i Quistad, 1998). Najuspjesnije biljke obi¢no sintetiziraju Sirok spektar
umjereno toksi¢nih obrambenih tvari ili mali broj visoko toksi¢nih tvari (Rattan, 2010). U
ciljna mjesta tih toksi¢nih tvari ubrajaju se proteini (enzimi, receptori, ionski kanali,
strukturni proteini), nukleinske kiseline, membrane pa c¢ak i sekundarni metaboliti
(Harborne, 1993). Botanic¢ki i sinteticki insekticidi utjecu na fiziologiju insekta na razne
nacine te djeluju na razlicita receptorna mjesta (Rattan, 2010). Na primjer, ekscitacija
(pobudivanje neurona) rezultira hiperaktivnos¢u, tremorom i krutom paralizom zbog
smanjenja energije te neuromuskularnog umora, dok neuroinhibicija uzrokuje nepokretnost
1 paralizu zbog moguceg nedostatka kisika 1/ili smanjenog respiratornog kapaciteta koji u
kona¢nici dovodi do smrti (Scharf i sur., 2003). U neka od glavnih ciljnih mjesta neuroloskog
sustava insekata ubrajamo kolinergicki sustav, GABA (y-aminomasla¢na kiselina) sustav,
mitohondrijski sustav te oktopaminergicki sustav (tablica 1). Timol, kao jedna od glavnih
komponenti etericnog ulja maj¢ine dusice, djeluje na GABA-kontrolirane kloridne kanale te
na oktopaminske receptore.

Brze reakcije GABA neurotransmitera posredovane su ionotropnim GABA
receptorima, pentamernim transmembranskim proteinima s integralnim, GABA-
kontroliranim anionskim kanalom (Moss i Smart, 2001). Dok su GABAA receptori kod
kraljeznjaka ograniCeni samo na ziv¢ani sustav (Sieghart, 1995), kod insekata su prisutni i u
miSi¢nim stanicama (Sattelle, 1990). Takvi ligandima-kontrolirani kloridni kanali su

dokazana ciljna mjesta insekticida koji djeluju antagonisticki stabiliziraju¢i neprovodljivu
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konformaciju kloridnog kanala. Blokiranjem GABA-kontroliranog kloridnog kanala

smanjuje se neuronalna inhibicija Sto dovodi do hiperekscitacije srediSnjeg zivéanog

sustava, konvulzija i smrti (Bloomquist, 2003). Takoder, GABA i srodne aminomasla¢ne

kiseline su poznati stimulatori hranjena i izazivaju reakciju okusnih stanica kod herbivornih

insekata, a takve alelokemijske tvari antagoniziraju GABA fagostimulanse, ¢ime izazivaju

odvracanje od hranjenja (Mullin i sur., 1994; Mitchell, 1987). Smatra se da timol ima ulogu

pozitivnog alosteriCkog regulatora, odnosno da potencira GABAAa receptore putem

nedefiniranog mjesta vezanja (Priestley i sur., 2003).

Tablica 1. Mehanizmi djelovanja sekundarnih metabolita prisutnih u eteriénom ulju majéine

dusice.

Nacin djelovanja

Mehanizam inhibicije

Izolirani sekundarni

metabolit

Reference

GABA receptori

Tvar se veZe na GABA receptore
povezane sa kloridnim kanalima na
membrani postsinaptickih neurona i

ometa rad sinapse

Timol iz

Thymus vulgaris

Belzile i sur., 2000.

Oktopaminski Blokira oktopaminske receptore Timol iz Enan, 2005g;

receptori djelujudi preko kaskade tiraminskih Thymus vulgaris Enan, 2005b.
receptora

Modulacija Aktivacija oktopaminskih receptora a-terpineol iz Enan, 2001.

oktopaminergickog Pinus sylvestris

sustava

Kolinergicki sustav

Vezanje na nikotinske acetilkolinske

receptore

Karvakrol iz

Origanum vulgare

Tong i sur., 2013.

Kolinergicki sustav

Kompetitivna i reverzibilna inhibicija

acetilkolinesterazne aktivnosti

Linalool iz

Aniba rosaeodora

Perry i sur., 2000;
Ryan i Byrne, 1988.
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Oktopaminergicki sustav insekata takoder predstavlja jednu od cestih meta
djelovanja biljnih eteri¢nih ulja. Oktopamin je prirodno prisutni, multifunkcionalni i biogeni
amin koji ima klju¢ne uloge kao neurotransmiter, neuromodulator i neurohormon u sustavu
beskraljeznjaka. Buduci da je prisutnost oktopamina u korelaciji s aktivnim ili stresnim
ponasanjem, nazvan je hormon ,,borba ili bijeg* kao dio opéeg sustava za uzbudenje koji
priprema insekta za snaznu aktivnost. Njegova uloga paralelna je ulozi adrenalina i
noradrenalina kod kraljeznjaka (Evans, 1981). Prisutan je u jako velikim koli¢inama u
ziv€anom sustavu vrsta iz koljena ¢lankonozaca, ukljucujuéi razrede insekata i rakova (Enan,
2001). Fizioloska uloga oktopamina kod kukaca je regulacija miogenickog ritma
posredovana je farmakoloski posebnim razredom oktopaminskih receptora. Rije¢ je o
oktopaminskim 2A, 2B i 3 (aktivacija adenilat ciklaze) receptorima. Pripadaju porodici
receptora s G-proteinima i povezani su s razli¢itim sustavima sekundarnih glasnika
(Kostyukovsky i sur., 2002; Enan, 2001; Howell i Evans, 1998; Evans i Robb, 1993; Ryan i
Byrne, 1988). Farmakoloska, biokemijska i fizioloska istrazivanja dokazala su prisutnost
podtipova oktopaminskih receptora u razli¢itim vrstama kao $to su americ¢ki Zohari (Enan,
2005b, 1998) i vinska musica (Evans i sur., 1995). Enan (2001) je pokazao da niska razina
eugenola (10° M) uzrokuje porast cikli¢kog adenozin monofosfata (cAMP) u Zivéanom
sustavu zohara, sli¢no kao i u¢inak oktopamina (10° M). Kasnije je pokazao da je eugenol
(2.5 x 10° M) oponasao oktopamin (108 M) u porastu koncentracije unutarstani¢nog kalcija
u kloniranim mozdanim stanicama ameri¢kog Zohara i vinske musice. I taj proces takoder je
bio posredovan oktopaminskim receptorima (Enan, 2005b). Dakle oktopaminergic¢ki sustav,
osobito receptori tipa 2, meta su insekticidnog djelovanja nekih aktivnih tvari eteri¢nih ulja.

Insekticidno djelovanje timola i karvakrola na vinsku musicu posredovano kaskadom
tiraminskim receptora (Enan, 2005b). Tiramin je, poput oktopamina, neuroaktivni ligand
koji je sveprisutan i pojavljuje se u velikim koli¢inama u beskraljeznjacima (Evans i sur.,
1980). Direktni je prekursor oktopamina koji nastaje hidroksilacijom b-ugljikovog bo¢nog
lanca (VVanden Broeck i sur., 1995; Roeder, 1994).
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3. ZAKLJUCAK

Moderna poljoprivreda i upotreba sintetickih insekticida rezultirala je brojnim Stetnim
promjenama tla, vode i zraka. Potreba za odrzanjem i povecCanjem poljoprivredne
proizvodnje uz smanjenje Stetnog utjecaja na ljude i neciljne organizme pokrenula je
Sekundarni biljni metaboliti imaju vaznu ulogu u interakciji biljke sa svojom okolinom i
drugim organizmima a posebno je vazan njihov doprinos obrambenom mehanizam biljaka
U stresnim uvjetima. Biljna etericna ulja smjese su razli¢itih sekundarnih metabolita i
pokazuju znacajno antibakterijsko, antiviralno i insekticidno djelovanje. Timol i karvakrol,
glavne komponente eteri¢nog ulja majcine dusice (Thymus vulgaris L), pokazuju znacajno
insekticidno 1 odbijajuc¢e djelovanje te imaju veliki potencijal upotrebe kao ekoloski
prihvatljivi bioinsekticidi. Ove komponente eteri¢nih ulja djeluju na srediSnji Ziv€ani sustav
kukaca, ukljucuju¢i GABA, kolinergicki i oktopaminergicki ziv¢ani sustav iako mehanizmi
djelovanja nisu u potpunosti razjasnjeni. Otkrivanje mehanizama djelovanja ovih spojeva
vazno je za utvrdivanje rizika za okoli$ i ekonomske isplativosti upotrebe bioinsekticida u
pesticida pridonijela bi o¢uvanju kvalitete poljoprivrednog tla i na posljetku zdravlja ljudske

populacije.
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