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Sazetak

Diplomskog rada studentice lIva Parlov, naslova

POVEZANOST SADRZAJA PIRETRINA I RAZVOJNOG STADIJA CVATA
DALMATINSKOG BUHACA

Dalmatinski buha¢ (Tanacetum cinerariifolium Trevir./ Sch. /Bip) je endemska vrsta isto¢ne
obale Jadranskog mora. Biljna je vrsta od velike ekonomske vaznosti zbog sadrzaja prirodnog
insekticida piretrina, kojeg Cini Sest aktivnih sastavnica, i to: piretrin I i Il, cinerin I i 1l te
jasmolin I i Il. Zbog niske toksi¢nosti za ljude i toplokrvne zivotinje primjena piretrina je
dozvoljena u ekoloskom uzgoju hrane. Cilj ovog rada bio je utvrditi potencijalne razlike u
sadrzaju piretrina ovisno o razvojnom stadiju cvata dalmatinskog buhaca medusobnom
usporedbom razvojnih faza dviju prirodnih populacija (Senj i Biokovo). Za ekstrakciju piretrina
iz suhih cvjetnih glavica dalmatinskog buhaca koriStena je metoda ekstrakcije disperzijom
matrice u ¢vrstoj fazi, dok je identifikacija i kvantifikacija svih Sest sastavnica piretrina
provedena tekuc¢inskom kromatografijom visoke djelotvornosti. Najnizi sadrzaj piretrina kod
obje populacije utvrden je u 1. razvojnom stadiju (neotvoreni pupovi, nazire se vrh jezicastih
cvjetova); kod populacije Biokovo iznosio je 0,53 % po masi suhog cvata, dok je kod populacije
Senj iznosio nesto vise, odnosno 0,58%. U 3. razvojnom stadiju (jeziCasti cvjetovi razvijeni,
naziru se cjevasti cvjetovi) utvrden je najvisi ukupni sadrzaj piretrina; kod populacije Biokovo
iznosio je 0,99% po masi suhog cvata, dok je kod populacije Senj iznosio 1,17% po masi suhog
cvata. Populacija Senj u svim razvojnim fazama biljezi viSi omjer pir I/ pir I, a samim time i
vecu insekticidnu aktivnost u odnosu na populaciju Biokovo. Omjer pir I/ pir Il kod populacije
Senj kontinuirano je rastao prema 7. razvojnom stadiju u kojem je i zabiljezena njegova najveca
vrijednost. Vrijednost omjera pir I/ pir 1l kod populacije Biokovo oscilirala je kroz svih sedam
razvojnih faza, ali najvecu vrijednost biljezi u 1. razvojnom stadiju.

Kljuéne rijeci: dalmatinski buhag, piretrin, razvojni stadij, prirodne populacije



Summary

Of the master’s thesis — student lva Parlov, entitled

CORRELATION BETWEEN PYRETHRIN CONTENT WITH THE
DEVELOPMENT STAGE OF THE DALMATIAN PYRETHRUM FLOWERS

Dalmatian pyrethrum (Tanacetum cinerariifolium Trevir./ Sch. / Bip) is an endemic species of
the eastern coast of the Adriatic Sea. The plant species is of economic importance due to the
content of the natural insecticide pyrethrin, which is composed of six active ingredients
pyrethrin I'i 11, cinerin 11 11, and jasmolin I and Il. Pyrethrins are used in organic food production
due to their low toxicity to humans and warm-blooded animals. This study aimed to determine
potential differences in pyrethrin content depending on the Dalmatian pyrethrum flower
development stage of the between the two populations (Senj and Biokovo). Matrix Solid Phase
Dispersion was used for the extraction of pyrethrins from dried pyrethrum flowers samples,
while High Performance Liquid Chromatography was used for the identification and
quantification of pyrethrin. The lowest pyrethrin content in both populations was recorded in
the first development stage (unopened buds, top of the ray flowers visible). In this stage
population from Biokovo contained 0.53 % of pyrethrins in the dry flower head, while in the
population of Senj slightly lower values were determined, 0.58 %, respectively. The highest
total pyrethrin content was determined in the third development stage (ray flowers developed,
disc flowers visible); 0.99 % of the dry flower weight in the population from Biokovo and 1.17
% in the Senj population. The population of Senj in all developmental stages recorded a higher
pir | / pir Il ratio, and thus higher insecticidal activity compared to the population of Biokovo.
The pir | / pir 1l ratio in the population of Senj continuously increased to the seventh
developmental stage, in which its highest value was recorded. The value of the pir I / pir ratio
Il in the population of Biokovo oscillated through all seven developmental stages, but the
highest value was recorded in the first stage.

Keywords: Dalmatian pyrethrum, pyretrin, developmental stage, natural populations



1. Uvod

Dalmatinski buha¢ (Tanacetum cinerariifolium Trevir./ Sch. /Bip.) je viSegodiSnja
zeljasta biljna vrsta koja pripada porodici Asteraceae. Glavicasti cvatovi buhaca su gradeni od
zutih, cjevastih plodnih cvjetova koji se nalaze u sredisnjem dijelu cvata i neplodnih bijelih
jezicastih cvjetova koji ih okruzuju (Ozimec 1 sur. 2015.).

Endemska je vrsta istocne obale Jadranskog mora te je u Hrvatskoj strogo zasticena
biljna vrsta (Grdisa i sur. 2009.). U Hrvatskoj samoniklo raste duz obalnog pojasa i na otocima,
a najbrojnije populacije su u Dalmaciji. Raste i u juznom dijelu Bosne i Hercegovine, te na
obalnim podru¢jima Albanije i Crne Gore (Heywood 1976.). Najbrojnije populacije
dalmatinskog buhaca rastu na ekstremno degradiranim staniStima. lako je Hrvatska nekada bila
glavni proizvodac, danas su to Tanzanija, Ruanda, Kenija, Kina te Papua Nova Gvineja (FAO
2018.) te Australija s Tasmanijom (BRA 2020.).

Vaznost ove biljke krije se u sadrzaju sekundarnog metabolita — piretrina. Piretrin je
prirodan insekticid koji se prilikom koriStenja ne akumulira u podzemnim vodama 1 okoliSu te
je nisko toksi¢an za sisavce 1 toplokrvne zivotinje (Joveti¢ 1 de Gooijer 1995., Hitmi 1 sur.
1998.). Zbog navedenih svojstava, koristi se u ekoloskom uzgoju (Wei i sur. 2006.). Djeluje
kao kontaktni otrov; ulazi u ZivCani sustav kukaca izazivajué¢i knock — down ucinak te
naposlijetku smrt kukca (Gunasekara 2004.).

Insekticidna aktivnost piretrina je rezultat kombinacije Sest aktivnih kemijskih
sastavnica (Babi¢ i sur. 2012.), po kemijskom sastavu estera: piretrin I, cinerin I, jasmolin I,
piretrin II, jasmolin II, cinerin II, pri ¢emu su piretrin I 1 II najjaktivniji. Omjer piretrina I 1
piretrina I odreduje kvalitetu ekstrakta (Maciver 1995.).

Koncentracija Sest aktivnih sastavnica piretrina ovisi o genotipu biljke, zemljopisnom
podrijetlu, razvojnom stadiju cvata u vrijeme berbe, te metodi suSenja i uvjetima skladistenja
(Moslemi 2017.). Optimalno vrijeme berbe odredeno je razvojnim stadijem cvata, a utvrdivanje
optimalnog stadija od izuzetne je vaznosti kako bi se postigao Sto veci sadrzaj piretrina
(Gnadinger i Corl 1930.).

U znanstvenoj literaturi dostupna su istrazivanja 0 optimalnom vremenu berbe, odnosno
istrazivanja usmjerena na utvrdivanje povezanosti razvojnih stadija cvata dalmatinskog buhaca
sa sadrzajem piretrina. Medutim, navedena su istrazivanja provedena 60-tih i 70-tih godina 20.
stolje¢a (Head 1966.; Parlevliet 1970.; Head 1973; Faber 1980.; ). Napretkom tehnologije i
uvodenjem novih analitickih metoda, omogucene su kvalitetnije i detaljnije kemijske analize
koje ¢e u ovom diplomskom radu biti i primijenjene u utvrdivanju sadrzaja svih Sest sastavnica
piretrina i ukupnih piretrina u razli¢itim razvojnim fazama dviju autohtonih populacija
dalmatinskog buhaca.



2. Hipoteza i cilj istrazivanja

Cilj istrazivanja je utvrditi potencijalne razlike u sadrzaju piretrina ovisno o razvojnom stadiju
cvata dalmatinskog buhaca medusobnom usporedbom dviju prirodnih populacija dalmatinskog
buhaca (Biokovo i Senj).

Pretpostavka je da ¢e prolaskom kroz razli¢ite razvojne faze prvotno do¢i do povecanja sadrzaja
piretrina, nakon Cega ¢e uslijediti pad njegove koncentracije. Takoder, ocekuje se veéi ukupni
sadrzaj piretrina kod populacije Senj, s obzirom na povoljnije okoliSne uvjete za rast i razvoj
dalmatinskog buhaca 1 sintezu piretrina.



3. Pregled literature
3.1. Sistematika i rasprostranjenost

Dalmatinski buha¢ (Tanacetum cinerariifolium Trevir./ Sch. /Bip.) je viSegodi$nja zeljasta
biljna vrsta koja pripada redu Asterales, porodici Asteraceae te rodu Tanacetum. U rodu vrati¢a
(Tanacetum) u RH nalazimo sedam svojti, a to su:

e Tanacetum cinerariifolium (Trevir.) Sch. Bip. — dalmatinski buhac,

e Tanacetum corymbosum (L.) Sch. Bip — gronjasti vratic,

e Tanacetum corymbosum (L.) Sch. Bip. ssp. clusii (Fisch.ex Rchb.) Heywood,
e Tanacetum corymbosum (L.) Sch. Bip. ssp. corymbosum,

e Tanacetum macrophyllum (Waldst. et Kit.) Sch. Bip.,

e Tanacetum partehium (L.) Sch. Bip. — majcinski vrati¢ i

e Tanacetum vulgare L. — obi¢ni vrati¢ (Nikoli¢ 2015.).

U Europi, od 17 poznatih vrsta iz roda Tanacetum, ekonomski je najvazniji dalmatinski
buhac¢ zbog sadrzaja prirodnog insekticida piretrina (Kolak 1 sur. 1999.). Dalmatinski buhac je
strogo zasSticena biljna vrsta (Ozimec 1 sur. 2015.). Narodni nazivi za dalmatinski buha¢ su
buhac, divlji pelin, buvac¢, dalmatinska hrisantema te matrikolda. Opis dalmatinskog buhaca
prvi put je objavljen u djelu ,,L'Orto botanico di Padova“ jos 1660. godine, a vaZnost
dalmatinskog buhaca kao prirodnog insekticida objavio je poznati botani¢ar Roberto de Visiani
(1880. — 1878.). Njegovu primjenu u svrhu suzbijanja Stetnika prosirio je dubrovacki ljekarnik
Antun Drobac (1810. — 1882.), da bi ju Lavoslav Ruzi¢ka (1887. — 1976.) 1920. godine i
znanstveno potvrdio (Nikoli¢ i sur. 2015.).

Buhac¢ je endemska vrsta istocne obale Jadranskog mora, samoniklo raste duz citave
hrvatske obale od Istre na sjeveru pa sve do Prevlake na jugu, na jugu Bosne i Hercegovine, te
uz obalu Crne Gore, pa do sjeverne Albanije (Nikoli¢ 2015., Grdisa i sur. 2009.).
Rasprostranjenost u Hrvatskoj (Slika 3.1.1.) ukljuCuje najjuzniji dio istarskog poluotoka
(Premantura) i Kvarnerske otoke (Cres, Krk, LoSinj), a najbrojnije populacije su u Dalmaciji uz
obalu i na otocima (Ugljan, Dugi otok, Hvar, Brac, Lastovo, Mljet, Vis, BiSevo), gdje raste od
obale mora do 200 m nadmorske visine, iako je zabiljezen lokalitet na nadmorskoj visini visoj
od 500 m, kao $to je Zmijsko brdo na sjeverozapadnom dijelu polutotoka Peljesca (Nikoli¢ i
sur. 2015.). Takoder ga nalazimo na planinskim predjelima Biokova i Velebita do 1000 metara
nadmorske visine (Nikoli¢ 2015).



Slika 3.1.1. Rasprostranjenost dalmatinskog buhaca u RH
Izvor: Flora Croatica Database https://hirc.botanic.hr/fcd/ - pristup 08.03.2020.

Najbrojnije populacije dalmatinskog buha¢a rastu na ekstremno degradiranim
staniStima, u podru¢jima submediteranskih 1 epimediteranskih suhih travnjaka te na
kamenjarskim paSnjacima, a u manje brojnim populacijama 1 u prorijedenim mjeSovitim i
stenomediteranskim ¢istim vazdazelenim Sumama i makijama crnike i u vegetaciji tirensko-
jadranskih vapnenackih stijena (Nikoli¢ i sur. 2015.).

Godinama je najveci svjetski proizvoda¢ buhaca bila Hrvatska (Dalmacija). Svoj
vrhunac proizvodnja dostize po¢etkom 20. stoljec¢a uz prinose od 400 — 800 kg/ha suhog cvata.
Rekordna je bila 1926. godina kada je 1350 t suhog cvata izvezeno u SAD i u zemlje zapadne
Europe (Ozani¢ 1955., Kolak 1999., Ozimec i sur. 2015.), ali zbog nestalnosti trzista i zbog
prodaje nepreradenog cvijeta dalmatinskog buhaca, koja nije zadovoljavala potrebe kupaca
(Beni¢ Penava 2012.) te pocetka koristenja sintetskih pesticida kao §to je DDT, proizvodnja
prestaje. U razdoblju izmedu dva svjetska rata Japan postaje najvec¢i svjetski proizvodac, a
nakon Drugog svjetskog rata, Kenija zauzima to mjesto (Moslemi 2017.). Prema podacima
Organizacije za prehranu i poljoprivredu (Food and Agriculture Organization) (FAO 2018.), u
2018. godini proizvedeno je 11 311 t suhih cvatova dalmatinskog buhaca, na povrSini od 22
659 ha, a prosjeéni svjetski prinos suhog cvata iznosio je 499,2 kg/ha. Tome je potrebno
pridodati dostupne podatke o proizvodnji u Australiji, koja je u 2017. godini iznosila oko 7000
t (BRA 2020.). Na slici 3.1.2. prikazani su najvecih svjetski proizvodaci dalmatinskog buhaca.


https://hirc.botanic.hr/fcd/
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Slika 3.1.2. Najveci svjetski proizvodaci dalmatinskog buhaca
Izvor: Organizacija za hranu i poljoprivredu (FAO) http://www.fao.org/faostat/en/#data/QC - pristup: 13. 03.
2020.

3.2. MorfoloSka svojstva

Buhac je viSegodiSnja zeljasta biljka koja raste u obliku polugrma (slika 3.2.1.). Ovisno
0 genotipu i uvjetima uzgoja, buha¢ doseze visinu 30 — 100 cm (Kolak i sur. 1999.). Odlikuje
ga jak i vrlo dobro razvijen korijenov sustav (Stepanovi¢ i sur. 2009.). Svake godine iz korijena
izbija mnostvo jednogodisnjih zeljastih izbojaka koji na vrhu zavrSavaju glavicastim cvatom.
Duge stabljike dalmatinskog buhaca su brazdaste i prekrivene sivkastim kratkim dlacicama.
Jedna biljka moze formirati 300 — 400 sekundarnih stabljika s cvjetnim glavicama (Kolak i sur.
1999.). Na slici 3.2.2. prikazani su bazni dvostruko perasti i nepravilno duboko razdijeljeni
listovi, €ija se duljina mijenja prema genotipu biljke 1 vrsti podloge (KuSan 1938.). Gornji
listovi su sjedeci, 1 manjih dimenzija od prizemnih listova (Nikoli¢ i sur. 2015.).


http://www.fao.org/faostat/en/#data/QC
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Slika 3.2.1. Grm dalmatinskog buhaca Slika 3.2.2. Bazalni listovi buhaca
Autor: M. Grdi$a, 2020. Izvor: Nikoli¢ i sur. 2015

Cvatovi dalmatinskog buhaca karakteristi¢ni su za porodicu glavocika i promjera su od
3 do 5 cm. Biljka stara dvije godine moze razviti od 200 do 400 cvatova, a starije ¢ak i preko
800 cvatova (Stepanovic i sur. 2009.). Cvat sadrzi dvije vrste sjede¢ih cvjetova (Brewer 1968.).
Kao $to je 1 prikazano na slici 3.2.3., u srediSnjem dijelu cvata smjeSteni su zuti cjevasti cvjetovi,
a s vanjske strane ih okruzuju jezicasti bijeli cvjetovi.

Bijeli jeziCasti cvjetovi sadrze samo muske organe, dok cjevasti cvjetovi sadrze 1 muske
1 zenske organe (Bhat 1995.). Ovi fertilni cvjetovi sastavljeni su od pet lapova caske i pet latica
vjencica te pet kratkih prikrivenih prasnika i plodnica (Skender 1999.). Na cvjetnoj glavici prvo
se otvaraju jeziCasti cvjetovi koji su razvijeniji od unutarnjih cjevastih cvjetova. Ovojni listovi
cvata su tvrdi i rasporedeni u tri reda, s vanjske strane su dlakavi, a s unutarnje glatki i bjelicasti
(Nikoli¢ 1 sur. 2015.). Cvatovi nalikuju na cvatove ivancice, odakle i potjece jedan od narodnih
naziva dalmatinska ivancica (Ozimec i sur. 2015).

Slika 3.2.3. Cvatovi dalmatinskog buhaca
Autor: M. Grdisa, 2019.



Plod je jednosjemena, pri osnovi suzenija roska duzine od 2,5 do 3,5 mm. Sjeme je izduzeno,
tamnoZzute boje sa izrazenim rebrima. Masa sjemenki kreée se od 0,9 do 1,1 g. Cvatnja pocinje
krajem svibnja, a zavrSava pocetkom lipnja (Stepanovi¢ i sur. 2009.).

3.3. Kemijska svojstva piretrina

Cvatovi dalmatinskog buhaca koriste se za ekstrakciju piretrina. To je jedan od
poznatijih prirodnih insekticida ¢ija je karakteristika niska toksi¢nost za ljude i1 toplokrvne
zivotinje (Elliot i sur. 1969., Purseglove 1982.). Minimalna smrtonosna oralna doza piretrina je
750 mg/kg za djecu, te 1000 mg/kg za odrasle (Vasisht 1 Vishavjit 2000.). Najvece koli¢ine
piretrina smjestene su u cvjetnim glavicama, odnosno u uljanim Zlijezdama roski: 93,7 %;
znatno manje u cjevastim cvjetovima: 2 %; te u jeziCastim cvjetovima i cvjetistu: 2,6 % (Head
1966.).

Ovaj sekundarni metabolit dalmatinskog buhaca je lako biorazgradiv. Pod utjecajem
sunceve svjetlosti, vode i zraka, on postaje nestabilan 1 zbog toga se ne akumulira u hranidbenim
lancima i u podzemnim vodama (Cochran 1995., Joveti¢ i de Gooijer 1995., Todd i sur. 2003.).
Kao rezultat navedenog, vode¢i je prirodni insekticid u ekoloskom uzgoju hrane. Koristi se pri
uzgoju razli¢itih poljoprivrednih usjeva za suzbijanje lisnih uSiju, crvenog voénog pauka,
stjenica i ostalih kukaca (Glynne-Jones 2001.). Prema Ozimec i sur. (2015.) buha¢ se koristio
kao repelent protiv komaraca, njime su se lijecile rane domacih Zivotinja, od alkohola i eteri¢nih
ulja izradivala se tinktura kojom se mazalo tijelo. Takoder, Kusan (1938.) navodi kako su se
strunjace punile suhom biljkom buhaca jos$ i prije poznavanja botani¢kih svojstava biljke.

Unato¢ dugoj povijesti koriStenja ovog prirodnog insekticida, nije zabiljezen slucaj
rezistentnosti kod kukaca zbog sloZene strukture ekstrakta. S druge strane, postoje sintetizirani
insekticidi na koje su brojni kukci razvili rezistentnost (Todd i sur. 2003.), a koriste se jer su
stabilniji u okoliSu, imaju vecu ucinkovitost, a samim time, manji su troskovi prilikom
proizvodnje. S vremenom, povecali su se zahtjevi za sigurnim i ckoloSki prihvatljivim
insekticidima te se zbog toga ponovo povecala upotreba piretrina (Matsuda i sur. 2005.).

Piretrini imaju repelentno djelovanje (niske koncentracije piretrina), te kontaktno
djelovanje; uzrokuju paralizu kukaca nakon nekoliko sekundi ili minuta (Gunasekara 2004.).
Ulaze kroz di$ni sustav, ticala, noge i ¢lankovite drske kukca. Djeluju na ziv€ani sustav,
izazivajuéi kontrakcije miSi¢a 1 nekoordinirane pokrete krila i nogu, te naposlijetku paralizu
kukca (Catalano 2010.).

Pojam piretrin odnosi se na Sest aktivnih kemijskih sastavnica (Slika 3.3.1.), koji
pripadaju skupini terpenoida (Lichtenthaler i sur. 1997.). To su: piretrin | (C21H2803), cinerin |
(C20H2803), jasmolin I (C21H3003), piretrin I (C22H2805), jasmolin ] (C22H3005), cinerin 11
(C21H280s). Po kemijskom sastavu su esteri alkohola retrolona i dviju organskih Kiselina.
Spojevi iz skupine Piretrini | (piretrin I, cinerin I, jasmolin I) su esteri krizantemske Kiseline, a
spojevi iz skupine Piretrini 11 (piretrin I, cinerin 11 i jasmolin I1) su esteri piretrinske kiseline
(Casida i Quistad 1995.). Omjer piretrina, cinerina i jasmolina u ekstraktu iznosi otprilike
10:3:1, s omjerom piretrina I i piretrina II u rasponu od 0,5 do 3,5 (Babi¢ i sur. 2012.).



Od ukupnih piretrina, zastupljenost Piretrina I iznosi 30 — 70 %, od ¢ega se 40 — 65 %
odnosi na piretrin | (Kolak i sur. 1999.). Omjer piretrina | i piretrina Il odreduje kvalitetu
ekstrakta, a on se smanjuje sa zrelo$¢u cvjetova (Pattenden 1970.; Maciver 1995.).

Postoji razlika u toksi¢nosti piretrina I i piretrina II za kukce. Piretrin II ima brzi
imobilizirajuci (tzv. knock — down) ucinak i kukei se kroz nekoliko sati oporavljaju, a piretrin I
izaziva smrt kukca (Winney 1979.).

Prinos i kvaliteta piretrina odredena je prinosom suhog cvijeta po jedinici povrsine,
sadrzajem piretrina u suhoj tvari cvijeta te omjerom piretrina | i piretrina Il (Parlevliet 1979.).
Prema istrazivanju koje su proveli Grdisa i sur. (2013.) na 25 prirodnih populacija buhaca
Jadranske obale i otoka, sadrzaj piretrina kretao se od 0,36 % do 1,30 % suhe mase cvijeta.
Prema Bakari¢u (2005.) divlje populacije buhaca sadrze od 0,60 % do 0,79 % piretrina. Sadrzaj
piretrina komercijalnih vrsta u Tasmaniji je priblizno od 1,80 % do 2,50 % suhe mase cvijeta
(Morris 1 sur. 2005.). Sirov ekstrakt sadrzi od 30 do 35 % piretrina, u malim koli¢inama sadrzi
1 terpenoide kao $to su: karotenoidi (0.82 %), klorofil (0.1 %) te taraksterol (5 %) (Catalano 1
sur. 2014.).
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Slika 3.3.1. Kemijske strukture piretrina I, piretrina 11, cinerina I, cinerina Il, jasmolina | i
jasmolina |



Koncentracija Sest aktivnih sastavnica piretrina ovisi o: genotipu biljke, zemljopisnom
podrijetlu, razvojnom stadiju cvata u vremenu berbe, metodi susSenja i uvjetima skladistenja

(Moslemi 2017.).

3.4. Tehnologija uzgoja

3.4.1. Uvjeti uzgoja

Dalmatinski buha¢ preferira suncanu i toplu klimu jer toplina 1 svjetlo stimuliraju
sintezu piretrina, ali i ukupan broj cvatova po biljci. Bitna je zaklonjenost od vijetra, poplava i
okoli$nih stresova. U svom prirodnom stanis$tu uspijeva na stjenovitim podrucjima. Podnosi
susna razdoblja, ali i jako niske temperature, od ¢ak -39 °C do - 42 °C, ali kroz kratak vremenski
period (Stepanovic i sur. 2009.). Najpogodnija su mu kamenita i lagano pjeskovita tla srednje
plodnosti s visokim sadrzajem kalcija i dobre propusnosti za vodu, a s obzirom na snazan 1
razvijen korijenov sustav moze se uzgajati i na najsiromasnijim tlima. Tla visoke plodnosti nisu
pogodna jer uzrokuju dobar prinos zelene mase, a manji prinos piretrina. Kroll (1963.) i
Wandahwa (1996.) navode kako je najveci postotak klijavosti na dubokim i dobro dreniranim
tlima, ali uspijeva 1 na skeletnim tlima blage slanoc¢e 1 blagih alkalnih pH vrijednosti. Buhac se
na istoj povrsini moze uzgajati od 8 do 12 godina, ali najveci prinos cvijeta je od 3 do 4 godine
od pocetka uzgoja (Kolak 1 sur. 1999., Stepanovic¢ i sur. 2009.).

3.4.2. Plodored i priprema tla za sadnju/sjetvu

Plodored nije nuzan jer buha¢ kao viSegodiSnja kultura na istom tlu raste i preko 10
godina (Stepanovi¢ 1 sur. 2009.), ali moze postojati kao opcija. U slucaju odabira plodoreda,
najbolje predkulture su one koje dobro unistavaju korove. Najpovoljnije su strne Zitarice,
okopavine, ugar te djetelinsko-travne smjese (Kolak i sur. 1999.). Obradu tla treba zapoceti
plitkim oranjem krajem ljeta i po¢etkom jeseni ili u proljece, tanjuracom ili sjetvospremacem,
ovisno o roku sadnje. Obrada tla mora biti Sto kvalitetnija kako bi se izravnale sve neravnine
tla i kako bi presadnicama stvorili $to kvalitetnije uvjete za klijanje. Nakon nicanja korova
nuzno je obaviti duboko oranje na dubini od 30 cm (Stepanovi¢ i sur. 2009.). Buha¢ dobro
podnosi gnojidbu stajskim gnojem koji se unosi pod brazdu kod osnovne gnojidbe tla u koli¢ini
10-30 t/ha. Povrsinski sloj mora biti $to dublje slozen kako bi korovi koji su na povrsini bili $to
bolje unisteni (Kolak i sur. 1999.).

3.4.3. Sjetva i sadnja

Buha¢ se razmnozava na dva nacina: vegetativno; dijeljenjem starijih busena, te
generativno; sjemenom. U postupku dijeljenja busena odabiru se najkvalitetnije biljke. Obi¢no
se za ovaj postupak biraju starije biljke, u starosti od 10 do 12 godina, koje su zavrSile
eksploataciju na polju. Od jedne biljke moze se dobiti od 5 do 10 presadnica, a sam postupak
je najbolje provoditi u jesen ili u proljece.



Ovakav oblik razmnozavanja koristi se rjede jer je postupak skup, s obzirom da se
vadenje 1 dijeljenje busena obavljaju ru¢no (Stepanovi¢ i sur. 2009.).

Direktna sjetva sjemena obavlja se specijalnom sijacicom u rano prolje¢e na razmaku
od 50 cm izmedu redova te 25 do 50 cm unutar reda. Biljke ni¢u od 15 do 20 dana nakon sjetve.
Na 1 ha koristi se od 1 do 1,2 kg sjemena. Sklop se regulira nakon nicanja, a ovisi 0 genotipu
biljke, tipu tla i plodnosti tla, o gnojidbi itd. (Kolak i sur. 1999.).

Ukoliko se nasad podize presadnicama one se proizvode u toplim i1 hladnim klijalistima.
Povoljnija je proizvodnja u hladnijim klijaliStima (Stepanovic¢ i sur. 2009.). Sjetva sjemena za
presadnice se odvija u veljaci ili u ozujku, a presadnice se sade na polje u travnju ili po¢etkom
svibnja, ruéno ili sadilicama. Za 1 m? klijalista potrebno je osigurati 5 g sjemena, $to je od 200
do 300 presadnica (Kolak i sur. 1999.). Ako proizvodimo presadnice u hladnim klijalistima,
presadivanje se obavlja u jesen. Jesenska sadnja je povoljnija jer biljke ve¢ u prvoj godini mogu
dati vecu koli¢inu cvjetova. Sadnja se obavlja u listopadu ili u studenom, s prvim jesenskim
kiSama. Presadnice se sade u redove na razmaku od 50 do 70 cm, a razmak unutar reda je od
30 do 40 cm. Za 1 ha je potrebno 66 600 presadnica (Stepanovic i sur. 2009.).

3.4.4. Njega usjeva

U prvoj godini uzgoja, izrazito je vazno okopavanje, prihranjivanje i popunjavanje
praznih mjesta. Okopavanje je od velike vaznosti jer povrSinski sloj mora biti rastresit 1 bez
korova. Ako se obavlja jesenska sjetva, okopavanje je potrebno izvrsiti u prolje¢e. Drugo
okopavanje slijedi 3 do 5 tjedana nakon prvog. Prihranjivanje buhaca izvrSava se jednom ili
dva puta. Prvo prihranjivanje provodi se neposredno pred drugo okopavanje, a upotrebljava se
od 100 do 150 kg/ha dusicnog gnojiva KAN. U jesen se obavlja periodi¢na prihrana u kojoj se
koriste kombinirana NPK gnojiva. Popunjavanje praznih mjesta se odvija poc¢etkom jeseni jer
neke se biljke ne prime ili tijekom ljeta uginu. Postupak se ne odvija samo nakon presadivanja,
ve¢ 1u 2. 1u 3. godini uzgoja (Stepanovic 1 sur. 2009.).

3.4.5. Berba usjeva

Parlevliet (1969.) prema Bhat i Menray (1986.) navodi kako je koli¢ina prikupljenih
biljaka po hektaru temelj za prinos svjeze 1 suhe mase cvata. Smatra se da prinos svjeze mase
cvata ovisi o veli¢ini cvata, svjezoj masi 100 cvatova, broju cvatova po stabljici, te broju
stabljika produciranih tijekom godine rasta. Cvatnja pocinje krajem svibnja. Cvatovi se mogu
brati ve¢ u prvoj godini, ali berba je najbolja u narednim godinama kada se razvije vise cvatova
po biljci.

Vrijeme berbe odredeno je razvojnim stadijem cvata, a utvrdivanje optimalnog stadija
od izuzetne je vaznosti kako bi se postigao §to veci sadrzaj piretrina (Head 1973.; Potts i Menary
1987.; Ikahu i Ngugi 1989).

Cvjetovi buhaca otvaraju se u fazama. Prvobitno se razmotaju latice jezicastih cvjetova
te se nakon toga cjevasti cvjetovi po¢nu otvarati od ruba prema sredini, s otvaranjem po jedne
spirale cvjetova dnevno. Kada cjevasti cvjetovi dodu do faze rascvjetalosti, oni gube boju te
kre¢e pogodna faza za sakupljanje sjemena ako su cvjetovi bili prethodno oplodeni Sitango
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(2011.). Kolak i sur. (1999.) navode da berba cvatova pocinje u fazi kada se cjevasti cvjetovi
poc¢nu otvarati, a zavrSava u fazi kada se jezicasti cvjetovi osuse, odnosno uvenu.

Prema Bakari¢u (2005.) najve¢i sadrzaj piretrina je u fazi kada se otvore 2 do 3 kruga
cjevastih cvjetova, a jezicasti cvjetovi su polozeni horizontalno. To je faza kada je 3/4 cvjetova
otvoreno, a traje samo 2 do 3 dana, stoga je vazno berbu obaviti u tom periodu. U Dalmaciji,
cvatne glavice tradicionalno su se brale na Sv. Antu (13. lipnja), odnosno 3. ili 4. dan od pocetka
cvatnje.

U istrazivanju Head (1966.) analizirano je sedam razvojnih stadija cvatne glavice
dalmatinskog buhac¢a. Rezultati su pokazali da se nakupljanje piretrina odvija u dvije faze; u
prvoj fazi dolazi do rasta sadrzaja piretrina (1. do 4. stadij), dok u drugoj stacionarnoj fazi (5.
do 7 stadij) postignut sadrzaj piretrina se ne mijenja. U kasnijem istrazivanju istog autora
(Headu, 1973.) spominje se osam razli¢itih razvojnih stadija cvata i oni su opisani u tablici
3.4.5.1. Navodi da je sadrzaj piretrina po suhoj masi cvata najvisi u 4. stadiju ili izmedu 4. 1 5.
stadija. Na temelju toga, Wandahwa i sur. (1996.) smatraju da je prvu berbu najbolje obaviti u
5. razvojnom stadiju kada su svi cjevasti cvjetovi otvoreni, odnosno 21. dan nakon §to su svi
pupoljci potpuno razvijeni.

Tablica 3.4.5.1. Razvojni stadiji cvata dalmatinskog buhaca i vrijeme potrebno za razvoj prema
Headu (1973.)

Razvojni Opis razvojnog stadija Broj dana
stadij

1. Dobro razvijeni zatvoreni pupoljci 0 dana

2. JeziCasti cvjetovi razvijeni, stoje vertikalno 12 dana

3 Je%iéasti cvjetovi u horizontalnom poloZzaju, prvi red cjevastih 16 dana
cvjetova otvoren

4, Priblizno 3 reda cjevastih cvjetova otvorena 19 dana

5. Svi cjevasti cvjetovi otvoreni, puna zrelost 21 dan

6. Faza rar'l'e I'?ilSC\'/j etalosti, cjevasti cvjetovi mijenjaju boju, jezicasti 31 dan
nepromijenjeni

7 Faza kasne rascvjetalosti, gotovo potpuna promjena boje u 43 dana

' cjevastim cvjetovima, jeziCasti cvjetovi uveli
8. Cjevasti cvjetovi otpali, faza pogodna za sakupljanje sjemena 60 dana
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Potts and Menary (1987.) su napravili preinaku razvojnih stadija koje je opisao Head (1973.).
Takoder razlikuju osam razvojnih stadija koji su opisani u tablici 3.4.5.2.

Tablica 3.4.5.2. Razvojni stadiji cvata dalmatinskog buhaca prema Potts and Menary (1987.)

Razvojni Opis razvojnog stadija
stadij

1. Dobro razvijeni zatvoreni pupovi

Pojava jezicastih cvjetova iz pupova

1/3 jeziCastih cvjetova otvorena

1/3 do 2/3 reda cjevastih cvjetova otvoreno

od 2/3 do potpuno otvorenih cjevastih cvjetova

Svi cvjetovi otvoreni i pola cjevastih cvjetova smede boje

JezicCasti cvjetovi suhli, cjevasti cvjetovi na cvatu, smede boje

® N o~ wN

Cjevasti cvjetovi otpali, stabljika suha do 1 cm ispod cvata, sjeme zrelo

Ovisno o geografskom poloZaju 1 klimatskim uvjetima, postoje razlike u razdoblju i
trajanju cvatnje. U Tasmaniji cvatnja buhaca zapocinje u prosincu/sijecnju. Za pocetak cvatnje
potrebna je vernalizacija na 6 °C u razdoblju od 2 tjedna ili 12 °C u razdoblju od 3 tjedna, u
uvjetima kratkog dana i pri dnevnoj temperaturi od 20 do 30 °C. (Sitango 2011.). U Tasmaniji
berba cvatova se provodi izmedu razvojnog stadija 4. (1/3 do 2/3 cjevasti cvjetova otvoreno)
do razvojnog stadija 6. (svi cjevasti cvjetovi otvoreni, a polovina jeziCastih cvjetova je smede
boje) (Potts i Menary, 1987.). U Keniji buha¢ kontinuirano proizvodi cvjetove u trajanju od 8
do 9 mjeseci. U tom razdoblju prisutne su sve faze razvoja cvijeta (Wandahwa i sur. 1996.).

Stepanovic i sur. (2009.) navode kako se berba cvatova u nekim zemljama i dalje obavlja
rucno. Biljka se kosi, a snopovima se na ceslju ili Cupacu odvaja cvat. SuSenje se obavlja u
su$nicama u hladu na prozraénom mjestu, na temperaturi do 50 °C. U modernom uzgoju buhaca,
berba se odvija zitnim kombajnima. Kombajn skida cvijet do peteljke, a prikupljena masa se
odmah susi na temperaturi od 50 do 60 °C. Nakon toga, obavlja se vrsidba cvjetnih glavica i
Cis¢enje od stabljike, lista i dijela cvijeta.

Osuseni cvjetovi se potom pakiraju u papirnate vrecice ili se presaju i opSivaju jutom.
Proizvod se ¢uva na hladnom i tamnom myjestu (Stepanovic i sur. 2009.).
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4. Materijali i metode

4.1. Biljni materijal

Za potrebe ovog istrazivanja koristeni su sakupljeni cvatovi dviju populacija dalmatinskog
buhac¢a uzgojenih na pokusnom polju Instituta za jadranske kulture i melioraciju krsa u Splitu.
Sjeme dviju ispitivanih populacija dio je Kolekcije ljekovitog i aromati¢nog bilja Zavoda za
sjemenarstvo Agronomskog fakulteta. U tablici 4.1.1. nalaze se podaci o navedenim primkama
koji su dostupni u Hrvatskoj bazi podataka o biljnim genetskim izvorima (Croatian plant
genetic resources database).

Tablica 4.1.1. Podaci o primkama dalmatinskog buhaca uklju¢enim u istrazivanje

Populacija
Lokacija

Broj primke
Zemljopisna Sirina
Zemljopisna duZina
Nadmorska visina

P1 P2
Senj — Sv. Juraj Biokovo — Kotiski Stanovi
MAP02799 MAP02809
44° 55' 20“N 48°18'17°“N
14° 55' 00“E 17°4'13“E
6m 1295 m

Izvor: Croatian plant genetic resources database (cprgd) https://cpgrd.hapih.hr/ - pristup: 28.03.2020.

Cvatovi dviju prirodnih populacija dalmatinskog buhaca uzorkovani su u 7 razli€itih razvojnih
stadija. Razvojni stadiji opisani su u Tablici 4.1.2. te prikazani Slikama 4.1.1. — 4.1.7.

Tablica 4.1.2. Uzorkovani razvojni stadiji dalmatinskog buhaca

Razvojni stadij

Oznaka razvojnog

Opis razvojnog stadija

stadija

1. razvojni stadij RS 1 Ne.otvoreni pupovi (nazire se vrh jeziCastih
cvjetova)

2. razvojni stadij RS 2 JeziCasti cvjetovi razvijeni, stoje vertikalno

3, razvojni stadij RS 3 J?Ziéas.ti cyjetoyi razvijeni, po¢inju se nazirati
cjevasti cvjetovi

4. razvojni stadij RS 4 Jeziéas?i cvje.tovi u horizontalnom poloZaju, 0 —
20 % cjevastih cvjetova otvoreno

5. razvojni stadij RS 5 20 — 70 % cjevastih cvjetova otvoreno

6. razvojni stadij RS 6 70 — 80 % cjevastih cvjetova otvoreno

- . 100 % cjevastih cvjetova otvoreno, promjena
7. razvojni stadij RS 7 ° 4 J prom

boje
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Slika4.1.1. RS 1 Slika 4.1.2. RS 2

Slika4.1.3. RS 3 Slika4.1.4.RS 4

Slika4.1.5. RS 5 Slika 4.1.6. RS 6 Slika4.1.7. RS 7

Autor: M. Grdisa 2020.

14



4.2. Ekstrakcija piretrina disperzijom matrice u ¢vrstoj fazi (MSPD)

Disperzija matrice u Cvrstoj fazi (eng. Matrix Solid Phase Dispersion, MSPD) je
analiticki postupak za pripremu, ekstrakciju i frakcioniranje ¢vrstih, polu¢vrstih i visoko
viskoznih bioloskih uzoraka (Barker 2007.). Temelji se na nekoliko jednostavnih principa
kemije i1 fizike, ukljucujuéi sile koje se primjenjuju na uzorak mehanickim mijeSanjem i
interakcije matrice uzorka s ¢vrstom podlogom vezane faze (SPE). Tehnika je primjenjiva na
razlicitim tipovima uzoraka bioloskog podrijetla (Zivotinjska tkiva, biljni materijal, masti itd.)
(Moidoveanu i David 2002.). Temeljni korak u MSPD ekstrakciji je mijeSanje male koli¢ine
ispitivanog uzroka s ve¢om koli¢inom ¢vrstog ili praSkastog sorbensa koji djeluje kao abrazivno
sredstvo (omjer 1:2 ili 1:4) (Barker 2007., Chen i sur. 2008.). Najcesce koristeni sorbensi su:
organski sorbensi (grafitna vlakna), anorganski sorbensi (florisil i aluminijev dioksid), te vezani
silikagel (Cig ili Cg) (Dassanayake i sur. 2009.). Mijesanjem uzorka i sorbensa dolazi do
rasprSivanja uzorka te povecanja povrSine na kojoj se odvija ekstrakcija. Takva jednoli¢na
smjesa stavlja se u MSPD kolone koje se ispiru s odgovaraju¢im otapalom. Na dno kolone
postavlja se jedan frit, a drugi frit postavlja se na uzorak pazljivim tlacenjem pomocu klipa
Sprice (Kristenson 1 sur. 2006.). Sve necisto¢e se zadrzavaju na sorbensu ¢ime dolazi do
istovremene ekstrakcije 1 prociS¢avanja uzorka. Na slici 4.2.1. prikazani su osnovni koraci u
MSPD ekstrakciji.
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UZORAK +
SORBENS

SORBENS

| Wi Y

OTAPALO ZA
ELUIRANJE =%

FRIT

r
-~
- | PRITISKANJE
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EKSTRAKT —
ZA ANALIZU

Slika 4.2.1. Osnovni koraci u MSPD ekstrakciji
Izvor: Barker (2007.)
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Osusene cvatne glavice su mehanicki usitnjene u aparatu za usitnjavanje Microton MB
550 (KINEMATICA AG, Luzern, Svicarska) (slika 3.5.2.). Koriste¢i analiti¢ku vagu (Mettler
Toledo AB104) (slika 3.5.3.) izvagano je 0,25 g cvatnih glavica, 0,5 g florisila, te 0,4 g
natrijevog sulfata. Florisil koji je koriSten kao sorbens, aktiviran je na 160 °C, te je nakon toga
ispran n-heksanom i metanolom prije koristenja. Bezvodni natrijev sulfat (Na2SOs) koristen je
kao sredstvo za dehidraciju. Reakcijska smjesa cvatnih glavica, florisila, te natrijevog sulfata
pomijesana je u tarioniku koristeéi tuak kako bi doslo do disperzije uzorka. Nakon toga, smjesa
je kvantitativno prenesena u polipropilensku praznu kolonu na ¢ije je dno prethodno stavljen
frit, dok je drugi frit stavljen iznad smjese kako bi se sprijecilo prebrzo isparavanje otapala.
Ekstrakcija piretrina provedena je koriste¢i aparaturu za ekstrakciju VisiprepTM 24, Supelco
(slika 3.5.4.) s protokom prilagodenim na 1 mL min-1. U pripremljene kolone dodan je 1 mL
smjese acetona i etil-acetata (1:1) koji sluzi za eluiranje piretrina. Otapalo je ostavljeno u koloni
5 minuta kako bi se smjesa sorbensa i uzorka natopila. Nakon navedenih 5 minuta, kroz kolonu
je propusten i preostali volumen otapala. Ekstrakt (5 mL) je prikupljan u kivetu, uparavan do
suhog na 40 °C i otopljen u smjesi acetonitril-voda, a potom je prenesen u viale.

Slika 4.2.2. Aparat za usitnjavanje Microtron MB 550
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Slika 4.2.3. Analiticka vaga
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Slika 4.2.4. Aparatura za ekstrakciju VisiprepTM 24, Supelco
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4.3. Tekuc¢inska kromatografija visoke djelotvornosti (HPLC)

Ekstrakti dobiveni nakon postupka disperzije matrice u ¢vrstoj fazi, ¢uvani su na
hladnom i tamnom mjestu do analize. Identifikacija i kvantifikacija sastavnica piretrina
provedena je pomocu tekucinske kromatografije visoke djelotvornosti S detektorom s nizom
dioda (HPLC - DAD, engl. High Performance Liquid Chromatography — Diode Array
Detector) na Varian ProStar 500 HPLC sustavu (Slika 4.3.1.), koji se sastoji od automatskog
uzorkivaca ProStar 410, tercijarne pumpe Prostar 230, te detektora ProStar 330. Za razdvajanje
sastavnica piretrina koristena je kolona Luna C18. Analiza je provedena koristenjem 0,1 %
mravlje kiseline u MilliQ vodi kao pokretne faze A te koristenjem 0,1 % mravlje Kiseline u
acetonitrilu kao pokretne faze B. Eluiranje je zapocelo sa 40 % pokretne faze A u rasponu od
15 minuta. Sljede¢ih 10 minuta sastav pokretne faze A se mijenjao do 20 % i zadrzao izokratski
20 minuta. Tijekom sljede¢ih 5 minuta sastav se vratio u prvotno stanje. Protok je iznosio 1,4
ml/min’ Razdvajanje sastavnica piretrina je pra¢eno pomoc¢u absorbancije na valnoj duljini 225
nm. Kalibracijske krivulje za svaku piretrinsku sastavnicu napravljene su na temelju 8 radnih
otopina standarda. Svaki uzorak je injektiran tri puta, te je napravljen graf omjera povrsine pika
analita 1 unutarnjeg standarda za svaku sastavnicu. Kromatogrami su snimljeni pomocu
raCunalnog programa Varian ProStar 360 Star Cromatography Workstation. Za svaki uzorak
ocitano je vrijeme zadrzavanja i povrsina ispod kromatografske krivulje.

Slika 4.3.1. Varian ProStar 500 HPLC sustav s detektorom s nizom dioda
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4.4. Statisticka obrada podataka

Provedena je jednosmjerna analiza varijance svih Sest sastavnica piretrina, ukupnog
sadrzaja piretrina kao i omjera piretrina I i II kroz svih sedam razvojnih stadija. Prosjecne
vrijednosti sastavnica piretrina, ukupnog sadrzaja piretrina te omjera piretrina | i piretrina Il
usporedene su pomocéu Tukeyjevog post hoc testa. Sve analize provedene su pomocu
statistickog alata SAS (SAS Institute Inc., Cary, NC).
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5. Rezultati i rasprava

U uzorcima cvata uzorkovanih u razli¢itim razvojnim stadijima utvrden je sadrzaj svih
Sest sastavnica piretrina, sadrzaj ukupnih piretrina, kao i omjer piretrina I i piretrina II. Ukupni
sadrzaj piretrina (% po masi suhog cvata) u analiziranim razvojnim stadijima cvata prikazan je
na Grafikonu 5.1.

Kao $to je prethodno navedeno, na sadrzaj piretrina uvelike utjecu vrijeme berbe,
genotip, zemljopisno podrijetlo i klima, uvjeti skladistenja (Zieg i sur. 1983.), te metode susenja
buhaca (Morris 1 sur. 2006.). Vrijeme berbe je jedan od znac¢ajnijih ¢imbenika jer je odredeno
razvojnim stadijem cvatova (Gnadinger i Corl 1930.).

ukupni piretrin
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Grafikon 5.1. Ukupni sadrzaj piretrina (% po masi suhog cvata) u analiziranim razvojnim
stadijima cvata dalmatinskog buhaca kod populacija Senj 1 Biokovo

Ukupni sadrzaj piretrina (% po masi suhog cvata) mijenjao se ovisno o razvojnom
stadiju cvata (RS). NajniZi sadrzaj piretrina kod obje populacije utvrden je u RS 1; kod
populacije Biokovo iznosio je 0,53 % po masi suhog cvata, dok je kod populacije Senj utvrden
nesto visi sadrzaj od 0,58 %. Kod obje populacije sadrzaj se postepeno povecavao od RS 1 do
RS 2 (za 38 % kod populacije Senj; za 44 % kod populacije Biokovo), kao i od RS 2 do RS 3
(za 46 % kod populacije Senj; za 31 % kod populacije Biokovo). U RS 3, koji podrazumijeva
fazu u kojoj su jeziCasti cvjetovi razvijeni i poCinju se nazirati cjevasti cvjetovi, utvrden je i
najvisi ukupni sadrzaj piretrina.

Kod populacije Biokovo u RS 3 sadrzaj ukupnih piretrina iznosio je 0,99 % po masi
suhog cvata, dok je kod populacije Senj iznosio 1,17 % po masi suhog cvata. U RS 4 utvrdeno
je smanjenje sadrZaja ukupnih piretrina kod obje populacije, i u ovom stadiju iznosio je 0,87 %
po masi suhog cvata kod populacije Biokovo i 1,08 % po masi suhog cvata kod populacije Senj,
da bi u RS5 nanovo bio utvrden visi ukupni sadrzaj piretrina, odnosno 0,95 % po masi suhog
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cvata kod populacije Biokovo i 1,12 % po masi suhog cvata kod populacije Senj. Od RS 5 do
RS 7 utvrdeno je postupno smanjenje sadrzaja ukupnih piretrina. Prema Headu (1966.)
koncentracija piretrina raste od stadija zatvorenih pupoljaka pa sve do stadija 4. kada su tri reda
cjevastih cvjetova otvorena. Prema Potts-u i Menary-u (1987.) u Tasmaniji optimalno vrijeme
berbe je izmedu RS 4 1 RS 6, odnosno od stadija kada je 1/3 do 2/3 cjevastih cvjetova otvoreno,
pa do stadija kada su svi cjevasti cvjetovi otvoreni i poprimaju smedu boju.
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Grafikon 5.2. Udio piretrina I (% ukupnih piretrina) u analiziranim razvojnim stadijima kod
populacije Senj i Biokovo

Udio piretrina I u ukupnom sadrzaju piretrina postepeno se povec¢avao od RS 1 do RS 3
kod obje analizirane populacije (Grafikon 5.2.). Kod populacije Senj od RS 1 do RS 2 utvrden
je porast piretrina | za 32 %, a od RS 2 do RS 3 za 43 %. Kod populacije Biokovo izmedu RS
1 1 RS 2 utvrden je porast za 21 %, dok je izmedu RS 2 i RS 3 utvrden porast za 29 %. Udio
piretrina 1 u RS 3 iznosio je 48.35 % ukupnih piretrina kod populacije Senj, dok je kod
populacije Biokovo iznosio 34,06 % ukupnih piretrina. Prema kasnijim stadijima razvoja kod
populacije Biokovo udio piretrina | se postepeno smanjivao, dok je kod populacije Senju RS 5
utvrden porast udjela piretrina I na 50,99 % te potom smanjenje prema kasnijim razvojnim
stadijima.
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Grafikon 5.3. Udio piretrina Il (% ukupnih piretrina) u analiziranim razvojnim stadijima kod
populacije Senj i Biokovo

Na Grafikonu 5.3. primjecen je isti trend udjela piretrina II kao i kod piretrina I, odnosno
kod obje populacije zamijecen je rast udjela od RS 1 do RS 3. Kod populacije Senj od RS 1 do
RS 2 utvrden je porast sadrzaja piretrina II za 48 %, dok je od RS 2 do RS 3 sadrzaj porastao
za 41 %. Kod populacije Biokovo zabiljezen je porast sadrzaja piretrina Il za 57 % od RS 1 do
RS 2, a od RS2 do RS3 za 33 %. Kod obje populacije najvisi sadrzaj piretrina II utvrden je u
RS 3, i kod populacije Biokovo iznosio je 55,37 % ukupnih piretrina, a kod populacije Senj
54,33 % ukupnih piretrina. Kod populacije Senj, udio piretrina Il postepeno se smanjivao prema
kasnijim razvojnim stadijima, dok je kod populacije Biokovo utvrden novi porast sadrzaja
piretrina Il izmedu RS 4 1 RS 5, medutim utvrden je manji sadrzaj od onog u RS 3. Od RS 5 do
RS 7 utvrdeno je postepeno smanjenje sadrzaja piretrina II kod obje populacije.

Piretrin 1 i Il su najzastupljenije sastavnice u piretrinskom ekstraktu. Postoji znacajna
razlika u njihovom djelovanju na Stetne kukce. Piretrin | ima smrtonosan ucinak, vecu
insekticidnu aktivnost i djeluje nakon nekoliko minuta, dok je piretrin II povezan s brzim knock
down ucinkom (Sawicki i Thain 1962), ali Stetnici ga brzo razgrade. Medutim, kombinacija
piretrina I i piretrina II ima izvanredan ucinak na veliki broj Stetnih kukaca (Casida i Quistad
1995.).
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Grafikon 5.4. Udio cinerina I (% ukupnih piretrina) u analiziranim razvojnim stadijima kod
populacije Senj i Biokovo

Iz Grafikona 5.4. vidljivo je da se kod populacije Senj, sadrzaj cinerina I postepeno
povecavao od RS 1 do RS 5. Najveci porast sadrzaja cinerina I zabiljeZen je od RS 2 do RS 3
(za 209 %) 1 u RS 3 iznosi 4,05%. U RS 5 zabiljeZen je najvisi sadrzaj cinerina I (6,41%). Kod
populacije Biokovo sadrzaj cinerina | se takoder postepeno povecavao od 1,30 % ukupnih
piretrina u RS 1 do 2,08 % ukupnih piretrina u RS 3. Od RS 3 sadrzaj cinerina I se postupno
smanjivao prema kasnijim razvojnim stadijima.
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Grafikon 5.5. Udio cinerina 11 (% ukupnih piretrina) u analiziranim razvojnim stadijima kod
populacija Senj i Biokovo
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Udio cinerina Il se kod populacije Senj postepeno poveéavao do RS 3, nakon ¢ega je
uslijedio pad u RS 4, te opet porast u RS 5 kada je utvrden 1 najvisi sadrzaj od 5,07 % ukupnih
piretrina (Grafikon 5.5.). Sli¢an trend zabiljeZen je i kod populacije Biokovo, odnosno, sadrzaj
cinerina II postepeno se poveéavao prema kasnijim razvojnim stadijima, a najvec¢i udio utvrden
je u RS 5, kao i kod populacije Senj, i iznosio je 6,34 %.

jasmolin I
3.5
3
2,5
o 2
15
1
0,5
0
1 2 3 4 5 6 7

Razvojni stadij (RS)

Senj Biokovo

Grafikon 5.6. Udio jasmolina | (% ukupnih piretrina) u analiziranim razvojnim stadijima kod
populacija Senj i Biokovo

Na grafikonu 5.6. vidljivo je da se kod populacije Senj sadrzaj jasmolina I postepeno
povecavao od RS 1 do RS 5, u kojem je utvrden 1 najveci sadrzaj od 3,11 % ukupnih piretrina.
Kod populacije Biokovo sadrzaj jasmolina I se pove¢avao do RS 3 u kojem je iznosio 0,59 %
ukupnih piretrina. Od RS 3 do RS 4 utvrden je neznatno smanjenje udjela (za 12 %), da bi u RS
5 porastao za 11% u odnosu za prethodni stadij i1 iznosio 0,57 %. Kod obje populacije sadrzaj
jasmolina Il se postepeno povecavao od RS 1 do RS 3. U RS 3 je utvrden i najvisi sadrzaj
jasmolina 11 kod obje populacije, odnosno 2,98 % kod populacije Senj i 1,29 % kod populacije
Biokovo (Grafikon 5.7.).
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Grafikon 5.7. Udio jasmolina Il (% ukupnih piretrina) u analiziranim razvojnim stadijima kod

populacija Senj i Biokovo

U svim razvojnim stadijama kod obje populacije pracen je i omjer pir I/pir I s obzirom
da taj parametar odreduje kvalitetu piretrinskog ekstrakta te se povecanjem omjera povecava i
insekticidna aktivnost ekstrakta (Winney 1979.).
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Grafikon 5.8. Omjer piretrina I i piretrina Il u analiziranim razvojnim stadijima cvata

dalmatinskog buhaca kod populacija Senj i Biokovo

Kod populacije Senj u svim razvojnim stadijima utvrden je visi omjer pir I/ pir Il u
odnosu na populaciju Biokovo (Grafikon 5.8.). Na temelju navedenog, pretpostavka je da
populacija Senj ima vecu insekticidnu aktivnost (Winney 1979.).
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Grafikon 5. 8. prikazuje kretanje omjera piretrina | i Il kroz analizirane razvojne stadije.
Omijer pir I/ pir 11 u RS 1 iznosio je 0,99 kod populacije Senj, a 0,82 kod populacije Biokovo.
U RS 2 utvrdeno je smanjenje omjera za 11 % kod populacije Senj i za 23 % kod populacije
Biokovo, §to je rezultat rasta sadrzaja piretrina II u ovom stadiju. Kod populacije Biokovo
neznatno poveéanje omjera utvrdeno je u RS 6 (za 12 % u odnosu na RS 5), medutim, utvrden
je manji omjer nego u RS 1. Kod populacije Senj omjer pir I/ pir 11 je kontinuirao rastao od RS
3 do RS 7 ukojem je utvrden omjer od 1,22 zbog relativno visokog sadrzaja piretrina I i niskog
sadrzaja piretrina II, $to je vidljivo iz Grafikona 5.3.15.4.
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Analizom varijance utvrdene su znacajne razlike u sadrzaju piretrina I, jasmolina I 1 II, te omjera
pirl/ pir IT izmedu populacija Senj i Biokovo §to je potvrdeno Tukeyjevim post hoc testom.
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*Populacije oznacene istim slovom ne razlikuju se znacajno na razini P<0.05

Grafikon 5.9. Udio piretrina I i 11 (% ukupnih piretrina) u istrazivanim populacijama

Prosje¢na vrijednost piretrina I za analizirane razvojne faze kod populacije Senj iznosila
je 44,64 % ukupnih piretrina, a kod populacije Biokovo je ona bila neSto manja 1 iznosila je
34,50 % ukupnih piretrina. Kod populacije Senj vrijednosti sadrZaja piretrina I kretale su se od
41,32 % do 47,62 % ukupnih piretrina, dok se kod populacije Biokovo sadrzaj piretrina I kretao
od 31,37% do 41,34 % ukupnih piretrina (Grafikon 5.9.). Prosjec¢na vrijednosti piretrina 11 kod
populacije Senj iznosila je 42,77 % ukupnih piretrina. Prosje¢na vrijednost piretrina Il kod
populacije Biokovo iznosila je 54,76 % ukupnih piretrina.
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*Populacije oznacene istim slovom ne razlikuju se znacajno na razini P<0.05

Grafikon 5.10. Udio cinerina I i IT (% ukupnih piretrina) u istrazivanim populacijama
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Prosjec¢na vrijednost cinerina I kod populacije Senj iznosila je 4,00 % ukupnih piretrina,
a kod populacije Biokovo 2,90 % ukupnih piretrina (Grafikon 5.10.) Prosje¢na vrijednosti
cinerina Il kod populacije Senj iznosila je 3,81 % ukupnih piretrina, dok je kod populacije
Biokovo iznosila 6,00 % ukupnih piretrina, $to je 2,19 % vise nego kod populacije Senj.
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Grafikon 5.11. Udio jasmolina I 1 II (% ukupnih piretrina) u istraZivanim populacijama

Sadrzaj jasmolina | kod populacije Senj iznosio je 2,38 % ukupnih piretrina, a kod
populacije Biokovo 0,66 % ukupnih piretrina. Znacajno veci sadrzaj jasmolina I utvrden je kod
populacije Senj, kod koje se u analiziranim razvojnim stadijima sadrzaj jasmolina kretao od
1,81 % do 3,02 % ukupnih piretrina (Grafikon 5.11.).

Prosje¢na vrijednost jasmolina 1l kod populacije Senj iznosila je 2,40 % ukupnih
piretrina, a kod populacije Biokovo 1,18 % ukupnih piretrina. Kao i kod jasmolina I, zna¢ajno
viSe vrijednosti u sadrzaju jasmolina II utvrdene su kod populacije Senj, a kretale su se od 1,61
% do 3,20 % ukupnih piretrina.
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Grafikon 5.12. Sadrzaj ukupnog piretrina (% mase suhog cvata) i omjer piretrina [ 11l u
istrazivanim populacijama

Iz Grafikona 5.12. vidljivo je da je prosjecna vrijednost ukupnog sadrzaja piretrina kod
populacije Senj iznosila 0,94 % po masi suhog cvata, a kod populacije Biokovo neSto manje;
0,79 %. Kod populacije Senj prosje¢na vrijednost omjera pir I /pir 11 iznosila je 1,05, dok je kod
populacije Biokovo ona bila znatno manja i iznosila je 0,63.

Dobiveni rezultati upuc¢uju na povecanu insekticidnu vrijednost piretrinskog ekstrakta
populacije Senj u odnosu na populaciju Biokovo.
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6. Zakljucak

Na temelju dobivenih rezultata doneseni su slijedeéi zakljuccei:

1. Najnizi sadrzaj piretrina kod obje populacije utvrden je u RS 1; kod populacije Biokovo
iznosio je 0,53 % po masi suhog cvata, dok je kod populacije Senj iznosio 0,58 %.

2. U RS 3 utvrden je najvisi ukupni sadrZaj piretrina; kod populacije Biokovo iznosio je
0,99 % po masi suhog cvata, dok je kod populacije Senj iznosio 1,17 % po masi suhog
cvata. S obzirom na najviSi ukupni sadrzaj piretrina, optimalno vrijeme za berbu
cvjetnih glavica je RS 3. Od RS 5 do RS 7 utvrdeno je postupno smanjenje sadrzaja
ukupnih piretrina kod obje populacije.

3. Kod populacije Senj u svim razvojnim stadijima utvrden je visi omjer pir I/pir IT u
odnosu na populaciju Biokovo, §to znaci da populacija Senj ima kvalitetniji piretrinski
sastav. U RS 2 dolazi do smanjenja omjera pir 1/ pir Il (smanjenje insekticidne
aktivnosti), $to je rezultat rasta sadrZaj piretrina I u ovom stadiju. Kod populacije Senj
omjer pir 1/ pir 1l kontinuirano je rastao do RS 7, $to je rezultat relativno visokog
sadrzaja piretrina I 1 niskog sadrZaja piretrina II.

4. Utvrdene su znacajne razlike izmedu populacija Senj 1 Biokovo. Populacija Senj biljezi
viSe prosjeCne vrijednosti sadrzaja piretrina I, jasmolina I i jasmolina Il, te omjer

piretrina I i piretrina II.

5. Kod populacije Senj utvrden je visi sadrzaj ukupnih piretrina po masi suhog cvata (0,94
%) u odnosu na populaciju Biokovo kod koje je utvrdeno 0,79 % ukupnih piretrina.
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