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Sazetak

Diplomskog rada studentice Petra Peji¢, naslova

UCINKOVITOST PIRETRINA, ETERICNOG ULJA CAJEVCA I LIMUNSKOG
EUKALIPTUSA U SUZBIJANJU LICINKI Tribolium castaneum

Kako bi se o¢uvao ekosustav i bioloska raznolikost, zastita bilja od bolesti i Stetnika upotrebom
prirodnih sredstava danas privla¢i veliku pozornosti. Kao pozeljna alternativa kemijskim
pesticidima namecu se eteri¢na ulja 1 biljni ekstrakti koji predstavljaju botanicke, odnosno
prirodne pesticide. Veliki broj biljnih vrsta sintetizira aktivne tvari insekticidnog djelovanja kao
dio vlastitog obrambenog mehanizma od napada Stetnika. U ovu se skupinu ubraja dalmatinski
buha¢ (Tanacetum cinerariifolium /Trevir./ Sch. Bip.), koji sintetizira prirodni insekticid
piretrin, te Cajevac (Melaleuca alternifolia /Maiden & Betche./ Cheel.) i limunski eukaliptus
(Corymbia citriodora /Hook./ K. D. Hill & L. A. S. Johnson), koji sintetiziraju etericna ulja za
koje je dokazano insekticidno djelovanje. Cilj ovog istrazivanja bio je utvrditi u¢inkovitost
piretrinskog ekstrakta, etericnog ulja ¢ajevca i limunskog eukaliptusa u suzbijanju li¢inki
kestenjastog brasnara (Tribolium castaneum Herbst.). Laboratorijsko je istrazivanje ukljucivalo
tretmane sa Cetiri razli¢ite koncentracije ekstrakta piretrina, te tri razliite koncentracije
eteri¢nog ulja ¢ajevca i limunskog eukaliptusa. Svi tretmani su postavljeni u Cetiri ponavljanja,
a svaki tretman primijenjen je na 10 li¢inki kestenjastog braSnara. PonaSanje li¢inki praceno je
kroz 24, 48, 72 1 96 sati. Mortalitet li¢inki izracunat je na temelju utvrdenog broja mrtvih i zivih
jedinki u ponavljanjima, dok je u¢inkovitost tretmana izracunata na temelju mortaliteta pomocu
formule Schneider-Orelli (1947). Najveca ucinkovitost postignuta je s 2%-tnim piretrinskim
ekstraktom (40%), dok tretman limunskim eukaliptusom nije pokazao u¢inkovitost.

Kljuéne rije¢i: prirodni insekticidi, piretrin, eteri¢na ulja, kestenjasti braSnar



Summary

Of the master’s thesis — student Petra Pejié, entitled

EFFICIENCY OF PYRETHRIN, TEA TREE AND LEMON EUCALYPTUS
ESSENTIAL OILS AGAINST Tribolium castaneum LARVAE

Protecting plants from diseases and pests using natural resources attracts great attention
nowadays to preserve an ecosystem and biodiversity. Use of essential oils and herbal extracts
as botanical or natural pesticides is a preferred alternative to chemical pesticides. A large
number of plants synthesize chemical substances with insecticidal activity as a part of their own
defense mechanism against pests. This particular group includes Dalmatian pyrethrum
(Tanacetum cinerariifolium /Trevir./ Sch. Bip.), that synthesizes natural insecticide pyrethrin,
as well as tea tree (Melaleuca alternifolia /Maiden & Betche./ Cheel.) and lemon eucalyptus
(Corymbia citriodora /Hook./ K. D. Hill & L. A. S. Johnson), that synthesize essential oils. The
aim of this study was to determine efficiency of the pyrethrin extract, essential oil of tea tree
and lemon eucalyptus in suppressing larvae of Red Flour Beetle (Tribolium castaneum Herbst.).
The laboratory study included treatments with pyrethrin extracts applied in four different
concentrations, and tea tree essential oil and lemon eucalyptus essential oil applied in three
different concentrations. Each treatment consisted of four replicates and each replicate of 10
red flour beetle larvae. The experiments were monitored 24, 48, 72 and 96 hours after the
treatment. Mortality rate of larvae was established by the calculating the number of dead and
live larvae in repeats, and the efficiency of each treatments was calculated by using the formula
of Schneider-Orelli (1947). The highest efficiency was achieved with the treatment of 2%
pyrethrin extract (40%). The treatment with lemon eucalyptus did not show any efficiency.

Keywords: natural insecticides, pyrethrin, essential oils, red flour beetle
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1. Uvod

U posljednjih nekoliko desetljeca poljoprivreda je u mnogocemu ostvarila zadivljujuci uspjeh,
ali je istovremeno uzrokovala i mnogobrojne negativne pojave. Najznacajnije su vezane UZ
poremecaj ravnoteze ekosustava i oneciS¢enje okolisa — najvise povrsinskih i podzemnih voda
1 tla te smanjenje raznolikosti 1 gubitka biljnih i1 zivotinjskih vrsta. Jedan od glavnih uzroka je
neracionalna i intenzivna upotreba agrokemikalija, ponajviSe pesticida. Iako su sinteticke
organske kemikalije koriStene kao u¢inkovita sredstva suzbijanja stetnika ve¢ dugi niz godina,
njihova neracionalna upotreba negativno je utjecala na populacije prirodnih neprijatelja te
dovela do pojave rezistentnost Stetnika na sintetiCke pesticide.Problem stvaraju i ostatci
pesticida koji, osim $to se ispiru iz tla u podzemne vode, uvelike utjeu na kakvoc¢u kona¢nog
poljoprivrednog proizvoda. Negativne posljedice poljoprivredne proizvodnje dovele su i do sve
strozih zakona u pogledu ocuvanja okolisa. Upravo se zbog toga sve vise poljoprivrednika
okrece ekoloskoj poljoprivredi i upotrebi bioloskih sredstava za zastitu bilja te insekticidnog i
repelentnog bilja kako bi se ofuvao ekosustav i bioloska raznolikost (Kolak i sur., 1999;
Ebadollahi, 2013; Znaor i Karoglan Todorovi¢, 2016).

Ekoloska poljoprivreda kao sustav poljoprivredne proizvodnje strogo zabranjuje
upotrebu sinteti¢kih pesticida, a kao pozeljna alternativa namecu se botanicki, odnosno prirodni
pesticidi. Botanicki pesticidi su prirodne tvari ekstrahirane iz biljaka. Medu njima, znacajno
mjesto zauzimaju botanicki insekticidi. Praksa koriStenja biljnih derivata ili prirodnih
insekticida, kakve mi danas poznajemo u poljoprivredi datira dva tisu¢lje¢a unatrag iz drevne
Kine, Egipta, Gréke i Indije. Upotreba prirodnih insekticida u Europi i Sjevernoj Americi
spominje se u zapisima od prije vise od 150 godina $to prethodi otkri¢ima glavnih sintetskih
insekticida (organoklorida, organofosfata, karbamata i piretroida) sredinom tridesetih godina
proslog stolje¢a (Isman, 2006). Dev i Koul (1997) navode da su se u proslosti razlicite biljke
koristile u agronomske svrhe za zastitu bilja. Na primjer, listovi indijskog neema (Azadirachta
indica A. Juss.) koriSteni su za suzbijanje kukaca u zitaricama i odje¢i, prah osuSenog sjemena
ljuskaste anone (Annona squamosa Linn.) koristen je kao insekticid u Indiji i mnogim tropskim
zemljama, cvjetovi buhaca (Tanacetum cinerariifolium /Trevir./ Sch. Bip.) koristeni su kao
insekticid u Iranu i biv§oj Jugoslaviji. Insekticidna svojstva duhana (Nicotiana tabacum L.) bila
su poznata ve¢ americkim Indijancima, a europski poljoprivrednici su ekstrakt duhana u obliku
spreja poceli primjenjivati za zaStitu bilja u 17. stolje¢u. Biljke iz rodova Derris sp. i
Lonchocarpus sp. su koristene kao otrov za ribe, a poslije i kao insekticidi u juznoj Aziji i
Juznoj Americi. Takoder, tu je jo$ puno drugih biljnih vrsta za koje se smatralo da sadrze
insekticidna svojstva i koje su koristene u isto ili razli¢ito vrijeme od razlic¢itih ljudi u razli¢itim
dijelovima svijeta. Ono $t0 je jasno iz nedavne povijesti je da su se prirodni insekticidi
znacajnije koristili dok ih sintetski insekticidi nisu degradirali od vaZzne uloge u zaStiti
poljoprivrednih proizvoda. Jedini prirodni insekticid koristen u SAD-u u periodu od 1945. do
1970. godine bio je piretrin izoliran iz buhaca (Tanacetum cinerariifolium /Trevir./ Sch. Bip.)
Prirodni insekticidi s dugom povijes¢u tradicionalnog korisStenja osim piretrina i neema,
ukljucuju rotenon i sabadilu (Isman, 2006; Liska, 2011; Grdisa i GrSi¢, 2013).

Eteri¢na ulja su prirodni sloZzeni sekundarni metaboliti karakteristi¢nog 1 jakog mirisa, s
insekticidnim 1 repelentnim svojstvima i njithova upotreba u zastiti bilja je stara kao i



poljoprivredna praksa. Isman (2006) navodi da u posljednjih 25 godina mnogobrojna
znanstvena literatura opisuje stotine izoliranih metabolita koji pokazuju repelentno ili
insekticidno djelovanje na kukce, medutim, prirodni insekticidi na bazi eteri¢nih ulja su
predmet tek nedavnih istrazivanja. Eteri¢na ulja, dobivena parnom destilacijom biljnih listova,
pa Cak i sami listovi odredenih biljaka (posebno iz porodica Myrtaceae i Lamiaceae)
tradicionalno su koriSteni u zastiti uskladiStenih zitarica i mahunarki, ali 1 kao repelenti za kukce
u kucanstvu. BioloSka aktivnost eteri¢nih ulja ovisi 0 kemijskom sastavu, koji varira ovisno o
biljnim dijelovima koji se koriste za ekstrakciju, metodi ekstrakcije, fenoloskoj fazi, starosti
biljke, kvaliteti tla 1 okoliSnim uvjetima.

Postrojenja za mljevenje brasna obicno se sastoje od razlic¢itih dijelova kao §to su stanice
za primanje i skladiStenje Zzitarica, predCistaca ili Cistaca, sustava za mljevenje i obradu,
ambalaziranje i skladiStenje. Stalna dostupnost cjelovite zitarice i mljevenog proizvoda pruza
izvrsne uvjete za hranjenje i ovipoziciju mnogim skladisnim Stetnicima. Jedan od vaznijih
Stetnika uskladiStenih proizvoda je kestenjasti brasnar (Tribolium castaneum Herbst.) To je
vrsta koja moZe uspjesno iskoristiti ve¢ nafinjena oste¢enja koja su nastala tijekom razlicitih
operacija u postrojenju kao Sto su gnjecenje, mljevenje, prosijavanje i transport preradenih
prehrambenih proizvoda. Stetnik uzrokuju velike ekonomske $tete hranjenjem tako §to osteéuje
sirovinu i prenosi zarazu. Sve to rezultira vracanjem 1 odbijanjem robe, gubitkom dobre volje
kupca i neuspjehom u ispunjenju regulatornih zahtjeva za uskladi$tenu hranu. Gubitci nakon
zetve uniSteni Stetnicima su znacajan prehrambeni i gospodarski problem poljoprivrednika u
razvijenim zemljama. Osim na brasnu, kestenjasti braSnar ¢ini $tete na svim uskladiStenim
proizvodima, suSenom vocéu, zacCinima 1 Cokoladi (Theou i sur.,, 2013; Hamzavi i
Moharramipour, 2017; Said-Al Ahl i sur., 2017). Dokazano je da insekticidi na bazi eteri¢nih
ulja djeluju na mnogobrojne skladiSne Stetnike, bilo kao repelenti, antifidanti, inhibitori rasta,
inhibitori ovipozicije ili uzrokuju sterilnost (Said-Al Ahl i sur., 2017).

1.1. Cilj istrazivanja

Cilj ovog istraZivanja je utvrditi u€inkovitost piretrinskog ekstrakta, etericnog ulja
Cajevca i limunskog eukaliptusa u suzbijanju li¢inki kestenjastog brasnara (Tribolium
castaneum Herbst).



2. Pregled literature

2.1. Dalmatinski buha¢ (Tanacetum cinerariifolium /Trevir./ Sch. Bip.)

Dalmatinski buha¢ (Tanacetum cinerariifolium /Trevir./ Sch. Bip.) je viSegodiSnja
zeljasta biljka koja raste u obliku polugrma. Za istu biljku koriste se sinonimi Chrysanthemum
cinerariifolium (/Trevir./Vis.) i Pyrethrum cinerariifolium (Trevir.), a u narodu je jo$ poznata
kao: buhac, buhar, buhara, buharika, buhdc, buh6¢, bujar, buvac, buvijak, divji pelin, gluhoc,
koren studeni, matrikolda, matrikovo zelje, osjena¢ (vrati¢ buhac) (Sugar, 2008). Pripada jednoj
od najvecih porodica kritosjemenjaca — porodici glavocika (Asteraceae) koja broji oko 1300
rodova te 25 000 vrsta (Bremer, 1994). Jedan od rodova je rod Tanacetum L. kojemu pripada
Dalmatinski buha¢. Njegovo se prirodno staniste proteze od Italije do sjeverne Albanije, pa sve
do planinskih podrucja Hrvatske, Bosne i Hercegovine te Crne Gore (Grdisa i sur., 2009).
Endemicna je vrsta istocne obale Jadranskog mora sa staniStem od obale mora do najc¢esce 200
metara nadmorske visine, a prisutan je i u viSim planinskim mediteranskim podrucjima iznad
500 metara nadmorske visine. U Hrvatskoj se u najveéem broju moze na¢i na kvarnerskim
otocima (Krk, Cres, LoSinj), Velebitu i Biokovu te duz dalmatinske obale i dalmatinskih otoka
(Bra¢, Hvar, Bisevo, Vis, Kor¢ula, Lastovo i Mljet) (Grdisa i sur., 2014) (Slika 1). U prirodi je
dio vegetacije kamenjarskih pasnjaka, kamenitih, skeletnih, jako degradiranih stanista, a moze
se naci i u svijetlim Sumama alepskog bora, u vegetaciji busika, maslinicima i vinogradima
(Kovaci¢ i sur., 2008). Ne podnosi zasjenjenosti, zbijena, suviSe vlazna tla izloZzena vjetru i
zahtjeva puno sunéeve svjetlosti. Prema FAOSTAT (2019) podacima, u 2017. godini Tanzanija
je najvedi proizvoda¢ dalmatinskog buhaca (6 472 t), slijedi Ruanda (5 082 t) te Papua Nova
Gvineja (1209 t), a uzgaja se jos i u Italiji, Keniji, Maroku, Tunisu i Ekvadoru.

Slika 1.Geografska rasprostranjenost dalmatinskog buhaca
(Izvor: Flora Croatica Database, 2016)
Biljka dalmatinskog buhaca naraste 30 do 100 cm visine i do 50 cm $irine. Razvija

razgranat i dubok korijenov sustav koji ovisno od stanistu prodire i do tri metra dubine. Stabljike
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su brazdaste prekrivene sivozelenim dladicama, a listovi duguljasti, perasto sastavljeni i
dvostruko urezani, smjeSteni na prvoj trecini stabljike, tako da formiraju polugrm (Slika 2). Iz
pazuha ovih listova razvijaju se cvjetne stabljike nejednake duzine (do 25 cm). Na svakoj
stabljici je po jedan glaviCasti cvat. Cvatovi dalmatinskog buha¢a promjera su 3 do 5 cm |
sastoje se od dvaju tipova cvjetova — zutih cjevastih i bijelih jeziCastih. Cvjetovi su smjeSteni
na cvjetnim stabljikama na nacin da su bijeli jezi€asti na rubovima ili krajevima, a Zuti cjevasti
u unutrasnjosti cvijeta. Jedna biljka buhaca starosti jednu do dvije godine moze formirati 200
do 400 cvjetova na glavnoj 1 sekundarnim stabljikama, dok biljke starosti tri do Sest godina
formiraju 800 do 900 cvjetova. U nasim uvjetima cvatnja zapocinje pocetkom svibnja 1 traje
sve do kraja lipnja (Kolak i sur., 1999; Marisavljevi¢, 2010; Grdisa, 2011). Plodovi su
jednosjemene, svijetlosmede roske, cilindri¢ne ili klinaste s 5 do 7 brazda (Bojnansky and
FargaSova, 2007).

e
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Slika 2. Dalmatinski buha¢ (Tanacetum cinerariifolium /Trevir./ Sch. Bip.)
(Izvor: Flora Croatica Database, 2018)

Dalmatinski buha¢ je jedina vrsta roda Tanacetum koja ima znacajnu agronomsku
vrijednost, iako se rod sastoji od nekoliko biljnih vrsta koje proizvode bioaktivne sekundarne
metabolite (Abad i sur., 1995). Biljke dalmatinskog buhaca proizvode insekticid piretrin, koji
je trenutno najvazniji biljni insekticid prirodnog podrijetla (Hedayat i sur., 2009). U proslosti,
osuseni i smrvljeni cvjetovi buhaca, tradicionalno su se koristili u ku¢anstvima kao sredstvo
protiv buha 1 uSiju te su spaljivani sluZzili kao repelent za letec¢e insekte. Dubrovacki ljekarnik
Antun Drobac (1810-1882) prvi je dokazao njegovu insekticidnu aktivnost (Bakari¢, 2005).
Oko 1854. godine proizvodnja dalmatinskog buhaca prosirila se duz dalmatinske obale. Bila je
to vrlo profitabilna proizvodnja za lokalne proizvodace koja je utjecala na poljoprivredni razvoj
dalmatinske obale. Smrvljeni cvjetovi buhaca bili su u prodaji pod imenom "dalmatinski
insekticidni prah" u vecini europskih ljekarni. Godine 1924. njemacki kemicar Herman
Staudinger (1881-1965) i hrvatski znanstvenik Lavoslav Ruzic¢ka (1887-1976), identificirali su
kemijsku strukturu dalmatinskog buhaca, piretrin I i piretrin I (Coomber, 1948).



Piretrin je smjesa Sest aktivnih sastavnica (Slika 3) koje su podijeljene u dvije skupine;
piretrini | (piretrin I, cinerin 1, jasmolin ) i piretrini Il (piretrin 1I, cinerin Il, jasmolin 1I).
Piretrini | su esteri krizantemske kiseline (piretrini 1) dok su piretrini 11 esteri piretrinske
kiseline. Najaktivnije i najzastupljenije sastavnice su piretrin I i piretrin II. Ekstrat buhaca mora
sadrzavati najmanje 45,0 % do najvise 55,0 % sume piretrina I i piretrina II. Gledano kroz omjer
piretrina | i piretrina Il u ekstraktu on iznosi minimalno 0,8, a maksimalno 2,8. (Kolak i sur.,
1999; Schleier and Peterson, 2011).
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Slika 3. Strukturne formule piretrina I, cinerina I, jasmolina I, piretrina Il, cinerina Il i
jasmolina Il

Najvece koli¢ine piretrina nalaze se u cvjetnim glavicama (93,7%) u obliku uljno-
smolaste tvari, gdje su izolirani 1 zasSti¢eni od svjetla. U ostalim biljnim dijelovima mogu se
pronac¢i manje koli¢ine — 2,0% u cjevastim cvjetovima te 2,6% u jezi¢astim cvjetovima i u
cvjetiStu (Grdisa i sur., 2009). Najmanje piretrina nalazi se u listovima i to samo u tragovima.
Suha stabljika ovisno o genotipu moze imati 1,15 % piretrina. Suhe cvjetne glavice samoniklog
hrvatskog buhaca sadrze 0,7 %, a suhe cvjetne glavnice kultiviranog kenijskog buhaca imaju
2,8 % piretrina. U jeziCastim listi¢cima nalazi se 0,2 — 0,4 % piretrina, a u plodnici sa sjemenom
cak 2,2 — 4,5 %. Kod novokreiranih kultivara s pove¢anim sadrZajem piretrina, u sjemenu moze
biti i do 4,8 % piretrina (Kolak i sur., 1999).

Ekstrakt buhaca dobiva se usitnjavanjem cvjetova u prah te ekstrahiranjem heksanom,
etanolom, acetonom, metanolom, itd. Uklanjanjem otapala, dobiva se tekuéina zute do
narancaste boje koja sadrzi aktivne tvari (Isman, 2006). Odredivanje koli¢ine piretrina u
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ekstraktu cvjetova buhaca predstavlja jedan od najkompliciranijih zadataka u proizvodnji
buhaca. Tijekom Sezdesetih godina proslog stoljeca najcesc¢a metoda za odredivanje piretrina
bila je acidometrijska metoda koja je i danas sluzbena metoda A.O.A.C. (The Association of
Offical Analytical Chemists). Sedamdesetih godina dvadesetog stolje¢a za odredivanje i
koriStenje spektrofotometrije i kolorimetrije usavrSeno je nekoliko metoda. Spektrofotometrija
1 kolorimetrija koristene su za gruba 1 masovna odredivanja piretrina u cvjetovima. Pored ovih
metoda primjenjivana je i tankoslojna kromatografija. U zadnjih desetak godina u
kvantitativnom 1 kvalitativnom odredivanju piretrina koristi se tekucinska kromatografija
visoke djelotvornosti (HPLC — High-performance Liquid Chromatography) (Marisavljevic,
2010).

Piretrin je od posebnog interesa zbog niske toksi¢nosti na sisavce i dobrog ucinka na
Sirok raspon skladis$nih Stetnika. Osim jedinstvenog insekticidnog i repelentnog djelovanja ima
mali ili gotovo neprimjetan utjecaj na okolis. Brzo djeluje, izaziva takozvani knock-down
ucinak na veliki broj kukaca uzrokujuéi paralizu u roku od nekoliko minuta. Djeluje kao
kontaktni otrov i ima neurotoksi¢no djelovanje na kukce. Blokira njihove ziv€ane funkcije
zatvarajuci natrijeve kanale u Ziv€anim aksonima. Posljedica toga je prestanak funkcioniranja
ziv€anih stanica i smrt kukaca. U niskim koncentracijama djeluje repelentno na nacin da odbija
kukca od izvora kemikalije. Piretrin | je samostalno otrovan i djeluje kroz samo nekoliko
minuta, dok je piretrin Il sastavnica koja izaziva knock-down uc¢inak. Relativna koli¢ina svakog
sastojka ovisi 0 genotipu, geografskom porijeklu i vremenu berbe. Kvaliteta piretrinskog
ekstrakta ovisi o omjeru piretrina I i piretrina II (Isman, 2006; Grdisa i sur., 2009).

Piretrin nije toksican za ljude jer se u ljudskom organizmu slabo apsorbira putem koze
te u probavnom i diSnom traktu. U slu¢aju apsorpcije hidrolizira se u crijevima i tkivima te brzo
izlu€uje iz tijela u obliku fekalija ili urina, bez nakupljanja u organizmu (Isman, 2006; Grdisa 1
sur., 2009). Kukci imaju sposobnost razgradnje malih koli¢ina piretrina u svome tijelu i
oporaviti se u nekoliko sati. Zato se danas preparatima na bazi piretrina i komercijalnim
formulacijama, koje se upotrebljavaju na uskladiStenim proizvodima, dodaju sinergisti koji
spreavaju razgradnju 1 omogucuju primjenu manjih koli¢ina piretrina. Jedan od najcesce
koriStenih je piperonil butoksid jer poboljSava 1 produZuje bioloSku i insekticidnu aktivnosti
piretrina (Kharel i sur., 2014). Piperonil butoksid je prirodna tvar koja se ekstrahira iz
brazilskog drveta 1 koristi kao standardni piretrinski sinergist. Tehnoloska klasa buhaca koja se
koristi u formulacijama komercijalnih insekticida obi¢no sadrzi od 20% do 25% piretrina
(Isman, 2006). Cuvanje preparata na bazi piretrina u otvorenom okruZenju je otezano s obzirom
da su piretrini nestabilni na svjetlu i vi$§im temperaturama te svih Sest estera lako oksidira.
Toplina uzrokuje transformaciju piretrina u manje aktivne izopiretrine (Marisavljevi¢, 2010).
Istrazivanja prirodnog piretrina izazvala su otkri¢e i razvoj sintetickih piretroida — skupine
kemijskih spojeva vrlo sli¢ne kemijske strukture piretrinima, ali za razliku od piretrina stabilniji
su na svjetlu 1 daleko viSe toksic¢ni za ljude 1 toplokrvne Zivotinje Takoder, dobro djeluju na
veliki broj vrsta kukaca, predmet su mnogih istrazivanja i njihova proizvodnja je jeftinija
Piretroidi ipak nisu u potpunosti uspjeli zamijeniti prirodne piretrine u djelovanju na odredene
kukce i nemaju tako visok stupanj Sinergizma kao prirodni piretrini (Grdisa i sur., 2009;
Marisavljevi¢, 2010). Iako su u konvencionalnoj poljoprivredi u §irokoj primjeni za tretiranje
kukaca iz redova Lepidoptera, Diptera, Hemiptera, Coleoptera i porodice Aphididae, sintetski
piretroidi su zabranjeni u ekoloskoj proizvodnji (Juran 1 sur., 2012). Prema pravilniku o
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ekoloskoj proizvodnji u uzgoju bilja i u proizvodnji biljnih proizvoda (Narodne novine, 2017)
jedini piretroidi koje je dopusteno rabiti, samo u zamkama sa specificnim mamcima protiv
maslinine muhe (Batrocera olae) i voéne muhe (Ceratitis capitata), su Deltametrin i Lambda-
Cyhalothrin. Njihova upotreba je dopustena samo za prijelazno razdoblje s konvencionalne na
ekolosku poljoprivredu te je za to potrebno odobrenje nadzorne stanice ili nadzornog tijela.

Kharel i suradnici (2014) su testirali ucinkovitost piretrina primijenjenog u obliku
aerosola na sve razvojne stadije T. castaneum i T. confusum. Testirali su izravnu i neizravnu
izloZzenost razvojnih stadija aerosolu, a zatim tretirane kukce prenosili u netretirano brasno,
odnosno netretirane kukce u tretirano brasno. Nakon provedenog istrazivanja kod obje vrste je
zabiljezen mortalitet od 88% u svim razvojnim stadijima prilikom direktnog tretiranja kukaca
koji su poslije premjesteni u tretirano ili netretirano brasno. Smrtnost je zna¢ajno smanjena kada
su kukei tretirani zajedno s braSnom i kada su netretirani kukci preneseni u tretirano brasno
(neizravno izlaganje aerosolu). Zakljuceno je da su li¢inke i odrasli kukci obje vrste puno
otporniji u odnosu na jaja i kukuljice.

U istraZivanju autora Tucker 1 sur. (2014) provedenom na jajima i1 odraslim kukcima
vrste T. castaneum utvrdeno je da su svi tretmani koji su sadrzavali piretrin izazvali knock-down
uc¢inak na svim odraslim kukcima 24 sata nakon tretmana. lako, nakon nekog vremena, odrasli
su se oporavili. Tretmani koji nisu sadrzavali piretrin nisu pokazivali nikakve promjene. Nakon
oporavka odrasli su proizveli slican broj potomaka bez obzira na izloZenost piretrinu .

2.2. Limunski eukaliptus (Corymbia citriodora /Hook./ K.D. Hill & L. A. S.
Johnson)

Limunski eukaliptus latinskog naziva Corymbia citriodora (Hook. K. D. Hill & L. A.
S. Johnson) ili Eucalyptus citriodora (Hook.) pripada porodici mirtovki (Myrtaceae). Porodica
se sastoji od 133 roda 1 viSe od 3 800 vrsta grmova 1 visokih stabala i ima veliki potencijal u
zastiti bilja kao prirodni pesticid. Rasprostranjena je duz Australije, jugoisto¢ne Azije i
Amerike, a u manjim koli¢inama moze se pronaci i u Africi. Ovu vrstu odlikuje kombinacija
razli¢itih znacajki: aromati¢ni listovi s uljnim zlijezdama, cvjetni dijelovi od 5 ili 6 latica,
mnostvo jarkih boja, upadljivi prasnici, unutarnji floem i jame na ksilemu. Neki od znacajnijih
rodova ove porodice su Eucalyptus, Eugenia, Leptospermum, Melaleuca, Myrtus, Pimenta,
Psidium i Syzygium (Ebadollahi, 2013). Limunski eukaliptus pripada rodu Eucalyptus (gr¢. eu
— dobro i kalypto — pokrivac) koji je dobio ime po karakteristicnom poklopcu koji pokriva
neotvorene cvjetove. Zastupljen je s oko 700 vrsta visokog, zimzelenog i veliCanstvenog drveca
koje se uzgaja u svijetu za ekstrakciju ulja, gume, pulpe, za koriStenje u drvnoj industriji,
medicini i u krajobrazne svrhe. Rod Eucalyptusa 'otkriven' je 1960-tih godina tijekom masovnih
istrazivanja biljaka koriStenih u kineskoj tradicionalnoj medicini. Izvorno staniSte ovog roda je
Australija (gdje ¢ini 95% populacije Sumskih stabala i susjednih otoka Nove Gvineje, Jave,
Timora i Filipina) (Muralidharan i Mascarenhas, 1995; Batish i sur., 2008; Maia i Moore, 2011).
Limunski eukaliptus je jedan od najpoznatijih eukaliptusa i vazna je komponenta tropske i
suptropske Sume i Sumske flore sjeverne Australije. Komercijalno je vrlo vazna i najcesce
uzgajana autohtona vrsta tvrdog drva u australskim drzavama Queensland 1 New South Wales
(Brooker, 2002; Dickinson 1 sur., 2012). Kao egzoti¢na biljka, uvedena je ve¢ sredinom
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devetnaestog stoljeca u Europu, Afriku i Aziju kao izvor drva za ogrjev, celuloze i drva za
gradu. Osim u Australiji, u velikoj mjeri se uzgaja u Brazilu, Kongu, Javi, Indiji 1 Kini, kako
zbog drva tako i zbog etericnog ulja. Kada se uzgaja za ulje, drveée se skracuje kako bi se
potaknulo stvaranje bo¢nih grana i listova (Muralidharan i Mascarenhas, 1995).

Stablo limunskog eukaliptusa je visoko i1 uspravno, moze narasti do 35 metara visine i
ima potpuno glatku koru jednoli¢ne boje (Slika 4). Zahtjeva puno vode pa se koristi za
isuSivanje moc¢varnih terena. Mladi listovi su veliki, naizmjenicni i nazubljeni na vrhu, dok su
stariji listovi uski, do 20 cm dugi s kratkom uvijenom peteljkom (Slika 5).

Slika 4. Stablo limunskog eukaliptusa (Corymbia citriodora /Hook./ K. D.
Hill & L. A. S. Johnson)
(Izvor: Plants For a Future, 2012)

Limunski miris svjezih listova je intenzivan dok suhi listovi ne miriSu osim ako se slome
ili zgnjece. Za listove je karakteristi¢an velik broj sekundarnih (bo¢nih) zilica i njihov kut prema
sredi$njoj Zili koji iznosi 85 stupnjeva. Sljedeci stupanj Zilica pojavljuje se u 2-4 reda ¢ineci
vrlo jasan i gust mrezasti uzorak. Povrsina lista je debela i prilicno gola, a brojne uljne Zlijezde
nalaze se u mezofilu u prostoru izmedu zilica, i pojedina¢no su prostorno izolirane (Brooker,
2002; Taybelassma, 2005). Cvjetovi su dvospolni, a oprasivanje je ovisno o kukcima ili
zivotinjskom vektoru. Plodovi su zreli, mesnati, drvenasti tobolci (Slika 5) koji sadrze nekoliko
sjemenki (Muralidharan i Mascarenhas, 1995).

Uz primjenu u drvnoj industriji, etericno ulje iz listova limunskog eukaliptusa
najznacajniji je proizvod i1 nalazi se u Sirokoj upotrebi u prehrambenoj, parfemskoj i
farmaceutskoj industriji. Osim toga, etericno ulje ima Sirok spektar bioloske aktivnosti
ukljucujuéi antimikrobno, fungicidno, insekticidno, repelentno, herbicidno, akaricidno 1
nematocidno djelovanje. Medu etericnim uljima, ulje eukaliptusa je osobito korisno jer se
komercijalno moze lako ekstrahirati i posjeduje Sirok raspon pozeljnih svojstava vrijednih u
suzbijanju Stetnika. Pesticidna aktivnost ulja eukaliptusa dolazi od sastojaka kao $to su 1,8-
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cineol, citronelal, citronelol, citronelil acetat, p-cimen, eukamalol, limonen, linalool, a-pinen,
g-terpinen, a-terpineol, alozocimen, i aromadendren. Glavna sastavnica je citronelal koji daje
karakteristi¢an limunski miris zbog kojeg se Siroko koristi u kozmetickoj industriji. Seyoum i
sur. (2003) navode da spaljivanje listova limunskog eukaliptusa pruza ekonomi¢nu metodu
zaStite kucanstava od komaraca u Africi. U posljednje vrijeme CDC (Centers for Disease
Control and Prevention, SAD) preporucuje upotrebu ulja limunskog eukaliptusa, koji sadrzi p-
mentan-3,8-diolo (PMD), za indirektnu zastitu od virusa zapadnog Nila koji uzrokuje
neurolosku bolest ili dovodi do smrti, a prenose je komarci. PMD ima nizi tlak isparavanja pa
sporije hlapi i pruza zastitu nekoliko sati, $to je velika prednost, s obzirom da veliki broj
sastavnica razli¢itih eteri¢nih ulja koja se koriste kao repelenti, brzo hlape te stoga imaju i krace
djelovanje. PMD je jedini repelent na biljnoj bazi koju CDC koristi u podru¢jima endemskih
bolesti, zbog dokazane ucinkovitosti u suzbijanju malarije, odnosno komaraca koji prenose
malariju. KoriSten je na ljudskoj odjeci i kozi za odbijanje kukaca kao $to su komarci i muhe.
Ne predstavlja rizik za ljude i Zivotinje 1 ima vrlo nisku toksi¢nosti za okoli§. U 2000. godini
Agencija za za$titu okolosa (EPA- Environmental Protection Agency) registrirala je ulje
limunskog eukaliptusa/PMD kao prirodni insekticid/repelent te je te se komercijalno koristi kao
repelent za komarce (Brooker, 2002; Taybelassma, 2005; Batish i sur., 2008; Maia i Moore,
2011).

Provedena su razna istrazivanja insekticidnog djelovanja limunskog eukaliptusa na
kestenjastog brasnara i druge Stetne kukce. Jedno od istrazivanja je ono u kojemu Nebras (2016)
testira insekticidnu aktivnost metanolnog ekstrakta listova limunskog eukaliptusa na li¢inkama
i odraslim kukcima kestenjastog brasnara. Prema provedenom istrazivanju zabiljeZena je
smrtnost odraslih kukaca od 92%, 35 dana nakon tretiranja, dok je puno manja smrtnost
zabiljeZena na li¢inkama. Na temelju toga zakljucuje da metanolni ekstrakt limunskog
eukaliptusa, u kojemu je pronaSao 31 aktivnu sastavnicu, ima znacajan insekticidni ucinak i
moze biti potencijalno sredstvo za zastitu zrna od odraslih kukaca T. castaneum (Herbst.).

Prema istrazivanju Jeyasankar i sur. (2016) provedenom na li¢inkama kestenjastog
braSnara tretiranih s pet eteri¢nih ulja (eteri¢no ulje limunskog eukaliptusa, klin¢i¢a, kanadskog
zimzelena 1 limunske trave) u Cetiri razli¢ite koncentracije (5, 10, 15 1 20 pLL/mL) utvrdeno je
da najvecu smrtnost od 81,86% izaziva upravo etericno ulje limunskog eukaliptusa, 24 sata
nakon tretiranja. Smrtnost li¢inki je bila vec¢a kako se povecavala koncentracija etericnog ulja.

Maciel i suradnici (2009) navode da eteri¢no ulje limunskog eukaliptusa kojeg su
testirali sarzi glavnu aktivnu sastavnicu B-citronelal (71.77%) koja je ucinkovita na Lutzomyia
longipalpis. Razli¢ite koncentracije uzrokovale su promjene kod razli¢itih stadija Lutzomyie
longipalpis. Ucinkovitost od 100% pokazao je tretman eteri¢nim uljem limunskog eukaliptusa,
kojm su tretirane li¢inke, u koncentraciji od 6,5 mg/mL.

Batish 1 sur. (2008) su istrazivali aktivne sastavnice etericnog ulja limunskog
eukaliptusa u svrhu dokazivanja njegovog potencijala kao prirodnog pesticida. Kroz
istrazivanje zakljucuju da eteri¢no ulje limunskog eukaliptusa posjeduje Sirok spektar bioloski
aktivnih tvari koje djeluju na gljivice, bakterije, kukce, mikroorganizme te korove i pruza
jeftinu, a ekoloski prihvatljivu alternativu sintetickim pesticidima kao prirodni pesticid.



Slika 5. Listovi i plodovi limunskog eukaliptusa
(Corymbia citriodora (Hook.) K.D. Hill & L.A.S. Johnson)
(Izvor: Diversity Native Seeds, 2019)

2.3. Cajevac (Melaleuca alternifolia /Maiden & Betche./ Cheel.)

Cajevac (Melaleuca alternifolia /Maiden & Betche./ Cheel.), u svijetu poznatiji kao
"tea-tree” pripada porodici mirtovki (Myrtaceae). Australska flora je bogata biljkama i drve¢em
bas iz te porodice. U istoimenoj porodici rodovi Eucalyptus i Melaleuca poznati su po uljnim
7lijezdama na listu koje sadrze mnostvo vrijednih sastavnica. Cajevac je zimzeleno endemsko,
suptropsko stablo ili grm koje ima prirodno staniSte na podrucju isto¢ne Australije 1 ne
pojavljuje se izvan nje osim u plantaznom uzgoju (Slika 6). Iako ¢ajevac prirodno nije toliko
raSiren, osim u Australiji, plantaze ¢ajevca postoje i u Sjedinjenim Americkim Drzavama,
Zimbabveu, Novom Zelandu, Kini, Indiji i drugim zemljama (Southwell, 1999).
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Slika 6 Plantai éj evca
(Izvor: Condrigton, 2014)

Plantaze se osnivaju iz presadnica koje se prethodno uzgajaju u staklenicima. Vrijeme
od prve berbe varira od jedne do tri godine ovisno o klimi. Prirodno rastuce stablo naraste od

10



pet do osam metara, a tijekom listopada i studenoga drvece starije od tri godine obi¢no cvate
malim, pahuljastim, bijelim do bez cvjetovima skupljenim u 3-5 cm dugacak otvoreni klas
(Slika 7). Plod je suhi, drvenasti, kozasti tobolac s puno sjemenki. Izduzeni iglicasti listovi, u
kojima se nalaze uljne Zlijezde s etericnim uljem, naizmjeni¢no su rasporedeni duz stabljike
(Carson i sur., 2006; Males i sur., 2016). Znanstveni naziv vrste M. alternifolia dobio je upravo
po tim karakteristi¢cnim naizmjeni¢nim, uskim listovima, po kojima su ih Maiden & Betche
razlikovali od ranije otkrivene srodne vrste M. linariifolia (Craven, 1999). Suprotno tome, naziv
“tea tree” nastao je kada su pomorci kapetana Jamesa Cook-a bili na istrazivackom putovanju u
Australiju 1770. godine i Koristili listove ¢ajevca kao zamjenu za ¢aj (Southwell, 1999).

AN A ;
Slika 7. List i klas ¢ajevca (Melaleuca alternifolia /Maiden & Betche./ Cheel.)
(Izvor: Albert and Brown Supply Company, 2018)

U proslosti su australski AboridZini koristili listove za lije¢enje prehlade, gripe i kaslja
tako Sto su se inhalirali nad parama zdrobljenog lis¢a u kipucoj vodi. Carson 1 suradnici (2006)
navode da se popularnost komercijalne industrije eteriénog ulja ¢ajevca razvila tek kada je
1920. godine Penfold, u svojim istrazivanjima australskih etericnih ulja s ekonomskim
potencijalom, naveo ljekovita, antimikrobna 1 antibakterijska svojstva eteri¢nog ulja ¢ajevca.
Danas je najznacajniji proizvod ljekovito etericno ulje koje je uvrSteno u sastav mnogih
lijekova za kozne infekcije 1 kozmetike za vanjsku upotrebu kao $to su Samponi, kreme za lice,
gelovi za akne 1 sredstva za njegu koZe zbog svojih protuupalnih i antikancerogenih svojstava
(Southwell, 1999; Cox i sur., 2001; Hammer i sur., 2006). Eteri¢no ulje ¢ajevca dobiva se
parnom destilacijom listova i vrhova grancica biljke. NajvaZnije sastavnice ulja su monoterpeni
1 seskviterpeni koji ¢ine 80 — 90% njegovog sastava. Od toga se izdvajaju najvaznije aktivne
sastavnice: monoterpenski alkohol 4-terpineol, kojeg ima vise od 30%, te 1,8-cineol, y-terpinen,
a-terpinen i p-cimen koje nose snazna ljekovita svojstva ulja (Cox i sur., 2001; Carson i sur.,
2006; Males i sur., 2016).

Drvo ¢ajevca se takoder koristi kao gradevinski materijal u obliku ograda ili izolacije 1
kao drvo za ogrijev (Southwell, 1999). Osim opisanih dobrobiti za lijeCenje i koriStenje samog
drva ¢ajevca, mnoga istrazivanja su dokazala i njegovo djelovanje na Stetne kukce. Jedno od
takvih istrazivanja je i ono u kojem su Liao i suradnici (2018) dokazali insekticidni u€inak na
malog brasnara (Tribolium confusum L.) koji je blisko povezan sa kestenjastim brasnarom
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(Tribolium castaneum Herbst.). Proucavali su toksi¢nost etericnog ulja ¢ajevca i njegovih
kemijskih spojeva na mitohondrijski respiratorni lanac tog skladisnog Stetnika. Izmjene
mitohondrija potvrdile su insekticidni u¢inak i promjene u mitohondrijskoj funkciji.

Prema Edris i sur. (2016) eteri¢no ulje Cajevca je ucinkovito repelentno i insekticidno
sredstvo za Tribolium castaneum i Solenopsis invicta. Rezultati su pokazali da ulje Cajevca
odbija imaga kukaca vrste Tribolium castaneum ¢ak i pri vrlo niskim koncentracijama. Testovi
toksi¢nosti takoder su dali pozitivan rezultat gdje ulje ¢ajevca ima toksi¢na svojstva na
Solenopsis invicta. Vrijednost LDso za S. invicta iznosila je 23,52 pL/mL. Navode da je glavni
sastojak koji je odgovoran za odbojna i insekticidna djelovanja 1,8-cineol.

Lee i suradnici (2002) su u svom istrazivanju testirali 19 eteri¢nih ulja ekstrahiranih iz
biljaka i testirali toksicnost njihovih glavnih komponenata na skladiSnom Stetniku kestenjastom
brasnaru. Rezultati su pokazali da LDsg za T. castaneum iznosi 36,0 ul/L zraka, dok je za
smrtnost 95% skupine potrebna doza od 48,3 ul/L zraka.

Sli¢no istrazivanje su proveli i Siddique i sur. (2013). Oni su testirali toksi¢nost eteri¢nih
ulja biljaka iz porodice Myrtaceae, izmedu ostaloga i etericnog ulja Cajevca. Rezultati su
pokazali da su odabrana eteri¢na ulja imala repelentnu, fumigantnu i kontaktnu toksi¢nost na
kestenjastog brasnara. Sva ulja su pokazala repelentno djelovanje 24 sata nakon tretmana.
Eteri¢no ulje ¢ajevca je pokazalo 100%-tnu uc¢inkovitost u koncentraciji od 0,0003 pl/mL.

2.4. Kestenjasti brasnar (Tribolium castaneum Herbst.)

Kestenjasti brasnar (Tribolium castaneum Herbs.) je jedan od najznacajnijih Stetnika
uskladiStenih proizvoda. Pripada u porodicu mra¢njaka (Tenebrionidae), red tvrdokrilaca
(Coleoptera). U porodici mrac¢njaka zabiljezeno je oko 1858 vrsta od kojih su dvije najbrojnije
Tribolium castaneum Herbst. i mali brasnar (Tribolium confusum L.) (Taybelassma I. M. 2005;
Theou i sur. 2013). Naziv Tribolium, dobio je od latinske rijeci za vr$idbu (runjenje), tribulo,
jer je otkriven na mjestu gdje se zrnje razlicitih poljoprivrednih kultura, nakon zetve, odvajalo
od ostalih dijelova biljaka (Pai, 2010).

Tijelo odraslog kukca je duZine 3-4 mm sa izraZenim uzduznim prugama na pokrilju,
kestenjaste, crvenkasto smede boje (Slika 8). Ticala su sastavljena od 11 ¢lanaka s tim da
posljednja tri Cine jedan sastavljeni segment sa izrazenim udubljenjima. Ima usni ustroj za
zvakanje, pa nije u stanju ubosti, ali odrasli oblici mogu izazvati alergijske reakcije, jer izlu¢uju
kancerogene kemikalije — Kinine, te prenijeti razli¢ite bolesti.
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Slika 8. Tribolium castaneum (Herbst.), imago
(Autor: Peji¢, 2019)

Pripada skupini kukaca s potpunom preobrazbom, sa sva Cetiri razvojna stadija (jaje,
licinka, kukuljica — pupa, odrasli — imago) i jedan je od najdugovjec¢nijih Stetnika — zivi do tri
godine. Zenka u prosjeku odlaze 450 jaja u razdoblju od 5 do 8 mjeseci. Odlaze ih direktno u
hranu na kojoj prebivaju. Jaja su mala, prozirna ili bijela, prekrivena sluzavom izlucevinom
koja ih pri¢vrS¢uje za jedno mjesto. Licinka ima Zzuckasto tijelo sa smedom glavom dugo do 6
mm (Slika 9). Pod optimalnim uvjetima li¢inke izlazi iz jaja nakon tri dana. Presvlace se 7 do
8 puta do stadija kukuljice. Kukuljice su bijele boje i sazrijevanjem postaju tamnije (Slika 10).
Razvoj od jaja do odraslog kukca traje od 20 do 28 dana. Kestenjasti brasnar spada u letece
kukce, iako nije dobar leta¢ (Maceljski, 1999; Calvin, 2001; Taybelassma, 2005; Liska, 2011;
Malik i Chaudhri, 2016).

Prema nacinu Steta koje €ini pri ishrani, kestenjasti brasnari pripadaju medu najcesce
sekundarne Stetnike Zitarica u Hrvatskoj. Rasprostranjeni su u cijelome svijetu, a srodne mu
vrste samo u ponekim zemljama tropskog podrucja. Smatra se da je njihovo izvorno staniste
bilo ispod kore drveta ili trulih panjeva. Najradije oStecuju klicu zrna, ali napadaju i druge
proizvode kao §to su lomljena i oSte¢ena zrna, brasnene preradevine i smjese, sjeme suncokreta.
Mogu se naci u skladiStima tjestenine, oraSastih plodova, cokolade, za¢ina i suhog voca
(Maceljski, 1999; Rozman, 2005; Liska, 2012; Malik i Chaudhri, 2016). Uvijek se javljaju u
masovnom broju i njihova prisutnost u uskladistenoj hrani izravno utjece na koli¢inu i kvalitetu
robe, jer osim §to oStecuju, proizvod oneciS¢uju svojim ekskrementima i fragmentima tijela
(Rozman, 2005; Said-Al Ahl i sur., 2017). Iako je prema nacinu ishrane sekundarni Stetnik, u
uvjetima relativne vlaznosti vise od 13 %, sposoban je vrSiti primarnu zarazu, odnosno
osteCivati i zdrava zrna (LiSka, 2011).
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Slika 9. Tribolium castaneum (Herbst.), Slika 10.Tribolium castaneum (Herbst.),
licinka kukuljica
(Autor: Peji¢, 2019) (Autor: Peji¢, 2019)

Kestenjasti brasnari pripadaju medu prve kukce koji su se koristili u laboratorijima kao
model u istrazivanjima o ekologiji, genetici, ponasanju i evoluciji kukaca. Njihov afinitet prema
uskladiStenim proizvodima olakSava prikupljanje iz skladista, silosa ili smocnica. U
laboratoriju ne zahtijevaju mnogo prostora zbog svoje veli¢ine pa se mogu pohraniti u manjim
staklenkama ili bo¢icama. Uzgajaju se na jeftinoj podlozi — brasno i kvasac, te se neograni¢eno
mogu drzati u mra¢nim prostorijama. Svi ti uvjeti ih ¢ine idealnim modelom za laboratorijska
istrazivanja. U posljednja tri desetljec¢a pokazali su se od neprocjenjive vrijednosti i kao modeli
za istrazivanja spolne selekcije evolucijsko-razvojne biologije (Pai, 2010).

Kako bi zastitili proizvode od napada kestenjastog brasnara vazno je kvalitetno
uskladistiti sami proizvod. Prvenstveno treba ukloniti stare ostatke zrna i prasine. Pregledati
novo uskladisteni proizvod 1 ukloniti oSte¢enu robu te ne mijesati staru i novu robu. Omoguciti
Cistu 1 prozracnu prostoriju i posude u koje ¢e se skladistiti. Nadalje, potrebno je pregledavati
proizvod Koliko je ¢e$¢e moguce, pogotovo tijekom ljetnih mjeseci i osigurati nize temperature
1 vlagu zraka kako bi proizvod ostao nepromijenjene kakvoce (Calvin, 2001).
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3. Materijali i metode

3.1. Laboratorijski pokus

Eksperimentalni dio istrazivanja s ciljem utvrdivanja u€inkovitosti ekstrakta piretrina i
etericnih ulja Cajevca i limunskog eukaliptusa na li¢inke kestenjastog brasnara (Tribolium
castaneum Herbst.) proveden je u Hrvatskoj agenciji za poljoprivredu i hranu, u laboratoriju
Zavoda za zastitu bilja. Eksperimentalni dio proveden je tijekom veljace i ozujka 2019. godine.
Prije postavljanja pokusa uzgojene su li¢inke kestenjastog braSnara koje su nakon razvoja
cuvane u staklenkama s brasnom.

3.1.1. Uzgoj kestenjastog brasnara

Li¢inke kestenjastog brasnara uzgojene su prema USDA — ARS (U. S. Department of
Agriculture — Agricultural Research Service, 1969). Brasno za uzgoj li¢inki prvo je sterilizirano
na 150 °C kroz period od 20 minuta. U ohladeno brasno dodan je kvasac (omjer brasno: kvasac=
10:1,5). Od pripremljene mjesavine brasna i kvasca izvagano je 5 puta po 100 grama te je isto
stavljeno u 5 staklenki u koje je dodano 25 odraslih kukaca kestenjastog brasnara te prekriveno
pamuc¢nom tkaninom (datum izvodenja: 18. 02. 2019.) (Slika 11). Staklenke su cuvane u klima
komori pri temperaturi od 27 + 1 °C 1 relativnoj vlaznosti zraka od 65 + 5 % u potpunoj i stalnoj
tami. Nakon tjedan dana braSno je prosijano i vraceno u staklenke i1 klima komoru. Li¢inke 4.
stadija razvijene su u brasnu nakon 5 tjedana (25. 03. 2019.). Prije postavljanja pokusa brasno
je prosijano (Slika 12) i na petrijeve zdjelice je stavljen filter papir. 1z sita je izdvojeno po 10
li¢inki na svaku petrijevu zdjelicu s filter papirom (Slika 13).

Slika 11. Staklenke prekrivene pamu¢nom tkaninom
(Autor: Peji¢, 2019)
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Slika 12. Prosijavanje braSna Slika 13. Izdvajanje li¢inki na petrijevu
(Autor: Peji¢, 2019) zdjelicu
(Autor: Peji¢, 2019)

3.1.2. Primijenjeni tretmani

Kao izvor piretrina koriSten je piretrinski standard Pestanal (Sigma-Aldrich®) (Slika
14), dok su eteri¢na ulja (Slika 15), proizvodaca Pranarom kupljena u trgovini Kemig d.o.o..

U ovom dijelu istraZivanja postavljene su ukupno 44 petrijeve zdjelice, odnosno
jedanaest tretmana (ukljucujuci i kontrolu) u Cetiri ponavljanja. Svako ponavljanje ukljucivalo
je 10 li¢inki kestenjastog brasnara. Tretmani etericnim uljem cajevca (T1-T3), ekstraktom
piretrina (T4-T7), kontrola (T8) i eteri¢nim uljem limunskog eukaliptusa (T9-T11) prikazani su
u tablici 1. Kao §to je vidljivo iz tablice 1, od svakog eteri¢nog ulja primijenjene su tri
koncentracije, dobivene otapanjem odgovaraju¢eg volumena eteri¢nog ulja u acetonu, dok je
piretrin primijenjen u Cetiri koncentracije. U svaku petrijevu zdjelicu stavljen je filter papir i
dodan je 1 mL otopine odgovaraju¢e koncentracije. Prije polaganja licinki filter papir je
ostavljen da se posusi (Slika 17). Zatim je u svaku petrijevu zdjelicu stavljeno 10 li¢inki
kestenjastog braSnara, zdjelica je poklopljena i biljeZene su promjene (Slika 18). U petrijevu
zdjelicu s kontrolnim uzorkom stavljen je 1 mL destilirane vode.

Tablica 1. Popis tretmana primijenjenih u istrazivanju

Tretman Biljna vrsta Konc.
T1 Cajevac (Melaleuca alternifolia /Maiden & Betche./ Cheel.) 0.5%
T2 Cajevac (Melaleuca alternifolia /Maiden & Betche./ Cheel.) 1%
T3 Cajevac (Melaleuca alternifolia /Maiden & Betche./ Cheel.) 2%
T4 Piretrin (Tanacetum cinerariifolium /Trevir./ Sch. Bip.) 0.5%
T5 Piretrin (Tanacetum cinerariifolium /Trevir./ Sch. Bip.) 0.75%
T6 Piretrin (Tanacetum cinerariifolium /Trevir./ Sch. Bip.) 1%
T7 Piretrin (Tanacetum cinerariifolium /Trevir./ Sch. Bip.) 2%
T8 Kontrola (netretirano)

T9 Limunski eukaliptus (Corymbia citriodora (Hook.) K.D. Hill & L.A.S. Johnson) 0.5%
T10 Limunski eukaliptus (Corymbia citriodora (Hook.) K.D. Hill & L.A.S. Johnson) 1%
T11 Limunski eukaliptus (Corymbia citriodora (Hook.) K.D. Hill & L.A.S. Johnson) 2%
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Slika 14. Razli¢ite koncentracije piretrina Slika 15. Eteri¢na ulja ¢ajevca i limunskog
(Autor: Pejic, 2019) eukaliptusa
(Autor: Pejic, 2019)

Slika 16. Razli¢ite koncentracije eteri¢nih ulja
(Autor: Peji¢, 2019)

Slika 17. SuSenje filter papira
(Autor: Peji¢, 2019)
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Slika 18. Tretirane petrijeve zdjelice s licinkama kestenjastog brasnara
(Autor: Peji¢, 2019)

3.2. Ocitavanje pokusa i statisticka obrada podataka

Pokusi s piretrinom i eteriénim uljima ocitavani su 24, 48, 72 i 96 sati nakon tretmana,
pri ¢emu je utvrdivan broj mrtvih jedinki u svakoj petrijevoj zdjelici. Li¢inke su promatrane
pod binokularnom lupom, a one mrtve su uklanjane iz petrijevih zdjelica. Mortalitet li¢inki
izraCunat je na temelju broja mrtvih i zivih li¢inki u ponavljanju, a temeljem izraunatog
mortaliteta na svim varijantama, ukljucujuéi i netretiranu kontrolu, izracunata je u¢inkovitost
pomocu formule Schneider-Orelli (1947):

(mortalitet na tretmanu(%) — mortalitet na kontroli(%))
(100 — mortalitet na kontroli (%)) x 100

% ucinkovitosti =

Jednosmjerna analiza varijance je provedena u svrhu utvrdivanja signifikantnih razlika
izmedu tretmana. Izracun je proveden pomocu naredbe PROC GLM u programu SAS (SAS
Institute, 2004). Razlike izmedu prosjenih vrijednosti kvantitativnih svojstava izmedu
tretmana utvrdene su pomocu Tukeyjevog testa (P < 0,05).
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4. Rezultati

U daljnjem tekstu su prikazani rezultati u¢inkovitosti primijenjenih tretmana na li¢inke
kestenjastog brasnara u razdobljima od 24, 48, 72 i 96 sati nakon tretiranja. Tretmani limunskim
eukaliptusom (T9-T11) izbaceni su iz statisticke analize jer nisu ispoljavali nikakav ucinak.
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T1- ¢ajevac 0,5%; T2- Cajevac 1%; T3- Cajevac 2%; T4- piretrin 0,5%; T5- piretrin 0,75%; T6- piretrin 1%;
T7- piretrin 2%; T8- kontrola

P(F) - signifikantnost F-testa: "P > 0.05, *0.05 > P > 0.01, **0.01 > P > 0.001, ***P < 0.001
*Vrijednosti u stupcima oznacéene istim slovom se signifikantno ne razlikuju na temelju Tukeyjevog testa

Grafikon 1. U¢inkovitost tretmana na kestenjastog braSnara 24 sata nakon tretiranja

Tretmani s 0,75%-tnim piretrinom (T5) i 2%-tnim piretrinom (T7) pokazali su
ucinkovitost od 2,5% ve¢ 24 sata nakon tretiranja li¢inki kestenjastog bra$nara, medutim
izmedu ovih tretmana i kontrole nije utvrdena statisticki znacajna razlika (Grafikon 1).
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48 h
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*Vrijednosti u stupcima oznacéene istim slovom se signifikantno ne razlikuju na temelju Tukeyjevog testa
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Grafikon 2. U¢inkovitost tretmana na kestenjastog brasnara 48 sati nakon tretiranja

Nakon 48 h, najveéu ucinkovitost pokazao je tretman 2%-tnim piretrinom (T7) i ona je
iznosila 12,5%. Uc¢inkovitost od 10% postignuta je s tretmanom 1%-tnim ¢ajevcem (T2), 7,5%
s 0,75%-tnim piretrinom (T5), dok je u¢inkovitost od 5% postignuta s 0,5%-tnim ¢ajevcem (T1)
i 2,5% s 0,5%-tnim piretrinom (T4). Statisticki znacajna razlika izmedu tretmana, kao i izmedu
tretmana i kontrole nije utvrdena (Grafikon 2).
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P(F) - signifikantnost F-testa: "P > 0.05, *0.05 > P > 0.01, **0.01 > P > 0.001, ***P < 0.001

*Vrijednosti u stupcima oznacene istim slovom se signifikantno ne razlikuju na temelju Tukeyjevog testa

Grafikon 3. U¢inkovitost tretmana na kestenjastog brasnara 72 sata nakon tretiranja
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Nakon 72 sata, najve¢u ucinkovitost od 20% pokazali su tretmani s 0,5%-tnim
piretrinom (T4) i 2%-tnim piretrinom (T7). Tretmani 1%-tnim ¢ajevcem (T2) i 0,75%-tnim
piretrinom (T5) pokazali su ucinkovitost od 10%, tretman 1%-tnim piretrinom (T6)
ucinkovitost od 7,5%. Kod tretmana 0,5%-tnim ¢ajevcem (T1) utvrdena je ucinkovitost od 5%,
dok je 2%-tni Cajevac (T3) pokazao ucéinkovitost od 2,5% (Grafikon 3). Statisticki znacajna
razlika nije utvrdena izmedu tretmana, kao ni izmedu tretmana i kontrole.
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T7- piretrin 2%; T8- kontrola

P(F) - signifikantnost F-testa: P > 0.05,*0.05 > P > 0.01, **0.01 > P > 0.001, ***P < 0.001
*Vrijednosti u stupcima oznacene istim slovom se signifikantno ne razlikuju na temelju Tukeyjevog testa

Grafikon 4. U¢inkovitost tretmana na kestenjastog brasnara 96 sati nakon tretiranja

U grafikonu 4 vidljivo je da 96 sati nakon tretiranja, znacajno najvecu ucinkovitost od
40% pokazao tretman s 2%-tnim piretrinom (T7). Znacajno se razlikovao od kontrole (T8) i
svih tretmana sa ¢ajevcem (T1, T2, T3), ali ne i od tretmana s 0,5%-tnim piretrinom (T4),
0,75%-tnim (T5) i 1%-tnim piretrinom (T6), kod kojih je utvrdena ucinkovitosti od 27,5% i
25%. Kod tretmana s eteri¢énim uljem cajevca (T1, T2 i T3) utvrdene su razlike u odnosu na
kontrolu, medutim, one nisu bile znacajne.
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5. Rasprava

Kao posljedica sve veceg onecis¢enja okoliSa, optereCenja tla, povecane otpornosti
Stetnika na sintetske pesticide 1 povecanja svijesti, medu potroSacima sve vise raste interes za
proizvodnjom i upotrebom prirodnih pesticida. Sekundarni metaboliti iz biljaka mogu
zamijeniti sintetske pesticide i postati dio svakodnevne poljoprivredne prakse. lako su mnoga
istrazivanja pokazala vrijednost prirodnih pesticida, ostalo je joS puno neodgovorenih pitanja
na tom podru¢ju. Razvoj prirodnih pesticida moze uvelike smanjiti negativne znacajke
sintetskih pesticida i zbog toga su potrebna daljnja istrazivanja koji bi upotpunila dosadasnje
spoznaje.

Kroz ovo istrazivanje piretrinski ekstrakt je pokazao potencijalni insekticidni u¢inak na
skladi$nog Stetnika, kestenjastog brasnara (Tribolium castaneum Herbst.). Tijekom testiranja
2%-tni piretrinski ekstrakt (T7) pokazao je najvecu u€inkovitost od 40% nakon 96 sati. Tretman
0,5%-tnim piretrinom (T4) pokazao je u€inkovitost od 27,5%, dok je kod druga dva tretmana,
0,75%-tnog piretrina (T5) i 1%-tnog piretrina (T6), utvrdena ucinkovitost od 20%.
Usporedujuci ove rezultate s rezultatima drugih istrazivanja, u ovom su istrazivanju dobiveni
manje znacajni rezultati. Sutton i sur. (2011) su u svom istrazivanju istrazivali ué¢inkovitost
piretrina s piperonil butoksidom i zakljucuju da izravno tretiranje li¢inki kestenjastog brasnara
znacajno utjece na daljnji razvoj li¢inki ili uzrokuje smrt. Takoder, Kharel i1 sur. (2014) su u
svom istrazivanju tretirali razlicite stadije kestenjastog brasnara i malog braSnara piretrinom u
obliku aerosola 1 utvrdili da direktno tretiranje znacajno povecava mortalitet tretiranih kukaca.
U njihovim rezultatima je zabiljeZen mortalitet od 88% kod obje vrste u svim razvojnim
stadijima prilikom direktnog tretiranja kukaca koji su poslije premjeSteni u tretirano ili
netretirano brasno. Tucker i sur. (2014) su u svom istrazivanju zabiljezili knock-down uc¢inak
na svim odraslim kukcima 24 sata nakon tretmana, medutim, nakon odredenog vremena odrasli
Su se oporavili te tretman nije utjecao na njihovo daljnje razmnozavanje.

Tretmani ¢ajevcem (T1, T2 1 T3), koriSteni u istraZivanju, razlikovali su se od kontrole,
medutim razlika nije bila znac¢ajna. Najveca u¢inkovitost zabiljezena je kod tretmana s 1%-tnim
cajevcem (T2) i ona je iznosila 12,5% 96 sati nakon tretmana. Dostupna istraZivanja
ucinkovitosti eteri¢nog ulja ¢ajevca navode puno bolje rezultate. Liao i suradnici (2018) su
dokazali insekticidni u¢inak na malog brasnara (Tribolium confusum L.), koji je blisko povezan
s kestenjastim brasnarom (Tribolium castaneum Herbst.). Proucavali su toksi¢nost etericnog
ulja Cajevca 1 njegovih kemijskih spojeva na mitohondrijski respiratorni lanac skladi$nog
Stetnika. Izmjene mitohondrija potvrdile su insekticidni u¢inak i promjene u mitohondrijskoj
funkciji. Prema Edris 1 sur. (2016) etericno ulje Cajevca je u€inkovito repelentno i insekticidno
sredstvo za Tribolium castaneum. Rezultati njihovog istrazivanja pokazuju da eteri¢no ulje
Cajevca sadrzi aktivnu sastavnicu 1,8-cineol koja djeluje na testirane kukce u vrlo niskim
koncentracijama. Lee i suradnici (2002) navode da LDso za T. castaneum iznosi 36,0 pl/L zraka,
dok je za 95% smrtnost potrebna doza od 48,3 pl/L zraka. Iznimno dobre rezultate su postigli
Siddique 1 sur. (2013). Rezultati njihovog istrazivanja pokazuju 100%-tnu ucinkovitost
etericnog ulja C¢ajevca 24 sata nakon tretmana. Koncentracija etericnog ulja primjenjenog u
njihovom istrazivanju bila je 0,0003 ul/mL.

Iako u ovom istrazivanju tretmani limunskim eukaliptusom (T9, T101 T11) nisu ispoljili
nikakav ucinak, brojna istrazivanja su dokazala toksi¢nost etericnog ulja limunskog
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eukaliptusa. Batish 1 sur. (2008) su u svom istrazivanju istrazivali toksi¢nost etericnog ulja
limunskog eukaliptusa i zakljucili da posjeduje veliki spektar aktivnih sastavnica koje su
toksicne za gljivice, bakterije, kukce, mikroorganizme te korove. Nebras (2016) navodi da
metanolni ekstrakt limunskog eukaliptusa djeluje s veCom ucinkovito$¢u na odrasle kukce
kestenjastog brasnara, nego na liinke. Prema provedenom istrazivanju 35 dana nakon tretiranja
zabiljezio je 92%-tnu smrtnost odraslih kukaca. Na temelju navedenog zakljuéuje da metanolni
ekstrakt limunskog eukaliptusa ima znacajnu vrijednost u zastiti sjemena od odraslih jedinki T.
castaneum. Jeyasankar i sur. (2016) su proveli istrazivanje na licinkama kestenjastog braSnara
tako $to su ih tretirali s eteri¢nim uljem limunskog eukaliptusa u Cetiri razli¢ite koncentracije
(5, 10, 15120 pL/mL). Utvrdena je smrtnost od 81,86% 24 sata nakon tretiranja. Pove¢anjem
koncentracije eteri¢nog ulja zabiljeZeno je 1 povecanje mortaliteta licinki.
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6. Zakljucak

Na temelju dobivenih rezultata moguce je donijeti sljedece zakljucke:

1. Ekstrakt 2%-tnog piretrina (T7) pokazao je uéinkovitost od 2,5% ve¢ nakon 24 sata.
Ucinkovitost je rasla postepeno te je najvisa ucinkovitost od 40 % utvrdena 96 sati
nakon tretiranja.

2. Kod 0,75%-tnog (T5) i 1%-tnog (T6) piretrinskog ekstrakta zabiljezena je u¢inkovitost
od 25% 96 sati nakon tretiranja li¢inki, dok je kod nize koncentracije ekstrakta piretrina
(0,5%; T4) ucinkovitost nakon 96 sati iznosila 27,5%.

3. Kod tretmana s etericnim uljem ¢ajevca najveca ucinkovitost nakon 96 sati postignuta
je kod srednje primijenjene koncentracije (T2; 1%) i iznosila je 12,5%, dok je kod
najvece koncentracije od 2% (T3) postignuta najmanja ucinkovitost od 2,5%. Kod
tretmana s najmanjom koncentracijom eteri¢nog ulja ¢ajevca (0,5%; T1), postignuta je
ucinkovitost od 5%.

4. Tretmani limunskim eukaliptusom (T9, T10 i T11) tijekom istraZivanja nisu pokazali
nikakve rezultate.

5. lako u ovom radu nije dokazana visoka insekticidna uc¢inkovitost piretrinskih ekstrakata
i eteri¢nih ulja, dokazano je da istrazivane biljne vrste posjeduju odredeni potencijal u

suzbijanju kestenjastog brasnara.

6. Potrebna su daljnja istrazivanja u svrhu utvrdivanja aktivnosti pojedinih sastavnica
eteri¢nih ulja u suzbijanju kestenjastog brasnara.

7. Daljnja istrazivanja su potrebna 1 u svrhu utvrdivanja odgovaraju¢ih koncentracija
eteri¢nih ulja i piretrina u suzbijanju li¢inki malog brasnara.
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