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In vitro propagacija i biološka aktivnost etarskog ulja i metanolnih ekstrakata 

povratiča (Tanacetum vulgare L.) 

 

REZIME 

Rodu Tanacetum pripadaju mnoge aromatične, lekovite i ukrasne vrste bogate biološki 

aktivnim sekundarnim metabolitima. Tanacetum vulgare L. (syn. Chrysanthemum vulgare 

L., povratič, vratiželja, konopljika) je višegodišnja, zeljasta biljka, poreklom iz Evrope i 

centralne Azije koja se obično sreće duž puteva, pruga, pašnjaka i polja ali i priobalnih 

područja. U Srbiji je ova vrsta deo sinurbane (ruderalne) flore. Predmet istraživanja ove 

disertacije bila ja fitohemijska karakterizacija sastava i bioloških aktivnosti etarskog ulja i 

metanolnih ekstrakata ove vrste.  

In vitro kultura T. vulgare je uspešno uspostavljena iz semena biljaka sakupljenih u prirodi. 

Kultura izdanaka je uspešno održavana i multiplikovana na MS hranljivoj podlozi uz 

dodatak 6-benziaminopurina (BAP) a prilikom ožiljavanja BAP je zamenjen 

indolsirćetnom kiselinom (IBA). In vitro kultura korenova održavana je u tečnoj MS 

hranljivoj podlozi sa dodatkom IBA koja je uticala na povećanje biomase gajenih korenova 

tokom subkultura. Histoločkom analizom sekretornih struktura in vitro gajenih izdanaka 

utvrđeno je da su na listovima i stablu prisutne biserijatne glandularne trihome sa 

sekrecionim sadržajem u kojem su detektovani lipidi, terpeni i alkaloidi.  

Hemijska analiza metanolnih ekstrakata herbe i korena T. vulgare ukazala je na to da su 

ekstrakti biljaka gajenih in vitro kvalitativno siromašniji u odnosu na metanolne ekstrakte 

biljaka iz prirode ali su se ekstrakti biljaka in vitro odlikovali višestruko većom 

zastupljenošću pojedinih jedinjenja, pre svih 3,5-O-dikafeoilhininskom kiselinom. 

Najzastupljenija jedinjenja su fenolne kiseline iz grupe derivata cimetne kiseline i to: 

neohlorogena, 3,5-O-dikafeoilhininska i dikafeoilhininska kiselina. Pored fenolnih kiselina 

detektovano je i 17 flavonoida. Relativni udeo fenolnih kiselina i flavonoida se razlikovao u 

zavisnosti od dela biljke korišćenog za pripremanje matanolnog ekstrakta. 



Uporedna analiza fitohemijskog sastava isparljivih komponenti etarskog ulja T. vugare 

sakupljenog sa prirodnog staništa i izdanaka gajenih in vitro pokazala je takođe velike 

razlike u zastupljenosti pojedinačnih ali i čitavih grupa jedinjenja. GC/MS analizom je 

pokazano da su kod biljaka iz prirode dominantne komponente u etarskom ulju pripadale 

grupi oksidovanih monoterpena, sa najzastupljenijim jedinjenjima trans-hrisantenil 

acetatom , trans-hrizantenolom , trans-tujonom i cis-tujonom. Sa druge strane, etarsko ulje 

in vitro gajenih biljaka T. vulgare karakterisalo se ujednačenim prisustvom monoterpena i 

seskviterpena. Svi monoterpeni identifikovani kod in vitro biljaka bili su prisutni i u 

etarskom ulju biljaka iz prirode dok su seskviterpenska jedinjenja bila daleko zastupljenija i 

raznovrsnija kod in vitro biljaka.  

Za analizu bioloških aktivnosti jedinjenja sekundarnog metabolizma T. vulgare korišćeni su 

etarsko ulje i metanolni ekstrakti dobijeni iz biljaka sakupljenih iz prirode. Rezultati su 

pokazali da svi analizirani metanolni ekstrakti ispoljavaju značajnu antioksidativnu 

aktivnost koja je korelirala sa sadržajem ukupnih fenola u ekstraktima. Metanolni ekstrakt 

korena posedovao je najveći antioksidativni kapacitet a ujedno je sadržavao i najviše 

ukupnih fenola, sa najvećom relativnom zastupljenošću neohlorogene, 3,5-O-

dikafeoilhininske i dikafeoilhininske kiseline u odnosu na ostale ekstrakte. 

Etarsko ulje i metanolni ekstrakti cveta, lista, stabljike i korena T. vulgare ispoljili su i 

značajnu antimikrobnu aktivnost testiranu na 8 bakterijskih i 6 vrsta mikromiceta. Etarsko 

ulje T. vulgare ispoljilo je jako antimikrobno dejstvo prema većini ispitivanih bakterijskih 

(5 od analiziranih 8) i svim vrstama mikromiceta. S druge strane, metanolni ekstrakti 

korena, lista, cveta i stabljike T. vulgare ispoljili su jaku aktivnost na sve testirane vrste 

bakterija i većinu mikromiceta. U većini slučajeva efekti testiranih ekstrakata su bili na 

nivou efekata referentnih antibiotika i antimikotika korišćenih kao pozitivne kontrole, te se 

etarsko ulje i metanolni ekstrakti T. vulgare mogu preporučiti u prevenciji i lečenju 

infekcija izazvanih vrstama prema kojima je pokazana visoka aktivnost ali i kao agensi u 

konzerviranju i očuvanju kvaliteta namirnica u prehrambenoj industriji. 

U daljem radu ispitivan je citotoksični potencijal etarskog ulja i metanolnih ekstrakata na 

maligne ćelijske linije humanog adenokarcinoma cerviksa (HeLa). Radi utvrđivanja nivoa 



selektivnog efekta ispitivana je i aktivnost na zdrave humane ćelijske linije fetalnih 

fibroblasta pluća (MRC-5). Rezultati in vitro testa su pokazali da je etarsko ulje ispoljilo 

najslabiju citotoksičnost dok su metanolni ekstrakti stabla i korena pokazali slabije 

citotoksično delovanje na ciljne ćelije u odnosu na metanolne ekstrakte lista i cveta. Nakon 

tretmana metanolnim ekstraktima lista i cveta kod većine HeLa ćelija došlo je do gubitka 

adhezije, skupljanja membrane i zaokrugljivanja ćelija što je ukazivalo na ćelijsku smrt. 

Praćenje efekta etarskog ulja T. vulgare na larve gubara (Lymantria dispar L.) pokazalo je 

da etarsko ulje T. vulgare nije ispoljilo akutnu toksičnost na gusenice drugog stadijuma 

razvića ali je izazvalo odlaganje presvlačenja i značajno smanjenje procenta presvučenih 

gusenica. Ingestija etarskog ulja uticala je i na druge parametre rastenja i razvića 

posmatrane kod gusenica četvrtog stupnja razvića. Etarsko ulje je smanjilo dnevni prirast 

mase gusenica četvrtog stupnja kao i  brzinu konzumacije hrane. Iako je etarsko ulje uticalo 

i na smanjenje konverzije svarene hrane u biomasu gusenica, to smanjenje se nije pokazalo 

kao statistički značajno pa se može zaključiti da je time smanjen negativni efekat ingestije 

etarskog ulja i delom kompenzovan smanjeni unos hrane izazvan prisustvom etarskog ulja. 

U cilju ispitivanja potencijala etarskog ulja T. vulgare da indukuje mehanizme odbrane in 

vitro gajenih biljaka krompira koje su rasle u atmosferi ispunjenoj isparljivim 

komponentama ovog ulja, analizirana je ekspresija 4 gena uključena u mehanizme odbrane 

protiv patogena i herbivornih insekata. Prisustvo etarskog ulja izazvalo je intenzivnu 

indukciju dva analizirana PR (eng. pathogenesis-related) gena, PR-2 i PR-5. Prve promene 

u ekspresiji uočene su nakon 8 sati od izlaganja, a maksimum ekspresije od oko 50 puta 

zabeležen je za PR-2 gen nakon 12 h.   

Na osnovu preliminarne PTR-MS analize i merenja zastupljenosti pojedinačnih jedinjenja 

etarskog ulja u atmosferi teglica u kojima je bio krompir dominantna jedinjenja su bila 

monoterpenski ugljovodonici  α-pinen i p-cimen. Pored ovih jedinjenja i artemizia-keton, 

cis-tujon, trans-tujon i kamfor su bili veoma zastupljeni, nagoveštavajući da bi možda 

upravo ove grupe jedinjenja mogli biti odgovorni za indukciju odbrane krompira. 
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In vitro propagation and biological activity of essential oil and methanol extracts of 

tansy (Tanacetum vulgare L.) 

 

ABSTRACT 

Many aromatic, medicinal and ornamental species rich in biologically active secondary 

metabolites belong to the genus Tanacetum. Tanacetum vulgare L. (syn. Chrysanthemum 

vulgare L., tansy) is a perennial, herbaceous plant originating in Europe and Central Asia, 

commonly encountered along roads, stripes, pastures, fields, and coastal areas. In Serbia, 

this species is part of the ruderal flora. The research subject of this dissertation was the 

phytochemical characterization of the composition and biological activities of T. vulgare 

essential oil and methanol extracts. 

In vitro culture of T. vulgare was successfully established from seeds of plants harvested in 

nature. Shoot cultures have been successfully maintained and multiplied on the nutrient 

medium enriched with 6-benziaminopurine (BAP); for needs of rooting, BAP was replaced 

with indole buteric-acid (IBA). The root in vitro cultures were maintained in a liquid 

nutrient medium supplemented with IBA which influenced the increase in the biomass of 

cultivated roots during subcultures. 

Histological analysis of secretory structures of in vitro plantlets showed presence of 

biseriate glandular trichomes with detected lipids, terpenes and alkaloids as secretory 

content,, both on the leaves and the stalk. 

The chemical analysis of methanol extracts of T. vulgare herb and roots indicated that the 

extracts of in vitro cultivated plants were qualitatively poorer than methanol extracts of 

plants harvested in nature, but the extracts isolated from in vitro plants were characterized 

by several times higher presence of certain compounds, primarily 3,5-O-dicaffeoylquinic 

acid. The most common compounds were phenolic acids from the derivatives of cinnamic 

acid group, such as neohlorogenic, 3,5-O-dicaffeoylquinic,and dicaffeoylquinic acid. In 

addition, 17 flavonoids were detected. The relative proportion of phenolic acids and 

flavanoids differed depending on the part of the plant used to prepare the methanol extract. 



Comparative analysis of the chemical composition of the volatile components in essential 

oil of T. vulgare collected from the natural habitat and in vitro cultured plants has also 

shown great differences in the composition both of individual and entire groups of 

compounds. In the plants harvested in nature, GC/MS analysis showed that the dominant 

components belonged to the group of oxidized monoterpenes, with the most prevalent 

compounds of trans-chrysanthenyl acetate, trans-chryzanthenol, trans-thujone and cis-

thujone. On the other hand, the essential oil obtained from in vitro grown T. vulgare plants 

was characterized by a uniform presence of monoterpenes and sesquiterpens. All 

monoterpenes identified in in vitro plantlets were also present in essential oil of plants 

collected from nature, on the other hand, sesquiterpene compounds were more diverse and 

more represent in in vitro plants. 

Essential oil and methanol extracts isolated from plants harvested from natural habitat were 

used to analyze the biological activities of the T. vulgare secondary metabolism 

compounds. The results showed that all the analyzed methanol extracts exhibited a 

significant antioxidant activity that correlated with the total phenol content in the extracts. 

The root extract showed the highest antioxidant capacity, containing thehighest amount 

oftotal phenols, with the maximum relative content of neochlorogenic, dicaffeoylquinic, 

and dicaffeoylquinic acids compared to other extracts. 

The essential oil and methanol extracts of T. vulgare flowers, leaves, stalks and roots 

exhibited significant antimicrobial activity tested on 8 bacterial and 6 micromycetes 

species. T. vulgare essential oil exhibited a strong antimicrobial effect on most bacterial 

strains (5 of the 8 analyzed) and all strains of micromycetes. On the other hand, methanol 

extracts of T. vulgare roots, leaves, flowers and stalks exhibited strong activity on all tested 

bacterial species and most of the micromycetes. In most cases the effects of the tested 

extracts were at the level of the effects of the reference antibiotics and antimycotics used as 

positive controls, so both essential oil and methanol extracts of T. vulgare can be 

recommended in the prevention and treatment of infections caused by species on which 

high activity is shown and also as preserving agents in the food industry. 



In further research, the cytotoxic potential of essential oil and methanol extracts on human 

cervical adenocarcinoma (HeLa) cells was investigated. To determine the level of selective 

effect, the activity on healthy human cell lines of fetal lung fibroblasts (MRC-5) was also 

studied. In vitro results showed that the essential oil exhibited the weakest cytotoxicity 

while methanol extracts of the stalk and root showed poor cytotoxic action on the target 

cells relative to the methanol extracts of leaf and flower. The most of HeLa cells exhibited 

loss of adhesion after leaf and flower methanol extracts treatment, also shrinking of 

membrane and rounding of cells were observed, indicating cell death.  

Monitoring the effects of T. vulgare essential oil on gypsy moth (Lymantria dispar L.) 

larvae showed that this essential oil did not exhibit acute toxicity to the caterpillar of the 

second developmental stage , but caused a delay in the coating and a significant reduction 

in the percentage of coated caterpillars. Ingestion of essential oil influenced on the other 

parameters of growth and development observed in the fourth stage of caterpillar 

development. The essential oil reduced the daily increment of the mass of caterpillars of the 

fourth developmental stage as well as the rate of food consumption. Although the essential 

oil influenced the reduction in the conversion of digested food into the caterpillar biomass, 

this reduction did not appear to be statistically significant. Hence, it can be concluded that 

the negative effect of essential oil on ingestion was reduced and that reduced intake of food 

was partially compensated. In order to investigate the potential of T. vulgare essential oil to 

induce the mechanisms of defense of in vitro grown potato plants (grown in an atmosphere 

filled with volatile components of this oil), the expression of 4 genes involved in the 

mechanisms of defense against pathogens and herbivore insects was analyzed. The 

presence of essential oil induced intense induction of two analyzed PR (pathogenesis-

related) genes, PR-2 and PR-5. The first changes in expression were observed after 8 hours 

of exposure, and the maximum increase of expression of about 50 times was recorded for 

the PR-2 gene after 12 h. 

Based on the preliminary PTR-MS analysis and measurements of the representation of 

individual essential oil compounds in the atmosphere in jars where the potatoes were 

grown, the dominant compounds were the monoterpen hydrocarbons α-pinene and p-



cymene. Beside these compounds, artemisia-ketone, cis-thujone, trans-thujone and 

camphor were highly represented, suggesting that these groups of compounds might be 

responsible for induction of potato defenses. 
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1. UVOD 

Nijedan organizam u prirodi ne postoji sam za sebe već ga definišu bliski kontakti sa 

drugim organizmima i sredina koja ga okružuje. Fundamentalni aspekt ovih interakcija je 

hemijske prirode tako da se u fitohemiji individue oslikava i njena biotička i abiotička 

sredina. Pri tome se biološke interakcije moraju sagledavati u svetlu evolutivnih promena, 

koevolucije ili koadaptacije organizama u prirodi. Tako će na primer biljka koja sintetiše 

jedinjenje koje remeti fiziološke funkcije herbivora imati selektivnu prednost u odnosu na 

one biljke koje ne sintetišu to jedinjenje.  

 

1.1. Sekundarni metaboliti biljaka 

Sekundarni metaboliti su dugo smatrani nepotrebnim “otpadom” i “greškama” primarnog 

metabolizma koji se u odsustvu ekskretornog mehanizma nakupljaju u biljkama (Mothes, 

1966; Luckner, 1972, 1990). Postojala je i hipoteza da su ova jedinjenja nekada davno 

zapravo bila primarni metaboliti biljaka (Wiliams i sar., 1989) ali je ona odbačena u 

nedostatku relevantnih dokaza iako je danas poznato da mnogi sekundarni metaboliti mogu 

imati primarne funkcije što se objašnjava evolucionom pozadinom. Naposletku su mnogi 

autori, naročito ekolozi, prihvatili hipotezu po kojoj sekundarni metaboliti povećavaju 

fitnes individua i da su te individue favorizovane kroz proces prirodne selekcije (Rozenthal 

i Jansen, 1979; Harbone, 1986). Ogromna hemijska raznovrsnost sekundarnih metabolita 

danas je prepoznata kao esencijalni deo biljne strategije u borbi sa promenjivim uslovima 

često neprijateljske sredine. Molekularne, genetičke i analitičke metode doprinele su 

rasvetljavanju i razumevanju dinamične uloge sekundarnih metabolita biljaka. Svaka biljna 

populacija poseduje jedinstven set sekundarnih metabolita dobro prilagođenih na specifične 

zahteve ekološke niše (Hartmann, 2007). Iako je do danas proučeno samo oko 30% viših 

biljaka iz njih je izolovano stotine hiljada sekundarnih metabolita i njihova struktura je 

identifikovana nekom od analitičkih metoda sa masenom spektrometrijom (Wink, 2010). 

Danas je poznato da ova jedinjenja imaju ulogu u odbrani (protiv herbivora, mikroba, 

virusa, UV zračenja i kompetitora) kao i da su neka od njih signalni molekuli za oprašivače 

i vrste koje učestvuju u disperziji semena (Harborbne, 1993; Wink i Schimmer, 1999; 
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Wink, 1999, 2003). Važno je naglasiti da je često produkcija ovih jedinjenja vrlo niska 

(manje od 1% suve mase), da je sastav sekundarnih metabolita u biljci kompleksan, da 

može da se menja na tkivno i organ specifičan način, da promene mogu biti izražene tokom 

razvića (često organi koji su bitni za opstanak i reprodukciju imaju najveći nivo i 

najpotentnije sekundarne metabolite) te da mogu postojati razlike među individuama i 

populacijama (Oksman-Caldentey i Inze, 2001). Isparljivi sekundarni metaboliti su “jezik” 

kojima biljke komuniciraju sa sredinom koja ih okružuje. Ova jedinjenja se emituju u 

atmosferu sa površine listova, cvetova, plodova. Koren biljaka takođe oslobađa sekundarne 

metabolite u zemljište koji učestvuju u različitim inerakcijama u rizosferi. 

Struktura sekundarnih metabolita biljaka je oblikovana i optimizovana tokom evolucije što 

je omogućilo da mnoga jedinjenja poseduju bitne biološke i farmakološke osobine (Wink, 

2010). Za biološku aktivnost mnogih biljnih preparata koji se koriste u tradicionalnoj 

medicini zaslužni su sekundarni metaboliti pa su se ova jedinjenja poslednjih 70 godina 

našla u fokusu farmaceutske, prehrambene, kozmetičke industrije i poljoprivrede. Nedavno 

istraživanje je ukazalo na podatak da u razvijenim zemljama, gde je hemija osnov 

farmaceutske industije, 25% svih prepisanih lekova sadrže jedinjenja biljnog porekla 

(Oksman-Caldentey i Inze, 2004). Pored toga, 11% od 252 leka označena kao osnovna i 

esencijalna od strane Svetske zdravstvene organizacije (WHO, eng. World Helth 

Organisation) potiču od cvetnica (Rates, 2001). 

Nema sumnje da je hemijski diverzitet biljaka mnogo veći od bilo koje hemijske biblioteke 

koju je čovek napravio i zato carstvo biljka predstavlja nepresušni izvor farmakoloških 

molekula koji tek treba da budu otkriveni.  

 

1.1.1. Mesta sinteze i akumulacije sekundarnih metabolita  

Prema podacima iz literature postoji preko 300 različitih formi nežlezdanih 

(neglandularnih) i žlezdanih (glandularnih) trihoma. Dok neglandularne trihome imaju 

funkciju u sprečavanju pregrevanja biljke, rasejavanju semena i mehaničkoj odbrani od 

herbivora, glandularne trihome su mesta sinteze i akumulacije etarskih ulja i smola 
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(Werker, 2000). Pored ekološkog značaja, karakterizacija ovih struktura doprinosi 

taksonomskim studijama dok je poznavanje njihove morfologije od velikoj značaja za 

sistematiku različitih taksonomskih nivoa. 

Glandularne strukture su prisutne kod 30% vaskularnih biljaka uključujući familije 

Lamiaceae, Asteraceae, Solanaceae, Cannabinaceae i druge (Fahn, 2000). To su 

visokospecijalizovane strukture koje nastaju od protodermske ćelije epidermisa koja je veća 

od ostalih ćelija epidermisa i karakteriše se brojnim organelama i gustom citoplazmom 

(Bosabadilis i Tsekos, 1982; Schnittger i Hulskamp, 2002). Deobom protodermske ćelije 

nastaje donja bazalna ćelija i ënja ćelija. Asimetričnom deobom gornje ćelije formira se 

ćelija drške i gornja ćelija čijim će se deobama formirati brojne sekretornih ćelija 

glandularne trihome (Schnittger i Hulskamp, 2002). Glandularne trihome se mogu podeliti 

na one peltatnog i kapitatnog tipa (Slika 1.1). Peltatne trihome sadrže bazalnu ćeliju, jednu 

ili više kratkih ćelija drške i više sekretornih ćelija glave koje su okružene subkutikularnim 

prostorom u kome se akumuliraju produkti sekretornih ćelija (Turner i sar., 2000). 

Kapitatne trihome se sastoje iz bazalne ćelije, jedne ili više ćelija drške i jedne ili više 

sekretornih ćelija na vrhu drške (Maffei i sar., 2010). Ove trihome uglavnom produkuju 

neisparljiva ili slabo isparljiva jedinjenja koja se oslobađaju direktno na površinu trihome 

(Tissier, 2012a).  

 

Slika 1.1. Struktura glandularnih trihoma: peltatna trihima sa sekrecionim materijalom u 
subkutikularnom prostoru (A); kapitatna trihoma (B). k-kutikula. (Fahn, 1988) 
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Glandularne trihome mogu biti uniserijatne i biserijatne u odnosu na to da li su ćelije 

organizovane u jednom ili više nizova. Ćelijski zid ćelija drške je najčešće prekriven 

kutikulom kako bi se sprečio kontakt sekrecionog materijala koji može biti autotoksičan za 

ostatak biljke (Fahn, 1988). 

O molekularnim determinantima razvića glandularnih trihoma i dalje se malo zna (Wagner 

i sar., 2004). Kod Arabidopsis thaliana identifikovano je preko 40 gena koji učestvuju u 

regulaciji razvića trihoma (Schwab i sar., 2000). Interesantno je da razviće neglandularnih 

trihoma i korenskih dlaka kod A. thaliana uključuje slične gene i genske produkte (Kellogg, 

2001).  

U eksudatima trihoma najzastupljeniji su terpeni i fenolna jedinjenja dok alkoaloidi nisu 

česti (Wagner i sar., 2004). Terpeni (mono-, seskvi-, di- i triterpeni) su najčešća i strukturno 

najraznovrsnija grupa hemijskih jedinjenja identifikovanih u eksudatima glandularnih 

trihoma (Kelsey i sar., 1984). Pored terpena u eksudatima mogu da se nađu i aglikoni 

flavonoida s obzirom na to da su oni lipofilni i da mogu biti rastvorljivi u mešavini terpena 

dok se njihovi glikozidi uglavnom nalaze u vakuolama i hromoplastima (Wagner i sar., 

2004).  

Tip, distribucija kao i gustina trihoma variraju u zavisnosti od biljne vrste kao i od organa 

na kome se nalaze (Wagner, 2004) a mogu da se nađu kako na vegetativnim tako i na 

reproduktivnm organima (Fehn, 1988). Kod nekih vrsta biljaka, gustina trihoma na novim 

listovima raste nakon napada herbivora (Dalin i sar., 2008). Akumulacija sekundarnih 

metabolita u trihomama na površini biljke omogućava direktan kontakt sa insektima, 

patogenima i herbivorima te obezbeđuje prvu liniju odbrane a istovremeno daje vremena da 

biljka aktivira inducibilne odbrambene mehanizame. 

 

1.1.2. Hemijska priroda sekundarnih metabolita biljaka 

Sekundarni metaboliti biljaka se po strukturi dele u tri velike grupe: fenolna jedinjenja, 

terpeni i alkaloidi. 
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1.1.2.1. Fenolna jedinjenja 

Fenolna jedinjenja su velika klasa sekundarnih metabolita široko rasprostranjenih u biljnom 

svetu. Smatra se da je diverzitet fenola veliki koliko i diverzitet biljnog carstva. Fenoli 

učestvuju u odbrani organizma od UV zračenja, patogena, parazita i predatora, odgovorni 

su za boju cvetova, plodova i organoleptična svojstva biljaka. Fenolna jedinjenja nisu samo 

učesnici odbrambenih mehanizama tokom biotičkog i abiotičkog stresa već učestvuju i u 

procesima koji doprinose normalnom rastenju i razviću biljaka (Noel i sar., 2005; Taylor i 

Grotewold, 2005). Da bi uspešno obavljali svoje funkcije fenolna jedinjenja se akumuliraju 

u specifičnim tkivima ili ćelijama sa regulisanom subćelijskom lokalizacijom.  

Postoji više od 8 000 fenolnih struktura i smatra se da je 40% organskog ugljenika u 

biosferi vazano u fenolnim jedinjenjima (Civjan, 2012). Veliki deo ovih jedinjenja su 

strukturne komponente ćelijskog zida ali mnogi fenoli imaju funkcije ključne za opstanak 

biljaka.  

Biljni fenoli su aromatični molekuli koji poseduju jednu ili više hidroksilnih grupa (-OH) 

vezanih za najmanje jedan fenilski prsten (Stalikas, 2007; Dai i Mumper, 2010). Na osnovu 

broja ugljenikovih atoma fenolna jedinjenja biljaka mogu biti okarakterisana kao prosti 

fenoli, fenolne kiseline, flavonoidi, naftohinoni, ksantoni, stilbeni i lignini (Iwashina, 

2000). Većina fenolnih jedinjenja nalazi se u formi rastvorljivih glikozida dok su aglikoni 

uglavnom slabo rastvoljivi. Fenolne kiseline i flavonoidi su najčešća fenolna jedinjenja kod 

biljaka koji se generalno javljaju kao rastvorljivi konjugati (glikozidi) ili kao nerastvorljive 

forme (Nardini i Ghiselli, 2004). 

Fenolne kiseline (Slika 1.2.) sadrže najmanje jednu karboksilnu i jednu hidroksilnu grupu 

vazanu za fenolni prsten. Ove kiseline se dele na derivate benzoeve kiseline (C6-C1) i 

derivate cimetne kiseline (C6-C1) (Boros i sar., 2010). U hidroksibenzoeve kiseline spadaju 

galna, elaginska, protokatehinska, vanilinska, gentisinska i siringinska. Derivati cimetne 

kiseline su znatno zastupljeniji u prirodi od derivata beznoeve kiseline. U hidroksicimetne 

kiseline se ubrajaju kafeinska, ferulinska, sinapinska, parakumarinska, hlorogena i 

ruzmarinska. Ove kiseline su u biljkama često prisutne kao konjugati i retko se sreću u 

slobodnoj formi (Clifford, 2000). Kafeinska kiselina se često sreće esterifikovana sa 
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hininskom kiselinom kao kod hlorogene kiseline (Dai i Mumper, 2010). Fenolne kiseline 

nisu homogeno distribuirane u biljnim tkivima i varijabilnost u sadržaju ovih jedinjenja je 

izražena tokom različitih faza razvića (Sikorska i sar., 2000). Takođe, na sadržaj fenolnih 

kiselina u biljkama utiču i spoljašnji uslovi kao što je temperatura (Zheng i sar., 2001). 

 

Slika 1.2. Struktura fenolnih kiselina. 

 

Flavonoidi su druga velika grupa fenolnh jedinjenja prisutna u biljkama. Osnovnu strukturu 

ovih jedinjenja čini flavanski nukleus koji sadrži 15 ugljenikovih atoma raspoređenih u tri 

prstena (C6-C3-C6) označena kao A, B i C (Slika 1.3.) (Crozier i sar., 2006; Dai i Mumper, 

2010). 
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Slika 1.3. Osnovna struktura flavonoida. 

 

Flavonoidi se na osnovu oksidacionog stanja centralnog C prstena mogu podeliti u šest 

grupa: flavoni, flavonoli, flavan-3-oli, flavanoni, izoflavoni i antocijanini (Slika 1.4.) 

(Cotelle, 2001; Dai i Mumper, 2010). 
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Hesperitin OH OH OH 

Jedinjenje 
Supstituenti 

R1 R2 R3 

Apigenin H OH H 

Luteolin OH OH H 
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Slika 1.4. Struktura različitih grupa flavonoida. 

 

Falvonoidi su u biljnim tkivima često prisutni u obliku glikozida, sa jednom ili više 

šećernih grupa vezanih preko OH grupe (O-glikozidi) ili preko C-C veze (C-glikozidi). U 

flavonoide spadaju apigenin, luteolin, kvercetin, miricetin, katehin, epikatehin, genistein, 

hesperetin, naringenin, cianidin i još mnoga jedinjenja sa dokazanim biološkim 

aktivnostima. 

 

Jedinjenje 
Supstituenti 

R1 R2 R3 

Kemferol OH H H 

Kvercetin OH OH H 

Miricetin OH OH OH 

                                                                         

Jedinjenje 

Supstituent 

R1 

Daidžein H 

Luteolin OH 

Jedinjenje 
Supstituenti 

R1 R2 R3 

Katehin OH OH H 

Galokatehin OH OH OH 
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1.1.2.2. Terpeni 

Terpeni ili izoprenoidi su najveća grupa sekundarnih metabolita sa preko 40 000 

identifikovanih jedinjenja (Aharoni i sar, 2005; Ashour i sar., 2010). Ova jedinjenja 

pokazuju ogromnu hemijsku i strukturnu raznovrsnost. Osnovna strukturna jedinica terpena 

je izopren koji sadrži 5 ugljenikovih atoma. Svi terpeni u zavisnosti od broja izoprenskih 

gradivnih blokova su klasifikovani kao monoterpeni (C10), seskviterpeni (C15), diterpeni 

(C20), sesterterpeni (C25), triterpeni (C30), tetraterpeni (C40) i politerpeni (C>40). U širem 

smislu u terpene se ubrajaju i hemiterpeni (C5) koji su prilično retki i steroidi (C27) koji 

nastaju iz triterpena (C30) oksidativnom dekarboksilacijom 3 metil grupe (Ashour i sar., 

2010). 

Terpeni su jedinjenja sa brojnim biološkim funkcijama. Ova jedinjenja su odgovorna za 

ukus i miris voća, povrća i cveća. Terpeni imaju industrijsku primenu i koriste se kao 

začini, arome i mirisna jedinjenja u prehrambenoj i kozmetičkoj industriji (Pichersky i sar., 

1994; Aharoni i sar., 2005). Pored toga, ova jedinjenja poseduju bitna farmakološka 

svojstva što im obezbeđuje brojne biološke aktivnosti kao što su antikancerogena, 

antimalarična, antimikrobna, antihipertenzivna, antihelmintična, antiinflamatorna, 

antimigrenozna i druge (Cantrell i sar., 2001; Abdin i sar., 2002; Wagner i sar., 2003; 

Rodriguez-Concepcion, 2004). Neki diterpeni i triterpeni imaju važnu ekološku ulogu i 

odgovorni su za povećanu otpornost   biljaka na insekte (Powel i sar., 1997; Balkema-

Boomstra i sar., 2003). Mnogi terpeni učestvuju u inerakcijama među biljkama, između 

biljaka i mikroorganizama kao i između biljaka i herbivora (Arimura i sar., 2000; Dicke i 

Van Loon, 2000; DeMoraes i sar., 2001; Dicke i Bruin, 2001; Engelberth i sar., 2004). 

Isparljivi terpeni koji se karakterišu visokim naponom pare i ulaze u sastav etarskih ulja su 

uglavnom jedinjenja iz grupe monoterpena i seskviterpena. Postoje i isparljivi diterpeni ali 

su oni u etarskim uljima vrlo retki.  

Monoterpeni su glavne mirisne komponente etarskih ulja i glavne komponenete različitih 

smola koje učestvuju u odbrambenom odgovoru biljaka (Loza-Tavera, 1999; Bakkali i sar., 

2008). Osnovnu strukturu monoterpena čine dve izoprenske jedinice (C10). Dele se na 

aciklične (izoprenske jedinice su povezane po sistemu glava-rep) i ciklične koju mogu biti 
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mono-, bi- i triciklični. Prema funkcionalnim grupama klasifikuju se kao aldehidi, ketoni, 

alkoholi, estri, etri i drugi (Bakkali i sar.,2008). Pored velike raznovrsnosti isparljivih 

jedinjenja, u monoterpene se ubrajaju i neisparljivi iridoidi i sekoiridoidi. Kod optički 

aktivnih monoterpena, u etarskim uljima se često sreću njihovi (+) i (-) enantiomeri koji 

ispoljavaju različit stepen biološke aktivnosti (Lis-Balchin i sar., 1999; Bakkali i sar., 

2008). Monoterpeni ispoljavaju brojne biološke aktivnosti u zavisnosti od svoje strukture 

(Morse i Stoner, 1993; Bodake i sar., 2002; Lahlou i sar., 2003; Nakamura i sar., 2003; 

Allahverdiyev i sar., 2004). 

Seskviterpeni su po zastupljenosti druga grupa terpena koja ulazi u sastav etarskih ulja. 

Izgrađeni su od tri izoprenska gradivna bloka (C15) i po strukturi mogu biti aciklični, 

monociklični i policiklični. Aciklični seskviterpeni se još nazivaju i farnezani jer nastaju od 

farnezola koji se nalazi u etarskom ulju pomorandže i mandarine (Civjan, 2012). Ogromna 

raznovrsnost cikličnih seskviterpena u odnosu na monoterpene je rezultat nekoliko modela 

ciklizacije koja je poboljšana usled dužeg lanca molekula. U monociklične seskviterpene 

ubrajaju se bisabolani, germakrani, humulani, elemani i drugi tipovi monocikličnih 

seskviterpena. Biciklični seskviterpeni se klasifikuju kao eudezmani, gvajani, 

pseudogvajani, kariofileni, kadinani, drimani i drugi. Seskviterpenska jedinjenja su manje 

isparljiva u odnosu na monoterpene. Pored isparljivih jedinjenja u seskviterpene se ubrajaju 

i neisparljivi seskviterpenski γ-laktoni. Ova jedinjenja su izrazito farmakološki aktivna i 

mogu se klasifikovati u četiri velike grupe kao eudezmanolidi, germakrenolidi, gvajanolidi 

i pseudogvajanolidi (Pickman, 1986; Barrero i sar., 2000; Siedle i sar., 2004; Ghantous i 

sar., 2010). 

 

1.1.3. Etarska ulja 

Etarska ulja su isparljive lipofilne smeše jedinjenja koja se karakterišu izrazitim mirisom a 

sreću se kod aromatičnih biljaka kao produkti sekundarnog metabolizma. U prirodi etarska 

ulja učestvuju u odbrani biljaka od mikroba, insekata i herbivora. Ove smeše služe i kao 

atraktanti insekata koji učestvuju u disperziji polena i semena ali i kao repelenti nepoželjnih 

insekata. Nazivaju se još i esencijalnim uljima prema reči koju je upotrebio švajcarski 
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reformator medicine Paracelsus von Hohenheim kada je efektivnu komponentu leka nazvao 

"Quinta essentia" (Guenther, 1948). Destilacija kao metoda za ekstrakciju etarskog ulja je 

korišćena pre više od 2 000 godina u Persiji, Indiji i Egiptu (Guenther, 1948). Metode 

hidrodestilacije i destilacije vodenom parom su kasnije usavršili arapski narodi tokom 

Srednjeg veka (Bauer i sar., 2001). Kasnije, etarska ulja sve više koriste i ekstrahuju 

farmaceuti i njihova farmakološka aktivnost biva opisana u farmakopejama (Bauer i sar., 

2001). Saznanja o njihovom antiseptičnom dejstvu doprinela su da se etarska ulja koriste 

pri konzerviranju hrane, za balzamovanje, kao analgetici, sedativi, antiseptici i lokalni 

anestetici (Bakkali i sar., 2008).  

Od oko 3 000 do sada ispitanih etarskih ulja, najčešće iz biljaka članova familija 

Asteraceae, Alliaceae, Apiaceae, Lamiaceae, Myrtaceae i Poaceae, njih oko 300 su 

industrijski značajna pre svega kao mirisi i arome (Van der Braak i Leijten, 1999). 

Međutim, njihove farmakološke osobine čine ih sve interesantnijim i za savremenu 

medicinu i sve je više saznanja o mehanizmima njihovog delovanja. Od ranije je poznato da 

etarska ulja poseduju antibakterijsku (Mourey i Canillac, 2002), antivirusnu (Bishop, 1995), 

antifungalnu (Mari i sar., 2003), antiparazitsku (Pessoa i sar., 2002) i insekticidnu aktivnost 

(Karpouhtsiss i sar., 1998). Antibakterijske osobine etarskih ulja omogućile su njihovo 

korišćenje u stomatološkim preparatima (Manabe i sar., 1987) i kao antiseptika (Cox i sar., 

2000). Komercijalno su dostupni i neki konzervansi koji sadrže etarska ulja kao što je 

"DMC Base Natural", konzervans koji je proizveden u Španiji a sadrži etarsko ulje 

ruzmarina, žalfije, i citrusa (Mendoza-Yepes i sar., 1997). Etarska ulja se nalaze u 

proizvodima za različite namene kao što je komercijalni supresant klijanja krtola krompira 

(Hartmans i sar., 1995) ili repelenti (Carson i Riley., 1993).   

Etarsko ulje može da se sintetiše u svim delovima biljke, u cvetovima, listovima, stablu, 

korenu, pupoljcima, semenu, plodovima pa čak i kori. Akumulacija etarskog ulja odvija se 

u specijalizovanim unutrašnjim strukturama kao što su sekretorne ćelije, kaviteti i kanali ili 

u spoljašnjim strukturama kao što osmofore i glandularne trihome. Sastav etarskog ulja iz 

različitih delova iste biljke se može značajno razlikovati (Delaquis i sar., 2002). U sastav 

etarskog ulja ulaze jedinjenja koja hemijski pripadaju dvema velikim grupama metabolita, 
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terpenima i fenolnim jedinjenjima (Croteau i sar., 2000; Betts, 2001; Bowles, 2003; 

Pichersky i sar., 2006). Hemijski gledano, to su kompleksne smeše koje sadrže 20-60 

jedinjenja zastupljenih u različitim koncentracijama. Obično su dve ili tri komponente 

zastuljene u visokoj koncentraciji (20-70%) u odnosu na ostale komponenete koju su 

zastupljene u tragovima.  

Veliki broj različitih konstituenata koji ulaze u sastav etarskih ulja doprinose da ove smeše 

nemaju specifično mesto delovanja u ćeliji (Carson i sar., 2002). Velika hemijska 

varijabilnost omogućava da etarska ulja ispoljavaju brojne biološke aktivnosti u zavisnosti 

od jedinjenja koja ulaze u njihov sastav. S obzirom na činjenicu da etarska ulja 

predstavljaju kompleksne mešavine različitih jedinjenja nameće se i pitanje da li je njihov 

biološki efekat rezultat sinergizma svih jedinjenja ili je to aktivnost samo glavnih jedinjenja 

koja su u ulju zastupljena sa visokim procentom. Uopšteno, glavne komponente u etarskim 

uljima uglavnom reflektuju biofizičke i biološke karakteristike etarskog ulja iz koga su 

izolovane i amplituda njihove aktivnosti zavisi od njihove koncentracije kada se ispituju 

samostalno ili u sastavu etarskog ulja (Ipek i sar., 2005). Ovako posmatrano, sinergizam 

svih konstituenata etarskog ulja se dovodi u pitanje. Ipak, neki autori naglašavaju značaj 

komponenti koje su u etarskom ulju zastupljene u tragovima ali koje menjaju aktivnost 

glavnih komponenti u ulju (Santana-Rios i sar., 2001; Hoet i sar., 2006). Najverovatnije je 

da nekoliko komponenti u etarskom ulju definišu njegov miris, teksturu, boju i što je 

posebno važno utiču na sposobnost penetracije u ćeliju  te deluju na lipofilne i hidrofilne 

interakcije etarskog ulja i ćelijkog zida ili membrana (Cal, 2006). Posmatrano u svetlu 

biološke aktivnosti informativnije je ipak posmatrati kompleksnu smešu etarskog ulja nego 

njegovu izolovanu komponentu, tako da koncept sinergizma u ovom smislu ima više 

značaja. 
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1.2. Biološke aktivnosti sekundarnih metabolita biljaka 

1.2.1. Antioksidativna aktivnost  

Prilikom oksidativnog stresa dolazi do formiranja slobodnih radikala i reaktivnih 

kiseoničnih vrsta (ROS, eng. Reactive Oxygen Species). Slobodni radikali su atomi, joni i 

molekuli koji u svojoj strukturi imaju nesparen elektron što ih čini veoma reaktivnim (Gill i 

Tuteja, 2010). U reaktivne kiseonične vrste ubrajaju se radikali koji imaju nesparen 

elektron na atomu kiseonika i tu spadaju: superoksid anjon radikal (O2·-), perhidroksil 

radikal (HO2·), hidroksil radikal (OH·) i alkoksi radikal (RO·). Akumulacija ROS u ćeliji 

vodi ka oksidativnom stresu koji uzrokuje oštećenja ćelijskih biomolekula uključujući 

proteine, nezasićene masne kiseline, amino kiseline i DNK (McCord, 2000). Kod ljudi ova 

oštećenja dovode do molekulskih promena povezanih sa starenjem, arteriosklerozom, 

karcinomom, dijabetesom, astmom, Alchajmerovom i Parkinsonovom bolešću (Edris, 

2007).  

Formiranje slobodnih radikala je rezultat različitih metaboličkih procesa u ćeliji. Međutim 

ćelijski redoks balans i neizmenjena struktura i funkcija  održavaju se aktivnošću različitih 

antioksidativnih sistema u ćeliji kao i unosom antioksidanata kroz ishranu. Ovo naročito 

postaje značajno kada se redoks stanje poremeti usled delovanja oksidativnog stresa. Veliki 

broj fenolnih jedinjenja u in vitro testovima prevazilazi antioksidativno dejstvo dobro 

poznatih antioksidanta kao što su askorbat (vitamin C) ili α-tokoferol (vitamin E), 

zahvaljujući sposobnosti da doniraju elektron ili atom vodonika (Hernandez i sar., 2009). 

Antioksidanti se mogu okarakterisati kao jedinjenja sposobna da uspore ili spreče 

oksidaciju supstrata i kada se koriste u vrlo niskim koncentracijama (<1%, najčešće 1-1000 

mg/L) u poređenju sa koncentracijom supstrata (Amorati i sar., 2013). Oksidacija supstrata 

odnosno biomolekula u biološkim sistemima odvija se uz lančanu reakciju radikala 

posredovanu peroksil radikalom a paralelno sa autooksdacijom supstrata (Valgimigli i sar., 

2012). Ovaj proces, prikazan i uopšten na Slici 5 počinje reakcijom slobodnog radikala (bez 

obzira na njegovo poreklo i strukturu) sa supstratom RH (lipid, protein, ugljeni hidrat i 

slično) čime nastaje alkil radikal R• koji sa kiseonikom (O2) formira peroksil radikal ROO•. 

Ciklično, peroksil radikal reaguje sa drugim molekulom supstrata RH i nastaje organski 
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peroksid ROOH (oksidovani supstrat) i novi radikal R• koji opet ulazi u lančanu reakciju 

oksidacije. Ovaj lančani sistem se ponavlja sve dok se nastali radikali ne stabilizuju 

delokalizacijom elektrona, formiranjem intramolekulskih vodoničnih veza ili reakcijom sa 

drugim radikalom (Valgimigli i sar., 2012). 

 

Slika 1.5. Uopšteni mehanizam autooksidacije ugljenih hidrata i antioksidativne zaštite. 
Predstavljena shema je modifikovana prema Valgimigli i sar., 2012. 

 

Jedinjenja sposobna da prekinu lančanu reakciju oksidacije (smanjenjem lokalne 

koncentracije kiseonika, sprečavanjem formiranja peroksida, itd.)  su tzv. direktni 

antioksidanti dok se jedinjenja koja sprečavaju nastajanje slobodnog radikala nazivaju 

preventivni antioksidanti (Slika 1.5; Valgimigli i sar., 2012). Direktni antioksidanti su 

jedinjenja koja mnogo brže reaguju sa peroksil radikalom od oksidirajućeg supstrata i tako 

sprečavaju formiranje organskog peroksida i prekidaju lančanu reakciju u fazi propagacije. 

Donirajući vodonik ili elektron slobodnim radikalskim grupama direktni antioksidanti ih 

transformišu u stabilnije produkte (Slika 1.6.). 

 

Slika 1.6. Prelaz vodonikovog atoma sa antioksidansa na fenoksil radikal i formiranje 
stabilnog fenoksi radikala stabilizovanog rezonancom. 
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Preventivni antioksidanti sprečavaju razlaganje lipidnih hidroperoksida na slobodne 

radikale a takođe smanjuju i brzinu inicijacije lančane reakcije tako što inaktiviraju metale, 

uklanjaju kiseonik ili vezivuju proteine koji ispoljavaju prooksidativnu aktivnost. 

Preventivni antioksidanti su limunska kiselina, askorbinska kiselina i druga jedinjenja koja 

su helatori jona prelaznih metala i sprečavaju Fentonovu reakciju koja je jedna od 

najvažnijih reakcija formiranja slobodnog radikala. 

ROOH + Fe2+ → OH– + Fe3+ + RO• 

Pored toga, preventivni antioksidanti su potpuno neefikasni ukoliko započne lančana 

reakcija oksidacije te su direktni antioksidanti najznačajniji za prekidanje tog cikličnog 

procesa. Činjenica da neko jedinjenje može da reaguje sa kiseoničnim vrstama ne čini ga 

antioksidantom osim ukoliko: (i) to jedinjenje ne reaguje sa peroksil radikalom, (ii) reakcija 

je brža nego reakcija peroksil radikala i supstrata i (iii) produkt reakcije sprečava nastavak 

lančane reakcije oksidacije (Valgimigli i sar., 2012).  

Kao što je već pomenuto, mnoge studije su do sada ukazale na različite biološke aktivnosti 

sekundarnih metabolita fenolne prirode uključujući antivirusnu, antialergenu, 

antiinflamatornu, vazodilatornu, antioksidativnu i antikancerogenu (Dinis i sar., 1994; 

Middleton i sar., 2000; Narayana i sar., 2001; Havsteen, 2002; Lattanzio i sar., 2008; Dai i 

Mumper, 2010). Međutim, najveća pažnja posvećena je njihovoj antioksidativnoj aktivnosti 

koju ispoljavaju zahvaljujući sposobnosti da budu donori elektrona ili H atoma i tako 

neutrališu slobodne radikale. 

Fenolna jedinjenja mogu da heliraju jone prelaznih metala koji imaju prooksidativno 

dejstvo (Fe2+, Cu2+, Zn2+ i Mg2+) i da inhibiraju prooksidativne enzime ali je ipak 

najizraženija njihova funkcija hvatača slobodnih radikala. Fenolna jedinjenja su prototip 

antioksidanata koji dovode do prekidanja lančane reakcije oksidacije jer hidroksilna grupa 

vezana za fenolni prsten deluje kao donor vodonika i elektrona slobodnom radikalu a pored 

toga sistem konjugovanih dvogubih veza aromatičnog prstena delokalizuje nespareni 

elektron (Cotelle, 2001). Razlike u strukturi i tipu supstitucije utiču na stabilnost fenoksil 

radikala pa tako i na antioksidativnu sposobnost fenolnih jedinjenja.  
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Antioksidativna aktivnost fenolnih kiselina zavisi od broja i pozicije hidroksilnih grupa u 

odnosu na karboksilne grupe (Balasundram i sar., 2006). Veći broj hidroksilnih i 

metoksilnih grupa  na fenolnom prstenu (kao npr. kod kafeinske kiseline) povećava 

antioksidativnu aktivnost što doprinosi tome da derivati cimetne kiseline ispoljavaju veću 

antioksidativnu aktivnost od derivata benzoeve kiseline (Rice-Evans i sar., 1996). S druge 

strane, antioksidativna aktivnost flavonoida zavisi od prirode supstituenata vezanih za 

prstenove, naročito B prstena (Rice-Evans i sar., 1997; Seyoum i sar., 2006;Wojdyło i sar., 

2007). Strukturni aranžmani flavonoida koji pojačavaju njihovo antioksidativno dejstvo su: 

(i) o-dihidroksi struktura B prstena koja doprinosi stabilnosti novonastalog radikala i 

omogućava delokalizaciju elektrona, (ii)  2,3-dvoguba veza u konjugaciji sa 4-oksi 

funkcijonalnom grupom na C prstenu je odgovorna za delokalizaciju elektrona B prstena i 

(iii) 3- i 5-OH grupa sa 4-oksi funkcijonalnom grupom na A i C prstenu koje doprinose 

maksimalnom antioksidativnom dejstvu (Rice-Evans i sar., 1996). 

Takođe je uočeno da je 3-OH grupa neophodna za antioksidativnu aktivnost i da 3-

glikozilacija redukuje antioksidativnu sposobnost u poređenju sa aglikonom (Dai i 

Mumper, 2010). Sve ove strukturne prednosti koje doprinose većoj antioksidativnoj 

aktivnosti mogu da se uoče na primeru kvercetina (Slika 1.7.). 

 

Slika 1.7. Struktura kvarcetina i katehina sa istaknutim aranžmanima koji pojačavaju 
antioksidativno dejstvo. 

 

Opsežna istraživanja su dokazala antioksidativno dejstvo fenolnih jedinjenja u mnogim 

biohemijskim i ex vivo sistemima kao što su izolovani lipoproteini niske gustine (LDL, eng. 

Low Density Lipoprotein), sintetičke membrane, ex vivo humana plazma (Fraga, 2007). 
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Dokazane su i mnoge sinergističke aktivnosti među različitim fenolima ili između fenola i 

nefenolnih antioksidanata (Vinson i sar., 2001). 

Treba napomenuti da neka fenolna jedinjenja mogu da iniciraju autooksidaciju supstrata i 

da u određenim uslovima ispolje prooksidativnu aktivnost (Cotelle, 2001). Umesto prekida 

lančane reakcije oksidacije, fenoksil radikal može da reaguje sa kiseonikom i da formira 

hinon (P=O) ili superoksid anjon radikal (O2·-). Uslovi pri kojima se ispoljava 

prooksidativna aktivnost fenolnih jedinjenja su uslovi koji favorizuju autooksidaciju ovih 

jedinjenja a to su povećani pH sa visokom koncentracijom kiseonika ili jona prelaznih 

metala. Pritom treba naglasiti da manja fenolna jedinjenja koja se lako oksiduju ispoljavaju 

prooksidativnu aktivnost za razliku od jedinjenja veće molekulska mase koja ispoljavaju 

slabu ili nikakvu aktivnost kao prooksidanti (Hagerman i sar., 1998). 

Zbog izrazite hemijske raznovrsnosti i složenosti u sastavu fenolnih jedinjenja u biljkama, 

identifikacija i procena antioksdativne aktivnosti svakog pojedinačnog jedinjenja je skup i 

neefikasan proces. Pored toga, antioksidativna aktivnost ukupnog fenolnog kompleksa u 

biljkama je često važniji i informativniji podatak kada se govori o njihovom uticaju na 

zdravlje ljudi. Zato se često koriste skrining metode za brzu kvantifikaciju antioksidativne 

aktivnosti biljnog uzorka koji sadrži fenolna jedinjenja.  

Antioksidativne osobine etarskih ulja predstavljaju ključni karakter koji im omogućuje 

ispoljavanje i drugih bioloških efekata, što se objašnjava time da mnoga patološka stanja 

uključuju oksidativni stres (Valgimigli i sar., 2012). Pokazano je da sekundarni metaboliti 

koji ulaze u sastav etarskih ulja poseduju antioksidativnu aktivnost (Ferguson i Philpott, 

2008; Miguel, 2010). Ove osobine pripisuju se pre svega fenolnim jedinjenjima u etarskim 

uljima premda najčešće korišćene destilacione metode izolacije etarskog ulja ograničavaju 

sadržaj fenola u ulju jer je većina fenolnih jedinjenja neisparljiva. U poređenju sa 

terpenima, fenolna jedinjenja iz etarskih ulja ispoljavaju jaču antioksidativnu aktivnost 

(Pietta, 2000) pri čemu se posebno ističe antioksidativna aktivnost karvakrola i timola 

(Tepe i sar., 2006; Miguel, 2010). Većina terpenskih jedinjenja iz etarskog ulja može da 

reaguje sa peroksil radikalom pri čemu reakcija vodi ka formiranju reaktivnog alkil radikala 

koji u prisustvu kiseonika formira peroksil radikal koji nastavlja lančanu reakciju 
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oksidacije. Drugim rečima, terpeni se u ovoj reakcji autooksiduju kao i sam supstrat 

(Amorati i sar., 2013). Međutim i mnoga etarska ulja koja ne sadrže fenolne komponente 

pokazuju antioksidativni efekat pre svega zahvaljujući cikloheksadienskoj strukturi nekih 

terpenskih jedinjenja kao što su α-terpinen i γ-terpinen (Amorati i sar., 2013). Terpeni koji 

poseduju ovakvu strukturu uzrokovaće smanjenje intenziteta oksidacije supstrata ali neće 

sprečiti lančanu reakciju oksidacije. S druge strane, neki autori ukazuju i na međusobni 

antagonizam fenolnih i terpenskih komponenti etarskih ulja (Perry i sar.,2003; Azzai sar., 

2011).  

Rezultati ispitivanja antioksidativnog dejstva etarskih ulja tri vrste majčine dušice, koja u 

svom sastavu nisu imale fenolne komponente već su se odlikovala visokom koncentracijom 

1,8–cineola i linaloola, pokazali su dejstvo slično α-tokoferolu (Miguel i sar, 2004). Etarsko 

ulje majčine dušice ispoljilo je veoma jaku antioksidativnu aktivnost od ispitivanih 25 

etarskih ulja  različitih biljaka a za njim su sledila ulja karanfilića, cimeta, bosiljka, 

eukaliptusa i kamilice (Wei i Shibamoto, 2010). Etarsko ulje čajevca čija antioksidativna 

svojstva se pripisuju terpinenu i terpinolu, preporučeno je kao alternativa sintetičkom 

antioksidantu butilhidroksitoluenu, BHT (Kim i sar., 2004).  

Generalno, analizom sastava etarskog ulja se može predvideti njegova antioksidativna 

sposobnost. Jaka antioksidativna sposobnost se očekuje kod etarskih ulja koja imaju visok 

sadržaj fenolnih jedinjenja a umereno terpena dok se još jača aktivnost očekuje kod ulja sa 

visokim sadržajem fenola i terpena cikloheksadienske strukture. Kod etarska ulja koja ne 

sadrže ili sadrže male količine fenola i cikloheksadienskih terpena očekuje se niska 

antioksidativna aktivnost (Amorati i sar., 2013). 

Upotreba etarskih ulja kao prirodnih antioksidanata je u porastu  što je od posebnog značaja 

s obzirom da neka istraživanja ukazuju na štetnost po zdravlje široko korišćenih sintetičkih 

antioksidanata butilhidroksanizola (BHA) i butilhidroksitoluena (BHT) (Lanigan i 

Yamarik, 2002).  
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1.2.2. Citotoksična aktivnost  

Različiti oblici karcinoma predstavljaju rastući zdravstveni problem širom sveta i po 

brojnosti drugi uzročnik smrti odmah posle srčanih oboljenja (Reddy i sar., 2003). Prema 

informacijama Međunarodne agencije za istraživanje karcinoma (IARC, eng. International 

Agency for Research of Cancer), svake godine se u svetu zabeleži 10 miliona novih 

slučajeva oboljevanja (https://goo.gl/0z12g3) a do 2020. godine očekuje se oko 40 000 

novih slučajeva karcinoma u Srbiji (https://goo.gl/I9kDbJ). Različiti su fizički i biohemijski 

kancerogeni, uključujući UV i jonizujuće zračenje, duvanski dim, bakterijske i virusne 

infekcije, parazite, patogene hrane i mikotoksine. Neke vrste karcinoma nastaju i kao 

posledica hiperprodukcije slobodno radikalskih formi koje uzrokuju oksidativna oštećenja 

biomolekula mehanizmima o kojima je već bilo reči.  

Danas se na tržištu nalazi veliki broj medikamenata koji se sa različitom efikasnosnošću 

koriste u lečenju različitih vrsta karcinoma ali retko koji od njih se može smatrati 

zadovoljavajućim rešenjem ne samo zbog niske efikasnosti u zaustavljanju proliferacije 

ćelija kancera, već pre svega zbog visoke citotoksičnosti i veoma negativnih efektata koje 

ispoljavaju istovremeno na zdrave ćelije. Decenijama unazad kao alternativa hemijskim 

sintetičkim medikamentima predlaže se korišćenje prirodnih jedinjenja izolovanih iz 

različitih biljnih vrsta u prevenciji i terapiji karcinoma. Brojna istraživanja su se bavila 

ispitivanjem onkoprotektivne uloge jedinjenja biljnog porekla (Kampa i sar., 2003; Chinou, 

2005). U fokusu mnogih istraživanja je otkrivanje mehanizama citotoksičnog dejstva 

sekundarnih metabolita prisutnih u voću, povrću, čaju i vinu na različite tipove tumorskih 

ćelija (Le Marchand 2002; Arts 2008, Kale i sar., 2008; Serafini i sar., 2012).  

Pokazano je da biljni ekstrakti koji sadrže fenolna jedinjenja ili sami izolovani fenoli imaju 

potencijal da inhibiraju rast različitih tumorskih ćelija u zavisnosti od primenjene 

koncentracije i osetljivosti ćelijskih linija u in vitro testovima (Kuntz i sar., 1999; 

Damianaki i sar., 2000; Seeram i sar., 2006; Zhang i sar., 2008). Sprovedene su čak i 

mnoge in vivo studije koje su ukazale na citotoksičan efekat i antitumorski potencijal 

fenolnih jedinjenja (Ding i sar., 2006; Lala i sar., 2006).  

https://goo.gl/0z12g3�
https://goo.gl/I9kDbJ�
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Inhibitorni efekat na kancerogenezu fenolna jedinjenja ostvaruju preko dva osnovna 

mehanizma: modifikacijom redoks statusa i antiproliferativno, delujući na osnovne ćelijske 

funkcije tumorskih ćelija koje su u vezi sa procesom kancerogeneze a koja podrazumevaju 

ćelijski ciklus i apoptozu (Kampa i sar., 2007). Zahvaljujući svojoj izuzetnoj 

antioksidativnoj aktivnosti fenolna jedinjenja kontrolišu redoks status čiji disbalans dovodi 

do geneze oksidativnog stresa koji je jedan od glavnih faktora indukcije kancerogeneze. 

Rezveratrol, kvercetin, rutin, kafeinska kiselina, hlorogena kiselina, epikatehin, različiti 

antocijanini i drugi polifenoli dokazano smanjuju nivo ROS u ćeliji kao i posledice 

oksidativnog stresa kod različitih humanih tumorskih ćelija (Burkhardt i sar., 2001; Alia i 

sar., 2006; Schaefer i sar., 2006). S druge strane, fenolna jedinjenja poput kvercetina, 

rutina, apigenina i fenolne kiseline poput galne ili kafeinske u in vitro studijama su imala 

potencijal da utiču na razvoj karcinoma u različitim fazama. U fazi promocije tumora, 

fenolna jedinjenja mogu da spreče proliferaciju izazivajući oksidativna oštećenja na DNK 

lancu tumorskih ćelija (Elbling i sar., 2005; Azmi i sar., 2006), zaustavljajući ćelijski ciklus 

u nekoj od faza (Fresco i sar., 2006; Ramos i sar., 2008) ili uzrokuju inhibiciju rastenja 

tumorskih ćelija indukcijom apoptoze ( Ramos, 2007). Tumorske ćelije se inače odlikuju 

prekomernom proliferacijom, produženim životnim ciklusom i nemogućnošću završetka 

diferencijacije i započinjanja apoptoze koja ima važnu ulogu u eliminaciji tumorskih ćelija. 

Kod ćelija koje uđu u apoptozu dolazi do kondenzacije hromatina i fragmentacije DNK, te 

ove ćelije bivaju prepoznate od strane makrofaga pre same lize ćelija i uklanjaju se pre 

nego započne upalni proces ili inflamacija, koji takođe predstavlja važan aspekt 

kancerogeneze. Naime, poznato je da prostaglandini koji posreduju u upalnom procesu ili 

hroničnom upalnom procesu, često prethode kancerogenezi. Fenolna jedinjenja iz biljaka 

deluju i na mnoge faktore inflamacije, delujući indirektno i na procese kancerogeneze 

(Karlsen i sar., 2007; Hou i sar., 2007; Tsoyi i sar., 2008). Naposletku, pokazano je da 

proantocijanidini, različiti tanini, genistein, kurkumin, rezveratrol, epigalokateihin galat i 

antocijanini sprečavaju migraciju malignih ćelija i metastaziranje in vitro i in vivo (Slivova 

i sar., 2005; Tanimura i sar., 2005; Chen i sar., 2006; Ogasawara i sar., 2007).  

Zbog strukturne raznovrsnosti različitih fitohemikalija koje ulaze u njihov sastav, etarska 

ulja takođe privlače veliko interesovanje istraživača u ovoj oblasti. Pokazano je da mnoga 
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etarska ulja ispoljavaju citotoksičnu aktivnost i da mogu biti korisna u prevenciji i terapiji 

različitih oblika karcinoma (Edris, 2007; Kaefer i Milner, 2008). Primenom etarskih ulja 

smanjen je stepen maligniteta i inhibirana proliferacija tumorskih ćelija kod leukemije 

(Manosroi i sar., 2006; Lampronti i sar., 2006), glioma (Cavalieri i sar., 2004), 

neuroblastoma (Lee i sar., 2005), melanoma (Calcabrini i sar., 2004), karcinoma jetre (Li i 

sar., 2004) i debelog creva (De Sousa i sar., 2004). Pokazano je da terpenoidni i fenolni 

konstituenti etarskih ulja sprečavaju proliferaciju tumorskih ćelija kroz indukciju nekroze i 

apoptoze (Dudai i sar., 2005; Bakkali i sar., 2008). Zahvaljujući svojim osobinama 

antioksidanata, etarska ulja deluju na mitohondrijalne funkcije ćelija sisara a kao rezultat 

toga dolazi do smanjenja intenziteta ćelijskog metabolizma, mitohodrijalne hiperprodukcije 

i konstantnog oksidativnog stresa prisutnog kod malignih tumorskih ćelija (Czarnecka i 

sar., 2006). Etarskim uljima su pripisana i antimutagena svojstva (Bhalla i sar., 2013) koja 

se ostvaruju preko više mehanizama uključujući inhibiciju ulaska mutagena u ćeliju ili 

aktivaciju enzima za detoksifikaciju mutagena kao i antioksidativnu aktivnost prema 

radikalu nastalom dejstvom mutagena i aktivacijom antioksidativnih enzima (Sharma i sar., 

2001). Pored toga, etarska ulja koja se koriste u aromaterapiji deluju na poboljšanje imunog 

sistema (Seo, 2009).  

Iako su u periodu od 1940. do 2006. godine čak više od polovine prepisanih međunarodno 

odobrenih antikancerogenih lekova bili prirodni produkti ili njihovi derivati (Newman i 

Cragg, 2007) i dalje postoji veliki interes za jedinjenja izolovana iz biljaka kao mogućih 

izvora novih antikancerogenih agenasa. U većini dostupnih studija koje su se bavile 

proučavanjem efekta jedinjenja biljnog porekla na procese kancerogeneze dokazana je 

njihova izuzetna antiproliferativna aktivnost, pre nego potpuna citotoksičnost. Zaustavljanje 

proliferacije tumorskih ćelija smatra se  indirektnom citotoksičnošću jer podrazumeva 

reproduktivnu ćelijsku smrt, odnosno ćelije karcinoma ostaju žive ali dolazi do ihibicije 

njihovog rasta i proliferacije. Ovako selektivanim mehanizmima okolne zdrave ćelije ostaju 

neoštećene i omogućavaju mnogo brži i potpuniji oporavak pacijenata u odnosu na često 

veoma agresivnu terapiju sintetičkim citostaticima. 
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1.2.3. Antimikrobna aktivnost  

Čovek je koristio biljke i biljne ekstrakte i jedinjenja za lečenje ali i čuvanje hrane još pre 

nego što je saznao za postojanje mikroorganizama koji su uzročnici oboljenja ljudi ili 

kvarenja hrane. Aromatične vrste su se koristile još u Starom Egiptu za balzamovanje i 

sprečavanje rasta mikroorganizama koji izazivanju truljenje. Međutim i u današnje vreme, 

čak i u razvijenijim zemljama, vrlo su česta oboljenja izazvana neispravnom hranom 

odnosno namirnicama koje sadrže patogene mikroorganizme. Pored toga, infektivne bolesti 

prouzrokovane različitim sojevima patogenih mikroorganizama danas su jedan od vodećih 

uzroka smrti u svetu (Hall-Stoodley i sar., 2004). Prema informacijama IARC infekcije 

različitim bakterijama i virusima su uzročnici značajnog procenta karcinoma 

(https://goo.gl/nezXWr). Nažalost, porast upotrebe antimikrobnih medikamenata poslednjih 

decenija uzrokovao je i porast rezistencije tretiranih mikroorganizama prema aktivnim 

komponentama najčešće korišćenih sintetičkih agenasa (Sa i sar., 2011).  

Jedan od najčešćih uzročnika ozbiljnih infekcija među hospitalizovanim pacijentima, koje 

mogu zahvatiti različite delove organizma jeste Gram (-) bakterija Pseudomonas 

aeruginosa (Sousa i Pereira, 2014). Bakterija Escherichia coli koja predstavlja normalni 

deo crevne mikroflore kod osoba sa oslabljenim imunitetom može dovesti do intestinalnih i 

urinarnih infekcija, kao i meningitisa (Levine, 1984). Gram (+) Staphylococcus aureus 

izaziva klinička oboljenja nazvana stafilokokoze. Ovaj patogen se u bolnicama često javlja 

u obliku MRSA (eng. Methicilin Resistant Staphylococus aureus) koji je razvio 

rezistentnost na penicilin ali i na meticilin i slične agense (Holland i sar., 2014). Salmonella 

thyphimurium i Listeria monocytogenes su česti izazivači trovanja hranom, izazivaju 

salmonelozu odnosno listeriozu koje mogu davati vrlo komplikovanu kliničku sliku i biti 

kobne kod osoba sa oslabljenim imunitetom ili trudnica (Olsen i sar., 2001; Ramaswamy i 

sar., 2007).  

Takođe, invazivne gljivične infekcije se dovode u vezu sa različitim zdravstvenim 

problemima kod ljudi (Sardi i sar., 2013). Mikotoksini su izazivači mnogih akutnih i 

hroničnih oboljenja ljudi dok neki od njih deluju mutageno i/ili kancerogeno (Jay i sar., 

2005; Reddy i sar., 2010). Mikotoksini gljiva iz rodova Aspergillus, Penicillium i 

https://goo.gl/nezXWr�
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Trichoderma mogu se pojaviti u biljkama i dovesti do kontaminacije hrane koju koriste 

životinje i ljudi (Madheswaran i sar., 2004; Sokolović i Šimpraga, 2006; Hedayati i sar., 

2007). Patogeni poput vrsta Candida spp. i Aspergillus spp. izazivaju značajne 

komplikacije u populaciji sa oslabljenim imunitetom dok je broj delotvornih antifungalnih 

lekova limitiran (Kathiravan i sar., 2012).  

Poznato je da etarska ulja izolovana iz različitih biljnih vrsta pokazuju citotoksičnu 

aktivnost u in vitro eksperimentima na veliki broj Gram (+) i Gram (-) bakterija (Kalemba i 

Kunicka, 2003; Burt, 2004; Si i sar., 2006; Teixeira i sar., 2013) i gljiva (Manohar i sar., 

2001; Hammer i sar., 2002).  

Zahvaljujući svojoj lipofilnosti etarska ulja prolaze kroz ćelijki zid i citoplazmatičnu 

membranu i dovode do promena u strukturi polisaharida, masnih kiselina i fosfolipida 

utičući na propustljivost membrane (Slika 1.8). Povećana propustljivost membrane je 

povezana sa gubitkom jona i smanjenjem membranskog potencijala što utiče na rad 

protonskih pumpi i smanjenje ATP pula (Ultee i sar., 2002; Di Pasqua i sar., 2007; Saad i 

sar., 2013). Kod eukariotskih ćelija etarska ulja uzrokuju čak i depolarizaciju membrana 

mitohondrija delujući na fluks Ca2+ jona (Novgorodov i Gutz, 1996; Vercesi i sar., 1997). 

Propustljivost unutrašnje i spoljašnje membrane mitohondrija vodi ka apoptozi i nekrozi 

(Yoon i sar., 2000; Armstrong, 2006). Povećanje propustljivosti eukariotske membrane 

dodatno dovodi do gubitka citohroma C, Ca2+ jona i proteina kao i u slučajevima 

oksidativnog stresa. Može se reći da etarska ulja uzrokuju lančane reakcije na membranama 

počev od spoljašnje membrane preko membrana različitih organela kao što su mitohondrije 

i peroksizomi. Ove posledice delovanja etarskih ulja ukazuju na prooksidativnu aktivnost 

koja odgovara mehanizmima delovanja fenolnih jedinjenja (Sakagama i sar., 1999; 

Fukumoto i Mazaza, 2000; Sakihama i sar., 2002; Burt, 2004; Barbehenn i sar., 2005), 

čineći etarska ulja odličnim antibakterijskim i antimikrobnim agensima (Dorman i Deans 

2000; Lambert i sar, 2001; Alviano i sar., 2009; Kuete i sar., 2010).  
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Slika 1.8. Mehanizam aktivnosti i ciljna mesta delovanja etarskih ulja u bakterijskoj ćeliji. 
Predstavljena shema je modifikovana prema Nazzaro i sar., 2013. 

 

Etarska ulja mogu dovesti do koagulacije citoplazme i oštećenja lipida i proteina (Ultee i 

sar., 2002; Burt, 2004). Konačno, oštećenja membrane i ćelijskog zida mogu dovesti do 

gubitka makromolekula i lize ćelije (Cox i sar., 2000; Oussalah i sar., 2006). 

Antibakterijska efikasnost zavisi od vrste ulja kao i od vrste bakterija na koju se etarsko 

ulje primenjuje (Raut i sar., 2014). Neka ulja su vrlo efikasna protiv Gram (+) bakterija a ne 

isoljavaju antibakterijsku aktivnost prema Gram (-) bakterijama (Hammer i sar., 1999; 

Hammer i Carson, 2011). Generalno, od etarskih ulja biljaka koje su u širokoj upotrebi, 

etarska ulja majčine dušice, origana, čajevca, cimeta, matičnjaka, lovora i karanfilića 

pokazuju veoma jako antibakterijsko dejstvo. Antibakterijsku aktivnost ova etarska ulja 

ispoljavaju pri koncentracijama < 1% (v/v) (Hammer i sar., 1999; Ouasalah i sar., 2006). 

Uopšteno, etarska ulja sa fenolnim i aldehidnim komponentama pokazuju snažnu 
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antibakterijsku aktivnost (Lambert i sar., 2001; Ultee i sar., 2002; Carson i sar., 2006) a 

posebno aktivnim se smatraju karvakrol, timol, eugenol i terpinen-4-ol.  

Delovanjem etarskih ulja inhibirani su rastenje i razviće spora mnogih patogenih gljiva. 

Ova ulja sadržavala su pre svega fenilpropanoide kao što je eugenol i monociklične 

seskviterpene kao što je α-bisabolol (Maxia i sar., 2009; Pragadheesh i sar., 2013). Etarska 

ulja bogata terpenima su ispoljila aktivnost prema glavnom humanom gljivičnom patogenu 

C. albicans (Zore i sar., 2011b). Jedan od efekata etarskih ulja na C. albicans je inhibicija 

ćelijskog ciklusa (Zore i sar., 2011a). Antifungalna aktivnost etarskih ulja je omogućena i 

preko inhibicije signalnog puta koji dovodi do morfogeneze hifa (Agarwal i sar., 2008).  

Literaturni podaci ukazuju da etarska ulja mogu kontrolisati rast patogenih bakterija i gljiva 

koje se mogu naći u hrani (Brehm-Stecher i Johnson, 2003; Santiesteban-López i sar, 2007; 

Gallucci i sar., 2009) kao i da mogu biti resurs medikamenata za različita oboljenja čiji su 

uzročnici patogeni mikroorganizmi (Rios i Recio, 2005; Reichling i sar, 2009; Silva i 

Fernandes Júnior, 2010). 

 

1.2.4. Insekticidna aktivnost  

Upotreba sintetičkih hemikalija u kontroli herbivornih insekata štetočina stvara sve više 

problema po ljudsko zdravlje i životnu sredinu. Kao alternativa njima nude se prirodni 

produkti koji poseduju repelentnu i insekticidnu aktivnost a ne ugrožavaju zdravlje ljudi ni 

složene biotičke interakcije koje postoje u svakom ekosistemu (Slika 1.9). Međutim, uprkos 

razvijenoj svesti o prednostima u odnosu na sintetičke pesticide, prirodni pesticidi i dalje 

nemaju važno mestu na tržištu. Bioinsekticidi, dominantno oni zasnovani na primeni 

kristalnih proteina izolovanih iz bakterijskog soja Bacillus thuringiensis (Bt) (Kumar i sar. 

1996), kao i botanički insekticidi zasnovani pre svega na produktima na bazi piretrina 

zauzimaju manje od 1% globalnog tržišta (Isman, 2000). Ipak, poslednjih godina intenzivno 

se ispituje efekat etarskih ulja kao botaničkih insekticida koji su biorazgradivi, nisko 

toksični i pružaju mogućnost za održivu kontrolu insekatskih populacija. 
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Slika 1.9. Grupe biljnih jedinjenja koje se koriste kao botanički pesticidi i njihovi modeli 
delovanja. 

 

Još pre otkrića modernih pesticida biljni ekstrakti koji su sadržavali nikotin i piretrin su se 

koristili kao insekticidi u poljoprivredi. Savremena nauka pokazala je da etarska ulja 

mnogih biljnih vrsta ispoljavaju aktivnost protiv različitih larvi (Hierro i sar., 2004; Pavela, 

2005; Morais i sar., 2006) i adultnih insekata (Lamiria i sar., 2001; Yang i Ma, 2005; 

Cheng i sar., 2007), pri čemu se kod tretiranih insekata menja način i intenzitet ishrane 

(antifidno dejstvo) i/ili dolazi do uginuća (inekticidno dejstvo) (Cloyd i Chiasson, 2007; 

Dolan i sar., 2007; Kiran i Devi, 2007; Chaubey i sar., 2008; Jiang i sar., 2009; Abdelgaleil 

i sar., 2012).   

Komponente etarskih ulja koje ispoljavaju insekticidno dejstvo spadaju u grupu fenola i 

terpena (Rattan, 2010). Terpeni ulaze u sastav različitih smola koje deluju insekticidno, 

(Golob i sar., 1999) dok mešavine koje sadrži različite terpene mogu posedovati čak i veću 

toksičnost s obzirom na to da terpeni sinergizuju dejstvo drugih toksina, delujući kao 

rastvarači koji olakšavaju prolazak kroz membranu (Rattan, 2010).  

Etarska ulja deluju na insekte preko kontakta, digestije ili inhalacije pri čemu njihova 

aktivnost može biti repelentna, fumigantna ili insekticidna. O mehanizmima insekticidnog 

delovanja etarskih ulja se još nedovoljno zna. Smatra se da terpeni iz etarskog ulja imaju 

negativan efekat na nervni sistem i razviće insekata. Oni mogu imati ulogu hormonskih 

analoga, inhibitora rasta ili da poseduju aktivnost vezivanja specifičnih proteina. Etarska 
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ulja mogu delovati neurotoksično ili mogu da utiču na regulatore rastenja delujući tako na 

morfogenezu insekata (Reynolds, 1987; Balandrin i Klocke, 1988). Simptomi 

neurotoksičnog delovanja su hiperaktivnost i tremor koji brzo vode ka padu, nepokretnosti i 

paralizi (Enan, 2001). Piretrin, insekticid izolovan iz etarskog ulja buhača, Tanacetum 

cinerariifolium, deluje neurotoksično i dovodi do paralize insekata (Casida, 1973). 

Uopšteno, piretrin i jedinjenja slična piretrinu deluju na rano aktiviranje Na2+ kanala 

uzrokujući povećani ulazak ovih jona u neuronima (Evans, 1984). Vrlo često dolazi do 

paralize vilice insekata što dovodi do prestanka unosa hrane i smrti usled izgladnjivanja 

(Rattan, 2010). Pokazano je da etarska ulja deluju kao inhibitori acetilholinesteraze, što 

uzrokuje konstantnu stimulaciju koja vodi ka nedostatku koordinacije nervnomišićnog 

sistema i smrti (Keane i Ryan, 1999; Mills i sar., 2004; Shaaya i Rafaeli 2007). Tujon iz 

etarskog ulja je klasifikovan kao neurotoksični insekticid koji deluje na GABA receptore 

(Hold i sar., 2000; Ratra i Casida, 2001). Insekticidno dejstvo ostvaruje se i delovanjem na 

protonske pumpe i enzimske sisteme kao što su ATPaze (Cheng, 2007). Linalool je jedan 

od monoterpenskih konstituenata etarskog ulja koji deluje na nervni sistem utičući na 

transport jona i oslobađanje acetilholin esteraze kod insekata dok timol, karvakrol i eugenol 

blokiraju oktopaminske receptore kod insekata (Enan, 2005; Price i Berry, 2006). 

Pregledom dostupnih podataka o komercializaciji pesticida zasnovanih na etarskima uljima 

uviđaju se prepreke koje se tiču nestašice prirodnih resursa, potrebe za hemijskom 

standardizacijom i kontrolom kvaliteta i poteškoća prilikom registracije proizvoda. 

 

1.3. Uloga etarskih ulja u indukciji odbrambenih mehanizama susednih biljaka 

Biljke su tokom evolucije razvile veliki broj mehanizama kojima se brane od štetočina, 

insekata i patogenih bakterija, virusa i gljiva. Pored konstitutivne, značajane mehanizme 

zaštite predstavljaju i različiti oblici inducibilne zaštite koji uglavnom podrazumevaju 

produkciju širokog spektra sekundarnih metabolita koji na različite načine deluju protiv 

štetočina. Kao što je već ranije napomenuto, etarska ulja predstavljaju smeše isparljivih 

jedinjenja sa velikim brojem bioloških uloga razvijenih tokom evolucije. Osim što mogu 

delovati repelentno, mnoga od jedinjenja prisutnih u etarskim uljima pokazuju direktan 
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efekat na preživljavanje, rastenje i razviće štetočina te se sve više ovi specifični rezervoari 

hemijskih jedinjenja izučavaju i u kontekstu alternative sintetičkim pesticidima. Ipak, 

poslednjih godina veliko interesovanje istraživača širom sveta privlače istraživanja kojima 

je pokazano da isparljiva jedinjenja pojedinačno ali i etarska ulja kao specifične smeše ovih 

jedinjenja, mogu indukovati odbranu gajenih biljnih kultura i podići njihovu odbrambenu 

moć prema herbivorima ili abiotičkom stresu (Arimura i sar. 2000; Engelberth i sar. 2004).   

Naime, biljke su kao rezultat konstantne izloženosti promenjivim uslovima spoljašnje 

sredine, kao i prisustvu patogena i štetočina, razvile poseban oblik indukovane odbrane koji 

podrazumeva reakcije kojima se biljka priprema za sledeći nalet nepovoljnih uslova ili 

napada, dovodeći sebe u "priming" stanje. “Priming” (eng. prime-pripremiti se) se može 

definisati kao indukcija fiziološkog stanja u kome biljka na biotički ili abiotički stres 

reaguje brže, snažnije i efikasnije (Conrath i sar., 2002) zahvaljujući unapred pripremljenim 

odbrambenim resursima. U promenjivim uslovima sredine potencijal biljke da se dovede u 

"priming" stanje može biti krucijalan za njeno preživljavanje. Iako je do danas ostalo puno 

nerazjašnjenih pojedinosti vezanih za ovaj fenomen, Gamir i saradnici (2014) su predložili 

uopšteni koncept po kome “priming” podrazumeva nekoliko faza (Slika 1.10).  

 

 

Slika 1.10. “Priming” faze i odgovor biljaka na “priming” stimulus i stres. 
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Po ovoj shemi “priming” započinje odmah po delovanju “priming” stimulusa (signala 

različite hemijske prirode, abiotičkog stresa, napada patogena) i traje sve dok je stimulus 

prisutan. Tokom ove faze nivo primarnih i sekundarnih metabolita, enzima, fitohormona i 

drugih molekula uključenih u odbrambene reakcije je blago povišen i biljka je u stanju 

pripravnosti. Regulacija genske ekspresije koja se dešava u ovoj fazi je vidljiva tek u 

sledećoj “priming” fazi. Nakon prestanka delovanja stimulusa biljka se nalazi u stanju 

indukovane odbrane koje obuhvata odgovarajuće reakcije kao odgovor na delovanje 

stimulusa a podrazumeva stanje povišene otpornosti na stres. Prema ovoj shemi poslednja 

faza podrazumeva transgeneracijsko “priming” stanje koje se sreće kod biljaka formiranih 

iz semena roditelja koji su se tokom života nalazili u “priming” stanju te su razvili 

“priming” pamćenje, što im omogućava bržu i adekvatniju reakciju na stresni stimulus. 

Osim što biljka može dospeti u “priming” stanje nakon što je prethodno bila izložena 

abiotičkom stresu ili patogenima, zanimljivo je otkriće da se ovo stanje može indukovati i 

nakon prijema “signala” koji su emitovani od strane susedne biljke koja je bila neko vreme 

pod delovanjem faktora abiotičkog ili biotičkog stresa. Pretpostavka o postojanju 

hemijskog signala koji se prenosi sa stresiranih ili povređenih biljaka na okolne biljke i 

indukuje “priming” dugo je izazivala kontroverzu, sve do prvih publikacija koje su otkrile 

naučne činjenice o prirodi ovih signala i komunikaciji među biljkama koja se njima 

ostvaruje, a koje su se pojavile početkom osamdesetih godina XX veka (Baldwin i Schultz, 

1983; Rhoades, 1983; Fowler i Lawton, 1985). U pionirskom radu Baldwin i Schultz 

(1983) su govoreći o “pričajućem drveću” (u originalu“talking trees”) pokazali da topole 

(Populus x euroamericana) i klijanci javora (Acer saccharum Marsh) tokom 75 sati od 

mehaničkog povređivanja povećavaju koncentraciju fenola u ekstraktima povređenih 

listova ali i da se u okolnim nepovređenim biljkama takođe povećala koncentracija fenola i 

tanina, sugerišući da je “isparljivi činilac” emitovan sa povređenih listova indukovao ovu 

promenu koja može imati efekta na ishranu i razviće herbivornih larvi.  

O prirodi signala, odnosno smeši isparljivih organskih jedinjenja (VOC; eng. Volatile 

Organic Compounds) kojima biljke međusobno komuniciraju i koji ima potencijal da 

indukuje odbranu okolnih biljaka danas se dosta zna. Ovde su posebno značajne smeše 
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jedinjenja koje se emituju nakon napada herbivora (HIPVs; eng. Herbivore-Induced Plant 

Volatiles) a čiji sastav je karakterističan za biljnu vrstu koja ih emituje kao i herbivora koji 

je svojim napadom indukovao emisiju ovih jedinjenja (Takabayashi i Dicke, 1996; de 

Moraes i sar., 1998; Du i sar., 1998; Dicke, 1999a). U nekim slučajevima sastav ovih smeša 

se može razlikovati u zavisnosti da li je emisiju izazvao herbivor ili mehaničko 

povređivanje (Boland i sar., 1999; Dicke, 1999b). 

Na koji način će emitovani signal dospeti do susedne biljke zavisi od mnogo faktora. Smer i 

dinamika kretanja kroz atmosferu biće određeni temperaturom i kretanjem vetra (Baldwin i 

sar. 2006). Tako će mali lako isparljivi molekuli kao što su etilen, metanol, izopren i neki 

monoterpeni difundovati brzo ali će se njihova koncentracija značajno smanjiti nakon 

prodiranja u atmosferu te je malo verovatno da će oni biti deo informacije koju će susedna 

biljka primiti. S druge strane, manje isparljiva jedinjenja kao što su terpenski alkoholi, metil 

jasmonat (MeJA), aromatična jedinjenja i isparljiva jedinjenja listova (GLVs; eng. Green-

Leaf Volatiles; uglavnom se sastoje od produkata degradacije C18 masnih kiselina), 

predstavljaju signale koji se prenose na veće razdaljine. Na najintenzivnije proučenom i 

najbolje opisanom primeru komunikacije između duvana i mehanički povređenih biljaka 

Artemisia (Karban i sar., 2000; Karban i Maron, 2002; Karban i sar., 2004) pokazano je 

kako visoko isparljivi metakrolein biva praćen manje isparljivim GLVs jedinjenjima kao 

što su cis-3-heksenalom i trans-2-heksenalom, zatim oksidovanim monoterpenima 

(cineolom, tujonom i kamforom) i na kraju epimerima MeJA.  

Do sada je identifikovan veliki broj isparljivih jedinjenja za koja je potvrđeno da mogu da 

indukuju “priming” (Engelberth i sar., 2004; Arimura i sar., 2009; Matthes i sar., 2010). U 

najvećem broju slučajeva to su jasmonati (Farmer i Ryan, 1990; Matthes i sar., 2010), 

fenolna jedinjenja kao što je metil salicilat (Shulaev i sar. 1997), terpeni (Arimura i sar. 

2000; Paschold i sar. 2006) i neki C5-C10 alkeni i alkani, u koje spadaju GLVs kao što su 

(E)-2-heksenal, (Z)-3-heksenal, (Z)-3-heksenol i (Z)-3-heksenil acetat (Bate i Rothstein, 

1998; Kost i Heil, 2006; Kishimoto i sar. 2005). 

Još na samom početku ovih istraživanja, Farmer i Ryan (1990) su pokazali da metil-

jasmonat, čest sekundarni metabolit biljaka, apliciran na površinu listova paradajza 
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uzrokuje sintezu inhibitora proteinaza kod tretirane biljke ali i kod susednih biljaka iz 

raličitih familija. Ovi rezultati ukazuju na interspecijsku komunikaciju koja se dešava 

između listova različitih biljaka i indukuje ekspresiju odbrambenih gena. S druge strane, 

kod Phaseolus lunatus je pokazano da se isparljiva jedinjenja (E)-β-ocimen, (E)-4,8-

dimetil-1,3,7-nonatrien (DMNT) i (E,E)-4,8,12-trimetil-1,3,7,11-tridekatetran (TMTT) 

oslobađaju kao odgovor na napad paučinara ali i da istovremeno upravo ova jedinjenja 

indukuju promene u eskpresiji lipoksigenaze (LOX, koja je klučan enzim u sintezi JA), 

farnesil pirofosfatne sintaze (FPS, uključena u biosintezu izoprenoidnih jedinjenja) i PR 

(eng. pathogenesis related) gena koji su uključeni u različite mehanizme odbrane kod 

biljaka, u inataktnim listovima napadnutih biljaka (Arimura i sar. 2000). U novijim 

istraživanjima na kukuruzu je pokazano da kod klijanaca izloženih terpenima sa okolnih 

biljaka, nakon mehaničke povrede ili nanošenja pljuvačke herbivornih gusenica, dolazi do 

značajno veće akumulacije jasmonske kiseline i isparljivih seskviterpena nego kod 

klijanaca koji prethodno nisu bili izloženi ovim isparljivim jedinjenjima (Ruther i 

Fürstenau, 2005).  

Iako je mehanizam indukcije sinteze i delovanja ovih jedinjenja i dalje u najvećoj meri 

nepoznat pretpostavlja se da se indukcija ekspresije odbrambenih gena dešava 

najverovatnije preko signalnih puteva koji uključuju influx jona Ca2+, proteinsku 

fosforilaciju/defosforilaciju i aktivnosti ROS (Asai i sar., 2009). Promene u membranskom 

naponu (Vm) takođe su izmerene nakon izlaganja listova GLVs te se pretpostavlja da 

reakcija isparljivih jedinjenja sa membranskim proteinima vodi ka promeni 

transmembranskog potencijala i dalje ka indukciji pojedinačnih gena (Kishimoto i sar. 

2006). Izlaganje biljaka paradajza (Lycopersicon esculentum) isparljivim jedinjenjima čiju 

je emisiju indukovao napad herbivora (HIPVs), α-pinenu i β-kariofilenu u koncentraciji od 

50 ppm izazvalo je intenzivnu i brzu depolarizaciju koja je bila i još efektivnija kada su 

primenjene više koncentracije, od 100 i 300 ppm (Zebelo i sar., 2012). 

Karakterizacija svih promena koje se dešavaju tokom “priming” zahteva poznavanje 

genetike i korišćenje proteomike, metabolomike i drugih metoda. Istraživanja su do sada 

bila usmerena ka profilisanju ekspresije gena koji učestvuju u odbrambenom odgovoru a 
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nalaze se na signalnom putu salicilne, jasmonske kiseline ili etilena, akumulaciji mitogen 

aktivirajućih protein kinaza (MAPK) i produkciji reaktivnih kiseoničnih vrsta (Molitor i 

sar., 2011; Brotman i sar., 2012; Massoud i sar., 2012; Sheigk i sar., 2014), dok su 

proteomički i metabolomički mehanizmi i dalje nedovoljno poznati. 

Za sada je nemoguće imati kompletnu sliku svih promena koje se dešavaju u “priming” 

fazama a one zavise od vrste biljke, primarnog stimulusa za “priming” i vrste stresa sa 

kojim se biljke suočavaju. Takođe je potrebno saznati i kako se biljke koje se nalaze u 

stanju indukovane odbrane suočavaju sa kombinovanim stresom, istog tipa ili 

kombinacijom biotičkih i abiotičkih stresora. Postoje još mnoga otvorena pitanja na ovu 

temu koja će se možda rešiti i povezivanjem novih informaciju iz ovog polja u jedan celovit 

sistem podataka. Ovakav sistem koji omogućava razmenu podataka jeste Data-Enabled Life 

Sciences Alliance (DELSA Global) koji sadrži multidisciplinarne podatke različitih –omika 

i koji će možda rasvetliti mnoga pitanja koja nameće “priming” (Kolker i sar., 2014).  Zbog 

toga što “priming” pruža efikasnu odbranu a nema negativan efekat na fitnes biljke, 

“priming” metode mogu biti vrlo dragocene u strategiji zaštite useva (Balmer i sar., 2015). 

 

1.4. Taksonomski položaj, biološke i fitohemijske karakteristike vrste Tanacetum 

vulgare L. 

Rod Tanacetum pripada brojnoj i široko rasprostanjenoj familiji Asteraceae (Compositeae). 

Vrste ove familije najčešće naseljavaju aridne i semiaridne regione subtropske i umerene 

temperaturne zone. Ova familija obuhvata preko 30 000 vrsta podeljenih u  1 900 rodova 

(The Plant List, 2013). U okviru familije Asteraceae nalazi se tribus Anthemideae koji 

obuhvata rodove kao što su Artemisia, Achillea, Matricaria i Tanacetum sa mnogim 

aromatičnim, lekovitim i vrstama bogatim biološki aktivnim jedinjenjima (Abad i sar., 

1993; Williams i sar., 1999a, 1999b; da Silva, 2004; Kumar i Tyagi, 2013). 

Rod Tanacetum obuhvata oko 200 vrsta rasprostranjenih u umerenoj zoni severne 

hemisfere, nativnih na teritoriji Evrope i zapadne Azije ali i introdukovanih u ostale delove 

sveta (Heywood, 1976; da Silva, 2004). Vrste ovog roda su najčešće bogate etarskim uljima 
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ali i drugim biološki aktivnim sekundarnim metabolitima, kao što su seskviterpeni i 

flavonoidi (Gören i sar., 1996a, 1996b; Williams i sar., 1999; Long i sar., 2003; Tepe i 

Sokmen, 2007; Kumar i Tyagi, 2013). Tanacetum parthenium je vrsta koja je u evropskoj 

farmakopeji svrstana među tradicionalne biljne droge koji se koriste kao profilaksa kod 

migrene (Wichtl, 2004). Iz ove vrste je izolovan i partenolid, seskviterpenski lakton koji je 

između ostalog pokazao i aktivnost protiv tumorskih ćelija (Wen i sar., 2002; Pareek i sar., 

2011). Etarska ulja i ekstrakti vrsta T. densum i T. balsamita ispoljili su antioksidativnu i 

antibakterijsku aktivnost (Gören i sar., 1992; Tepe i Sokmen, 2007; Baçzek i sar., 2017) a 

T. microphyllum i T. marvatum su vrste bogate flavonoidima koji pokazuju 

antiinflamatorno dejstvo (Abad i sar., 1993; Martinez i sar., 1997). Ekstrakti T. cilicium, T. 

morymbosum i T. macrophyllum ispoljavaju značajnu antikoagulantnu aktivnost (Thomas, 

1989). Dalmatinski buhač, T. cinerariifolium, je vrsta koja se odavno koristi kao botanički 

insekticid jer sadrži piretrine, jedinjenja koja ispoljavaju jaku insekticidnu aktivnost i nisku 

toksičnost prema sisarima (Casida, 1980; Katsuda, 1999; Kikuta i sar., 2012). 

Tanacetum vulgare L. (syn. Chrysanthemum vulgare L., eng. tansy) je višegodišnja, 

zeljasta biljka, poreklom iz Evrope i centralne Azije koja se obično sreće duž puteva, pruga, 

pašnjaka i polja ali i priobalnih područja i drugih vlažnih staništa (Heywood, 1976). U 

Srbiji je poznata pod narodnim imenima povratič, vratiželja, grliček i konopljika 

(Milovanović, 2005). Biljka raste do 1-1,5 m visine, sa višeugaonom stabljikom 

prekrivenom retkim dlakama. Listovi su dugački, jednostavno do dvostruko perasto deljeni, 

prekriveni dlačicama, na krajevima nazubljeni, tamnozelene boje i dužine do 30 cm. 

Cvetovi su dosta sitni i združeni u žute glavice koje formiraju bogatu cvast (Slika 1.11). 

Biljka cveta u periodu od jula do septembra. Plod je sitna ahenija sa pet uzdužnih rebara, 

dužine do 1 cm. Koren je kratak, vretenastog obika i granat.  
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Slika 1.11. Tanacetum vulgare L. 

 

U Srbiji T. vulgare pripada sinurbanoj (ruderalnoj) flori koja pripada korovskoj flori u 

širem smislu (Jovanović, 1994). Za razliku od korovske flore u širem smislu gde spadaju 

segetalni korovi poljoprivrednih kultura, ruderalna flora se održava na staništima koja su 

pod stalnim uticajem čoveka ali ne u cilju stvaranja poljoprivrednih površina.   

Engleski naziv vrste "tansy" dolazi od grčke reči "thanatos" što znači besmrtnost, a može se 

povezati sa činjenicom da cvetovi ove vrste ne trule kada uvenu. Ove karakteristike su 

doprinele tome da su vekovima listovi T. vulgare korišćeni za balzamovanje (Haughton, 

1978; Zimdahl, 1989). Postoji podatak da je ova vrsta gajena u bašti manastira Sankt Galen 

u Švajcarskoj, u srednjem veku i da su je benediktinski monasi koristili u tretmanima protiv 

crevnih parazita, reume, groznice i digestivnih problema (LeStrange, 1977). U Evropi i 

kolonijalnoj Americi meso namenjeno ishrani ljudi umotavano je u listove T. vulgare da bi 

se sprečilo truljenje i odbili insekti (Haughton, 1978). Tucakov (1997) navodi da je T. 

vulgare gajen u baštama srpskih srednjevekovnih manastira i da je bio jedna od 16 "svetih" 

biljaka koje su monasi koristili za lečenje različitih tegoba. U narodnoj medicini našeg 
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podneblja ova biljka se koristila protiv crevnih parazita, migrene, neuralgije, reumatizma i 

kod gubitka apetita (Kojić i sar., 1998; Kišgeci, 2008; Jarić i sar., 2015).  

Zahvaljujući svojoj aromatičnosti T. vulgare se koristi i kao začinski aditiv u ishrani 

(Grieve, 1984; Mabey, 1996) a zahvaljujući svojoj biološkoj aktivnosti koristi se kao biljna 

droga (van Wyk i Wink, 2004). Sirova droga, Tanaceti flos, koristi se godinama u nekim 

zapadnim farmakopejama zbog svog vermifugnog i emenagognog dejstva (Evans, 1996). U 

ruskoj tradicionalnoj medicini infuzija od cvetova T. vulgare upotrebljava se u tretmanu 

zarastanja rana, poboljšanja apetita i kao analgetik (Zaurov i sar., 2013). 

 

 

Slika 1.12. Tinkture i ekstrakti T. vulgare koji se mogu naći na tržištu. 

 

Tokom godina publikovani su rezultati brojnih istraživanja koja su se bavila korisnim 

svojstvima ekstrakata i sekundarnih metabolita ove vrste. Tako je pokazano da 

hloroformski, acetonski i metanolni ekstrakti cvetova i/ili listova T. vulgare ispoljavaju 

antiinflamatornu aktivnost (Mordujovich-Buschiazzo i sar., 1996; Brown i sar., 1997; 

Williams i sar., 1999). Lahlou je sa saradnicima (2007) demonstrirao da vodeni ekstrakt 
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listova ove vrste ima snažnu diuretičku aktivnost i da ne izaziva renalnu toksičnost niti ima 

druge štetne efekte. Isti autor (2008) je dokazao i vazodilatorne osobine vodenog ekstrakata 

i time opravdao praktičnu primenu ove biljke kao antihipertenziva u farmakopeji Maroka. 

Vodeno-etanolni ekstrakti ispoljili su antikandidijalnu aktivnost kao i određeni stepen 

antibakterijske aktivnosti (Holetz i sar., 2002). Pored toga, Xie je u svom radu sa 

saradnicima (2007) podržao koncept da se polisaharidi iz ove biljke koriste kao 

imunoterapijski ađuvansi. Etil-acetatni ekstrakt T. vulgare i seskviterpenski lakton 

partenolid izolovan iz ovog ekstrakta ispoljili su aktivnost protiv herpes simlex virusa tipa I 

(HSV-I) (Onozato i sar., 2009). Kasnije je Alvarez sasaradnicima (2011) ukazao da su za 

antivirusnu aktivnost T. vulgare odgovorna neka druga jedinjenja a ne partenolid, ukazujući 

pre svega na 3,5-dikafeoilhininsku kiselinu koja je u ranijim studijama ispoljila antivirusnu 

i antiherpetičnu aktivnost. 

Kao potvrdu tradicionalne upotrebe T. vulgare kao repelenta, Chiasson je sa saradnicima 

(2001) testirao etarsko ulje ove vrste na pauka paučinara, Tetranychus urticae Koch i 

dokazao snažno akaricidno dejstvo. Zbog repelentne aktivnosti T. vulgare se preporučuje 

kao biljka koju treba gajiti uz poljoprivredne useve, kao jedan od metoda savremenog 

pristupa organskog uzgajanja hrane (Nottingham i sar., 1991; Cline i sar., 2008).  

Aktivnost prema mikrobima i insektima zavisi od hemijskog sastava etarskog ulja 

(Schearer, 1984; Holopainen i Kauppinen, 1989). Ono što je karakteristično za populacije 

T. vulgare u prirodi jeste hemijska plastičnost koja se ogleda u varijabilnosti sastava 

etarskog ulja što je doprinelo tome da je do sada identifikovano nekoliko desetina 

hemotipova ove vrste širom sveta (Nano i sar., 1979; Gallino, 1988; Holopainen, 1989; 

Neszmélyii sar., 1992; Collin i sar., 1993; Keskitalo i sar., 2001; Judzentiene i Mockute., 

2005). Različiti autori su identifikovali više od sto mono- i seskviterpena koji ulaze u sastav 

etarskog ulja T. vulgare što zavisi od mnogih faktora spoljašnje sredine ali i od ontogenije 

biljke i metode ekstrakcije (Hendriks i sar., 1990; Collin i sar., 1993; Németh i sar., 1994). 
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2. CILJEVI RADA 

 

Polazeći od toga da je aromatična vrsta T. vulgare deo tradicionalne medicine Srbije i da bi 

mogla biti potencijalni izvor biološki aktivnih jedinjenja ova disertacija je imala za cilj 

hemijsku karakterizaciju etarskog ulja i metanolnih ekstrakata i ispitivanje njihove biološke 

aktivnosti.  

Realizacija ovog cilja ostvarena je kroz nekoliko zadataka: 

∗ Uspostavljanje in vitro sistema za propagaciju vrste T. vulgare i analiza hemijskih 

karakteristika etarskog ulja i metanolnih ekstrakata izolovanih iz ovih biljaka;  

∗ Histohemijska lokalizacija sekundarnih metabolita u listovima in vitro gajenih 

biljaka;  

∗ Izolacija i hemijska karakterizacija etarskog ulja i metanolnih ekstrakata biljaka T. 

vulgare sakupljenih iz prirode; 

∗ Ispitivanje antioksidativnog potencijala i određivanje sadržaja ukunih fenola u 

metanolnim ekstraktima biljaka iz prirode; 

∗ Ispitivanje antimikrobne aktivnosti etarskog ulja i metanolnih ekstrakata na odabrane 

vrste patogenih bakterija i gljiva; 

∗ Ispitivanje citotoksične aktivnosti etarskog ulja i metanolnih ekstrakata biljaka T. 

vulgare sakupljenih iz prirode na tumorske HeLa ćelije kao i na zdrave MRC-5 

ćelije; 

∗ Ispitivanje uticaja rezidualne kontaktne toksičnosti etarskog ulja T. vulgare na 

mortalitet larvi gubara (Lymantria dispar L.) i efekta etarskog ulja unetog hranom na 

performanse rastenja i razvića larvi; 

∗ Ispitivanje potencijala etarskog ulja T. vulgare da indukuje odbrambene mehanizme 

krompira (Solanum tuberosum L.) gajenog in vitro.  
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3. MATERIJAL I METODE 

 

3.1. Biljni materijal 

Biljni materijal (polen, semena, cele biljke) vrste Tanacetum vulgare L. je sakupljen tokom 

jula 2011. godine na lokaciji Ada Huja u Beogradu (44°49′20″N, 20°30′30″E). Cele biljke  

u fazi cvetanja  su sušene na sobnoj temperaturi na promajnom mestu u hladu, do 

konstantne mase, dok je polen korišćen u svežem stanju. Osušeni materijal je čuvan u 

papirnim kesama, na sobnoj temperaturi, zaštićen od svetlosti do trenutka analize. 

 

3.1.1.  Determinacija biljnog materijala 

Herbarski materijal je determinisan i deponovan u Zbirci primeraka jemstva (eng. Vaucher 

collection) Herbarijuma Departmana za biologiju i ekologiju Prirodno – matematičkog 

fakulteta u Novom Sadu – BUNS Herbarijum (vaučer br. 2-2069).  

 

3.1.2. Analiza polena 

3.1.2.1. Ispitivanje mikromorfologije polena 

Za ispitivanje mikromorfologije polena korišćen je svež materijal. Grančice sa cvetovima 

su prenesene u laboratoriju gde su polenova zrna pripremljena za skenirajuću elektronsku 

mikroskopiju (eng. Scanning Electron Microscopy; SEM) bez prethodne fiksacije i 

dehidratacije. Polenova zrna sa antera su postavljena direktno na nosač pomoću dvostrano-

lepljive trake, nakon čegasu naparena tankim slojem zlata pomoću vakumskog uređaja za 

pripremu uzoraka (BAL-TEC, SCD 005, BAL-TEC GmbH, Schalksmühle, Nemačka). 

Vreme naparavanja je iznosilo 100 sekundi pri struji od 30 mA. Polenova zrna su 

fotografisana i analizirana na skenirajućem elektronskom mikroskopu (JSM-6390LV, 

JEOL Ltd., Tokyo, Japan).  Fotografisana su slučajno odabrana vidna polja sa polenovim 

zrnima. Analizirano je oko 600 polenovih zrna, a ispitivana je veličina polenovog zrna 
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(dužina, širina, odnos dužina/širina), polarnost, aperturacija odnosno broj otvora kao i 

karakteristike i ornamentacija egzine. 

 

3.1.2.2. Ispitivanje vijabilnosti polena in vitro  

Za ispitivanje vijabilnosti polena korišćena je metoda histološkog bojenja sa fluorescein 

diacetatom (FDA; Heslop-Harison i Heslop-Harison, 1970). FDA (Sigma-Aldrich, 

Steinheim, Nemačka) je rastvoren u acetonu (2 mg/l) i pomešan sa 0.5M rastvorom 

saharoze (Torlak, Beograd, Srbija) u odnosu 1:1 (v/v). Polenova zrna su postavljena na 

predmetnu pločicu u tankom sloju i prekrivena sa 2-3 kapi rastvora za bojenje. Stepen 

vijabilnosti polena određivan jeposle 90 min tokom kojih je boja prodrla u polenova zrna. 

Polenova zrna su fotografisana i posmatrana na fluorescentnom mikroskopu (Carl Zeiss 

Axiovert, MicroImaging GmbH, Göttingen, Nemačka). Analizirano je 600 polenovih zrna a 

određivan je procenat vijabilnih polenovih zrna. Vijabilna polenova zrna fluorescirala su 

intenzivno zelenom bojom. 

 

3.1.2.3. Ispitivanje klijavosti polena in vitro 

Za ispitivanje vitalnosti polena korišćen je test klijavosti u uslovima in vitro na agaro-

saharoznoj podlozi. Isklijavanje polena vršeno je u tri Petri posude prečnika 35 mm, sa po 3 

mLhranljive podloge koja je sadržala 1,5% agara, 3% borne kiseline (Duchefa, Haarlem, 

Holandija) i različite koncentracije saharoze: 1,5,10,20 i 30%.Zasejavanje polena vršeno je 

finomčetkicom radi dobijanja što ujednačenijeg rasporeda polenovih zrna po podlozi. 

Nakon perioda inkubacije od 15 i 24 sata na temperaturi od 25 ± 2°C,određivan je procenat 

proklijalih polenovih zrna.Polenovo zrno se smatralo klijalim kada je dužina polenove cevi 

bila jednaka ili duža od prečnika polenovog zrna. Polenova zrna su fotografisana i 

posmatrana na svetlosnom mikroskopu (Carl Zeiss Axiovert,MicroImaging GmbH, 

Göttingen, Nemačka). Dužina polenove cevi merena je nakon 15, 18, 21 i 24sata. Po svakoj 

Petri kutiji posmatrano je 10 slučajno odabranih vidnih polja a svako je sadržalo između 20 

i 30 polenovih zrna. 
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3.2. Gajenje biljaka u uslovima in vitro 

Sa ciljem upoznavanja potencijala vrste T. vulgare da u kontrolisanim uslovima vrši 

produkciju sekundarnih metabolita uspostavljena je kultura in vitro. 

Sve hranljive podloge, laboratorijski sudovi kao i instrumenti za rad su sterilisani prema 

standardnim procedurama kulture biljaka in vitro u autoklavu (Raypa® AE75, Barcelona, 

Španija) na temperaturi od 114°C i pritisku od 80 kPa u trajanju od 25 minuta (Vinterhalter 

i Vinterhalter, 1996). Rad sa biljnim materijalomvršen je u aseptičnim uslovima u 

laminarnoj komori (Termovent, Užice, Srbija). Sve kulture su gajene na temperaturi od 25 

± 2 °C i fotoperiodu od 16 h svetlosti i 8 h mraka (uslovi dugog dana). Kao izvor svetlosti 

korišćene su fluorescentne lampe (“Tesla“, Pančevo, Srbija) jačine 65W, 4500 K igustine 

svetlosnog fluksa od 47 ± 2 μmol/(m2 s). 

 

3.2.1.  Uspostavljanje kulture in vitro  

Za uspostavljanje kulture in vitro korišćena su semena T. vulgare sakupljena sa biljaka iz 

prirode. Semena (oko 400) su površinski sterilisana ispiranjem tekućom vodom tokom 10 

min, uz dodatak nekoliko kapi komercijalnog deterdženta (Fairy, Procter & Gamble, Ohio, 

SAD). Nakon toga sledilo je inkubiranje tokom 30 min u 30% rastvoru varikine 

(4%NaClO, Panonija, Pančevo, Srbija) uz mućkanje na horizontalnoj mešalici (85 rpm) a 

zatim je ponovljena inkubacija sa 15% rastvorom varikine u trajanju od 15min. Semena su 

zatim tri puta isprana sterilnom dejonizovanom vodom, osušena na sterilnom filter papiru i 

postavljena u petri kutije (30 semena po petri kutiji prečnika 90mm) na osnovnu hranljivu 

podlogu tj.bazalnimedijum (BM) bez dodatih biljnih regulatora rastenja (BRR), u uslovima 

dugog dana.Osnovna hranljiva podloga korišćena u ovom radu sadržala je saharozu 

(20g/L), mio-inozitol (100 mg/L; Sigma), agar (6 g/L; Torlak, Beograd), makro i mikrosoli 

i kompleks gvožđa (Murashige i Skoog 1962; MS, Tabela 1) i vitamine (Linsmaier i Skoog 

1965; Tabela 2). pH vrednost hranljive podloge podešavana je na 5,8 pomoću 1N rastvora 

NaOH neposredno pre sterilizacije.  
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Tabela 1. Sastav mineralnih soli MS u osnovnoj hranljivoj podlozi (Murashige i Skoog, 
1962). 

MS makro soli Koncentracija (mg/L) 

NH4NO3 1650 

KNO3 1900 

CaCl2 x 2 H2O 440 

MgSO4 x 7 H2O 370 

KH2PO4 170 

MS mikro soli Koncentracija (mg/L) 

MnSO4 x 4H2O 22,30 

ZnSO4 x 7H2O 8,60 

H3BO3 6,20 

KJ 0,83 

NaMoO4 x 2H2O 0,25 

CuSO4 x 5H2O 0,025 

CoCl2 x 6H2O 0,025 

Kompleks gvožđa Koncentracija (mg/L) 

FeSO4 x 7H2O 27,85 

Na2EDTA x 2H2O 37,20 

 
 
 
Tabela 2. Sastav rastvora vitamina u osnovnoj hranljivoj podlozi (Linsmaier i Skoog, 
1965). 

Vitamini Koncentracija (mg/L) 

vitamin B1 1,0 

vitamin B6 0,5 

nikotinska kiselina 0,5 

glicin 0,2 
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Nakon 15 dana, isklijala semena su prebrojana i pojedinačni klijanci su prebačeni na svež 

BM (30 klijanca po petri kutiji). Klijanci su gajeni naredne 3 nedelje u istim uslovima u 

kojima su isklijavani. 

 

3.2.2.  Multiplikacija izdanaka in vitro  

Apikalni odsečci izdanaka razvijenih biljaka sa normalnim fenotipom su postavljani u 

staklenim teglicama od 100 mL na 40 mL hranljive podloge za umnožavanje koja je 

sadržala BM obogaćen 6-benzilaminopurinom (BAP, eng. 6-Benzylaminopurine) u 

koncentracijama 0; 0,1; 0,2; 0,5 i 1 mg/L. Postavljeno je ukupno 72 odsečka (6 odsečaka po 

teglici). Na ovoj podlozi biljke su gajene 4 nedelje u uslovima dugog dana, a zatim je 

izvršena evaluacija morfoloških karakteristika merenjem dužine glavnog izdanka i broja 

novih izdanaka. Indeks multiplikacije je procenjen kao prosečan broj novih izdanaka po 

pojedinačnoj biljci. 

 

3.2.3.  Ožiljavanje izdanaka in vitro 

Nakon umnožavanja izdanci (n=72) su preneti na podlogu za ožiljavanje koja je 

podrazumevala BM sa dodatkom indol-3-buterne kiseline (IBA, eng. Indole-3-butyric acid) 

u dve koncentracije, 0,2 i 0,5 mg/L. Kontrolni izdanci gajeni su na podlozi bez dodatka 

IBA. Nakon 4 nedelje gajenja biljke su skinute sa ove podloge i korenovi su isprani pod 

mlazom tekuće vode od ostatka podloge. Određivani su dužina najdužeg korena kao i broj 

formiranih korenova po biljci. Indeks ožiljavanja je određen kao prosečan broj formiranih 

korenova po pojedinačnoj biljci. 

 

3.2.4.  Uspostavljanje kulture korenova in vitro 

Od izdanaka koji su se spontano tokom multiplikacije ožilili (na podlozi koja nije sadržala 

BAP) odvojeni su korenovi i inicirana je kultura korenova. Po 400 mg korenova 

postavljeno je u erlenmajere od 100 mL na tečni BM (bez agara) sa upolovljenim sadržajem 
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MS mineralnih soli (MS½) idodatkom IBA u koncentracijama 0; 0,1; 0,2; 0,5 i 1 mg/L. 

Kulture su gajene 4 nedelje na horizontalnom šejkeru pri brzini rotiranja platforme od 90 

rpm. Nakon toga korenovi su skidani sa podloge i prosušeni na filter papiru da bi se uklonio 

višak tečnog medijuma. Radi određivanja prirasta merena je sveža masa korenova a nakon 

7 dana sušenja na promajnom mestu pri sobnoj temperaturi merena je i suva masa 

korenova. 

 

3.3. Histološka i histohemijska analiza listova biljaka T. vulgare gajenih in vitro 

Za determinaciju tipova mehaničkih i žlezdanih dlaka i histološku analizu listova biljaka iz 

kulture in vitro korišćene su metode skenirajuće elektronske (SEM) i svetlosne 

mikroskopije. Za dokazivanje prisustva sekundarnih metabolita u sekretornim ćelijama 

žlezdanih trihoma listova T. vulgare korišćene su različite metode histohemijskih bojenja. 

 

3.3.1.  Priprema biljnog materijala za skenirajuću elektronsku mikroskopiju 

Za analizu morfologije lista iz kulture in vitro skenirajućom elektronskom mikroskopijom 

korišćeni su drugi i treći list sa glavnog izdanka. Celi sveži listovi sečeni su skalpelom i 

postavljani direktno na nosač aksijalnom ili adaksijalnom površinom okrenutom na gore, po 

metodi opisanoj u odeljku 3.1.2.1. i posmatrani na SEM (JSM-6390 LV, JEOL, Tokyo, 

Japan). Listovi su uzeti sa po dve nasumično odabrane biljke iz svake od 5 pojedinačnih 

teglica.  

 

3.3.2.  Priprema biljnog materijala za histološku analizu lista svetlosnom 

 mikroskopijom 

Za histološku analizu svetlosnom mikroskopijom korišćeni su drugi i treći list sa glavnog 

izdanka biljaka gajenih u uslovima in vitro. Listovi su fiksirani u FAA fiksativu (5 mL 40% 

formaldehida:5 mL sirćetne kiseline:90 mL 70% etanola). Nakon dehidratacije alkoholom 

(60 min u 70%, 15 min u 95%, 30 min u 95% i 15 min u 100% etanolu) i prosvetljavanja 

ksilolom izvršena je impregnacija materijala parafinom na 58ºC. Korišćenjem mikrotoma 
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(Reichert, Vienna, Austria), pravljeni su poprečni preseci lista debljine 8-10 μm. 

Deparafinizacija preseka vršena je ksilolom, a rehidratacija serijom alkohola različite 

koncentracije (100, 96, 70 i 50%). Preparati su zatim bojeni hematoksilinom, dehidratisani 

(serijom alkohola i ksilolom) i inkluzirani u Canada balzam. Posmatranje i snimanje je 

vršeno na svetlosnom foto-mikroskopu.  

 

3.3.3.  Histohemijska analiza žlezdanih trihoma T. vulgare 

Za dokazivanje prisustva sekundarnih metabolita u sekretornim ćelijama žlezdanih trihoma 

T. vulgare korišćeni su listovi biljaka iz kulture in vitro. Drugi i treći listod vrha izdanka su 

sečeni žiletom na tanke preseke širine do 1 mm koji su zatim podvrgavani histohemijskim 

bojenjima i fiksirani na predmetnu pločicu pomoću glicerola ili destilovane vode. Sveži 

preparati su nakon toga posmatrani na svetlosnom mikroskopu (Carl Zeiss, Jena, 

Nemačka). Prisustvo ukupnih lipida, neutralnih i kiselih lipida, terpena, fenola, tanina, 

polisaharida, pektina i alkaloida dokazivano je odgovarajućim histohemijskim reakcijama. 

Ukupni lipidi su dokazivani Sudan IV, Sudan Black B i hematoksilen-Sudan Red 7B 

bojenjem (Jensen, 1962). Sveži preseci su potapani u 50% rastvor etanola, a zatim i u 

rastvor Sudan IV ili rastvor Sudan Black B. Nakon 20min inkubacije na sobnoj temperaturi, 

u mraku, kratko su ispirani u 50% etanolu. Kontrolni preseci su potapani u rastvor 

metanola, hloroforma, vode i hlorovodonične kiseline u odnosu 66:33:4:1, tokom 3h na 

sobnoj temperaturi, u mraku, da bi se oslobodili lipida a zatim dalje tretirani kao i obojeni 

preseci.  

Za dokazivanje neutralnih i kiselih lipida korišćena je Nil Blue A metoda opisana od 

strane Cain-a (1947). Sveži preseci su potapani u 1% vodeni rastvor Nil Blue, tokom 5-10 

min, na temperaturi od 60°C. Nakon boje preseci su na istoj temperaturi potapani u 1 % 

rastvor sirćetne kiseline a zatim ispirani destilovanom vodom. Kontrolni preseci su 

potapani u 10%rastvor sirćetne kiseline tokom 3h, na sobnoj temperaturi i dalje tretirani 

kao obojeni preseci.   
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Terpeni u sekretornim ćelijama su dokazivani pomoću Nadi reagensa (David i Carde, 

1964). Preseci su potapani u sveže pripremljeni Nadi reagens tokom 1 h, na sobnoj 

temperaturi u mraku a zatim ispirani u 0,1 M fosfatnom puferu pH 7,2 tokom 2 min. 

Kontrolni preseci su potapani u 10% rastvor sirćetne kiseline, tokom 3 h, na sobnoj 

temperaturi u mraku i dalje tretirani kao i obojeni preseci.  

Za dokazivanje fenolnih jedinjenja korišćen je ferihlorid (FeCl3) po metodi opisanoj od 

strane Gahan-a (1984). Preseci su potapani u sveži 2% rastvor FeCl3u 95%etanolu, tokom 5 

min na sobnoj temperaturi a zatim ispirani prvo 95% etanolom a zatim i vodom. Kontrolni 

preseci su potapani u 95% etanol i u vodu tokom 5min, na sobnoj temperaturi. 

Prisustvo polifenolnih jedinjenja tanina i lignina dokazivano je toluidin plavim po metodi 

Baker (1966). U reakciji sa toluidin plavim O sveži preseci su potapani u 0.05% rastvor 

toluidin plavog tokom 2-4 min, na sobnoj temperaturi a zatim kratko ispirani u vodi. 

Kontrolni preseci su potapani u destilovanu vodu tokom 5min, na sobnoj temperaturi a 

potom posmatrani pod svetlosnim mikroskopom.     

Polisaharidi su dokazivani PAS reakcijom (eng. Periodic Acid Schiff) po metodi Jensen-a 

(1962). Preseci su kratko potapani u 2% rastvor natrijum-metabisulfata, tokom 1-2 mindok 

rastvor ne pobeli a zatim ispirani tekućom vodom 10 min. Nakon toga preseci su tretirani 

0,5% perjodnom kiselinom 10 min, ispirani destilovanom vodom a zatim postavljeni u 

Šifov (eng. Schiff) reagens tokom 20-30min, u mraku. Preseci su nakon toga ispirani u 

tekućoj vodi dok ne pocrvene. Kontrolni preseci su sprovedeni kroz isti protokol za bojenje 

ali se izostavlja tretman perjodnom kiselinom. 

Za dokazivanje pektina korišćena je boja Ruthenium Red po metodi Johansen-a (1940). 

Preseci su potapani u sveži 0,02% vodeni rastvor boje, tokom 5-10 min dok ne pocrvene a 

zatim kratko ispirani destilovanom vodom. 

Alkaloidi u sekretornim ćelijama su dokazivani pomoću Lugol, Wagner, Dragendorf i 

Ellram reagenasa. U testu sa Lugolovim reagensom (Brechu-Franco i sar., 2016) preseci su 

potapni u ovaj reagens 5 min na sobnoj temperaturi a zatim su kratko ispirani destilovanom 

vodom. U testu sa Wagner reagensom (Furr i Mahlberg, 1981) preseci su potapani u ovaj 
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reagens 5 min a potom ispirani vodom.U testu sa Dragendorf reagensom (Svendsen i 

Verpoorte, 1983) preseci su potapani u reagens 5 min a zatim ispirani 5% vodenim 

rastvorom natrijum-nitrita.U testu sa Ellram reagensom (Furr i Mahlberg, 1981) preseci su 

potapani u reagens 5 min na sobnoj temperaturi a zatim prosušeni na vazduhu.Kontrolni 

preseci u sva tri testa su tretirani 5% rastvorom tartarične kiseline tokom 24h a zatim su 

ispirani vodom i dalje tretirani odgovarajućim reagensom. 

Sveži preseci listova analizirani su i pomoću svetlosnog fluorescentnog mikroskopa u cilju 

ispitivanja autofluorescencije sekundarnih metabolita. 

 

 

3.4. Izolovanje i hemijska analiza etarskog ulja i metanolnih ekstrakata 

Etarsko ulje (EU) je izolovano iz nadzemnih delova biljaka (herbe)  T. vulgare koje su 

sakupljene u prirodi. Metanolni ekstrakti (ME) su pripremani ekstrakcijom listova, cvetova, 

stabljike i korena biljaka kako bi se uočile razlike u njihovom hemijskom sastavu i 

biološkoj aktivnosti. Zbog uporedne analize, paraleleno su pripremani i metanolni ekstrakti 

biljaka gajenih u uslovima in vitro. Urađena je uporedna hemijska analiza etarskog ulja i 

metanolnih ekstrakata biljka iz prirode kao i biljaka koje su gajene u uslovima in vitro. 

 

3.4.1.  Izolovanje etarskog ulja 

Etarsko ulje je izolovano metodom hidrodestilacije pomoću aparature po Clavenger-u 

(Ljaljević-Grbić i sar., 2008). Za dobijanje etarskog ulja korišćeni suosušeni nadzemni 

delovi biljaka sakupljenih u fazi cvetanja početne sveže mase 4400 g. Iz 2400 g suvog 

biljnog materijala, izolovano je  etarsko ulje, koje je potom čuvano u tamnim staklenim 

bočicama na 4°C do dalje hemijske analize. Prinos etarskog ulja je izražen preko 

zapreminskih procenata (%) tj. v/w, obračunato u odnosu na 100 g suvog biljnog materijala.  

Etarsko ulje in vitro biljaka izolovano je destilacijom uz pomoću vodene pare po 

Clevenger-u. 
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Samleveni, suvi materijal, sipan je u balon od 100 ml, a zatim je dodato oko 50 ml 

destilovane vode. Smeša je zagrevana do ključanja i potom destilovana tokom dva sata. 

Nakon završetka destilacije, etarsko ulje je isprano sa heksanom i čuvano u frižideru. 

 

3.4.2.  Analiza etarskog ulja gasnom hromatografijom sa plameno jonizacionim 

 detektorom  (GC/FID) i gasnom hromatografijom sa masenom 

 spektrometrijom (GC/MS) 

Kvantitativna i kvalitativna analiza komponenti etarskog ulja urađena je 

gasnohromatografski uz korišćenje dva tipa detektora.GC/FID (eng. Gas Chromatography 

with Flame Ionization Detector) analiza urađena je na Agilent 780A gasnom hromatografu 

(Agilent Technologies, Wilmington, DE, SAD), koji je opremljen sa „split-splitless“ 

injektorom i automatskim semplerom tečnih uzoraka (ALS; eng. Automatic Liquid 

Sampler) povezanim sa HP-5 kolonom (dužine 30 m, poprečnog preseka 0.32 mm idebljine 

filma 0.25 µm) i plameno jonizacionim detektorom (FID). Vodonik je korišćen kao noseći 

gas a brzina protoka je bila 1mL/min. Temperatura injektora iznosila je 250°C, detektora 

300°C, dok je temperatura kolone rasla u linearnom režimu temperaturnog programiranja 

od 40-260°C (u intervalima od 4°C u minuti), a zatim održavana izotermalno na 260°C 

tokom narednih 10 minuta. Rastvori etarskog ulja u etanolu (~1%) su redom injektirani u 

zapremini od 1µl u „splitless“ režimu rada inleta. Kao osnova za kvantifikaciju podataka 

uzeti su procenti površina ispod pikova dobijeni integracijom sa odgovarajućih 

hromatograma (GC/FID). 

Za GC/MS (eng. Gas Chromatography Mass Spectrometry) analizu rađenu na HPG 1800C 

Series II GCD analitičkom sistemu (Hewlett-Packard, Palo Alto, CA, SAD), korišćene su 

slične analitičke metode i uslovi, s tom razlikom što je korišćena HP-5MSkolona (dužine 

30 m, poprečnog preseka 0.25 mm i0.25 µm debljine filma) a kao noseći gas korišćen je 

helijum. Temperatura transfer linije je bila 260°C a maseni spektri su snimani u EI režimu 

(70 eV) u m/z opsegu 40-450u. Etanolni, 1%, rastvori etarskih ulja su redom injektirani u 

zapremini od 1µl u „splitless“ režimu rada inleta. 
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Pojedinačne komponente etarskog ulja su identifikovane poređenjem njihovih masenih 

spektara sa masenim spektrima iz Wiley 275 i NIST/NBS baza. Eksperimentalne vrednosti 

za retencione indekse su dobijene korišćenjem kalibrisanog AMDIS (eng. Automated Mass 

Spectral Deconvolution and Identification System) softvera (AMDIS ver.2.1. National 

Institute of Standards and Technology - NIST, Standard Reference Data Program 

Gaithersburg, MD, SAD) i poređenjem sa dostupnim literaturnim podacima (Adams, 2007).  

Rezultati GC/MS analize prikazani su karakterističnim hromatogramima, sa 

identifikovanim jedinjenjima. Normalizovanjem hromatograma tj. uvođenjem 

koncentracionog indeksa (CI) i relativnog retencionog vremena (RRT) dobijeni su relativni 

udeli ostalih komponenti u odnosu na odabranu referentnu komponentu. Koncentracioni 

indeks je merilo relativne zastupljenosti neke komponente u uzorku pri čemu se 

najzastupljenijoj komponenti dodeli vrednost CI=1000. Zastupljenost ostalih komponenti je 

određivana preko formule CI=1000×(%m/m) / (%m/m najzastuplenije komponente). 

Gasnohromatografsko-masenospektrometrijska (GC/MS) analiza etarskog ulja in vitro 

biljaka je urađena na GC sistemu Agilent Technologies 7890 A opremljenom sa 5975 C 

Inert MSD i plameno-jonizacionim (FID) detektorima. Uređaj je opremljen split-splitless 

injektorom i kapilarnom kolonom sa HP-5MS stacionarnom fazom, dimenzija 30 m x 0,25 

mm i debljine filma 0,25 μm. Noseći gas je helijum (3 m L/min). Energija jonizujućih 

elektrona iznosi 70 eV. Početna temperatura kolone je 60 °C, a zatim se kolona zagreva do 

300 °C (temperaturni gradijent iznosi   3 °C/min). Na 300 °C temperatura se održava 10 

minuta. Temperature injektora i jonskog izvora iznosile su 250 °C, odnsono 230 °C, dok je 

temperatura kvadrupola 150 °C. 

 

3.4.3.  Priprema metanolnih ekstrakata 

Za pripremu metanolnih ekstrakata cveta, lista, stabljike i korena biljaka iz prirode 

korišćeno je po 30 g osušenog biljnog materijala, zasebno usitnjenog u blenderu do finog 

praha. Ekstrakcija je započeta dodavanjem 300mL metanola i sonifikacijom u 

ultrazvučnom kupatilu u trajanju od 20 min. Ekstrakcija je nastavljena maceracijom tkiva u 
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mraku, na sobnoj temperaturi u trajanju od 48sati. Ekstrakti su zatim profiltrirani kroz filter 

papir (Whatman No. 4), i upareni do suva na 40°C pomoću rotacionog vakuum uparivača 

(Buchi R-210, Flawil, Švajcarska) i sušeni na sobnoj temperaturi do konstantne mase. Tako 

dobijeni suvi ekstrakti lista, stabljike, cveta i korena su čuvani u zatvorenim tamnim 

staklenim bočicama na sobnoj temperaturi do hemijske analize.  

Za pripremu metanolnih ekstrakata herbe i korena biljaka iz prirode ili gajenih in vitro,500 

mg suvog biljnog materijala je usitnjeno u blenderu do sitnog praha. Usitnjeni materijal je 

zatim ekstrahovan u 10 ml metanola u ultrazvučnom kupatilu tokom 20 minuta. Ekstrakcija 

je nastavljena maceracijom na sobnoj temperaturi u mraku tokom 48 sati. Ekstrakti su 

potom profiltrirani u normalne sudove i dopunjeni metanolom do zapremine od 10ml. Tako 

dobijeni ekstrakti su dalje analizirani HPLC metodom. 

 

3.4.4.  Analiza metanolnih ekstrakta tečnom hromatografijom direktno povezanom sa 

 masenom spektrometrijom (LC/MS) i visokoefikasnom tečnom 

 hromatografijom  (HPLC) 

Hemijska analiza metanolnih ekstrakta lista, cveta, stabljike i korena biljaka T. vulgare iz 

prirodeurađena je na tečnom hromatografu (LC; eng. Liquid Chromatography) sa UV-

diodnim detektorom (UV-DAD; eng. UV-Diode Array Detector)na aparatu Agilent 1200 

Series HPLC-DAD (Agilent Technologies, Waldbronn, Nemačka) povezanim sa masenim 

spektrometrom (MS; eng.Mass Spectrometry)sa elektro-sprej jonskim izvorom i 

analizatorom vremena preleta (ESI ToF 6210; Agilent Technologies, Santa Clara, 

California, SAD). Za hromatografsko razdvajanje je korišćena nepolarna reverznofazna 

kolona Zorbax Eclipse Plus C18 (1.8 µm, 4.6 mm × 150 mm, Agilent Technologies) uz 

primenu smeše rastvarača, 0.2% mravlja kiselina (rastvarač A) i acetonitril (rastvarač B). 

Spiranje analita sa kolone je urađeno je po sledećem gradijentnom programu: 0-30 min 10-

25% B, 30-40 min, 25-55% B, 40-50 min, 55-100% B, 50-55 min, 100% B, 55-56 min, 

100-10% B, 56-61 min, 10% B. Injektovano je 2 µl ekstrakta rastvorenog u metanolu (c = 

10 mg/ml), a kolona je termostatirana na 40 °C pri protoku od 0.8 ml/min. UV DAD spektri 

su prikupljani u opsegu od 190-650 nm dok su hromatogrami prikazani na talasnoj dužini 
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od 280 nm. Maseni spektri su snimljeni u rasponu od 100 do 2500 m/z vrednosti. Kao gas 

za sušenje korišćen je azot zagrejan na 350°C pri pritisku od 45 psi i protoku od 12 l/min. 

Uslovi za snimanje na spektrometru su: jonizacija u negativnom modu, napon na kapilari 

4000 V, napon na fragmentoru 70 V i napon na skidaču (skimmer) 60V. Eluirane 

komponente su detektovane kao [M−H]−, [M+HCO2]−, [2M−H]− ili [M−2H]2− joni 

koristeći navedene parametre. Za snimanje i obradu dobijenih podataka korišćen je 

MassHunter Workstation program (Agilent Technologies). Retenciono vreme detektovano 

na DAD detektoru, UV i maseni spektri su korišćeni za identifikaciju i relativnu 

kvantifikaciju komponenti ispranih sa kolone. 

Hemijska analiza komponenti metanolnih ekstrakata herbe i korena biljaka iz prirode i 

gajenih in vitrourađena je visokoefikasnom tečnom hromatografijom (HPLC) na aparatu 

Agilent1100 (Agilent Technologies, Waldbronn, Nemačka), na koloni Zorbax SB-C18 (5 

μm), 150 x 4,6 mm, sa DAD detektorom. Kao mobilna faza korišćena je 1% ortofosforna 

kiselina (A) i acetonitril (B), protok je iznosio 0,8 ml/min. Injekciona zapremina uzorka je 

bila 10 μl a eluiranje je gradijentno po sledećoj šemi: 90 -75% A, 0-30 min, 75-45% A, 30-

40 min, 45-0% A, 40-50 min. UV apsorbcija je merena na 280 i 360 nm. 

 

 

3.5. Određivanje sadržaja ukupnih fenola i antioksidativnog potencijala metanolnih 

ekstrakata 

Pošto je HPLC metodom utvrđeno da su metanolni ekstrakti herbe i korena biljaka gajenih 

in vitro znatno siromašniji po hemijskom sastavu i relativnoj količini biološki aktivnih 

jedinjenja svi dalji testovi ispitivani su na etarskom ulju i/ili metanolnim ekstraktima 

biljaka iz prirode. 

Sadržaj ukupnih fenola kao i antioksidativna aktivnost metanolnih ekstrakata cveta, lista, 

stabljike i korena T. vulgare određivane su spektrofotometrijski: DPPH testom i testom 

redukujućeg potencijala.  
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3.5.1.  Određivanje sadržaja ukupnih fenola u metanolnim ekstraktima 

Sadržaj ukupnih fenola u metanolnim ekstraktima lista, stabljike, cveta i korena T. vulgare 

određen je spektrofotometrijski korišćenjem Folin-Ciocalteu reagensa po metodi Singleton 

i Rossi (1965), sa izvesnim modifikacijama. Metoda se zasniva na oksidaciji fenolnih 

jedinjenja pomoću Folin-Ciocalteu reagensa. Ovaj reagens je smeša fosfovolframove 

(H3PW12O40) i fosfomolibdeske kiseline (H3PMo12O40) koja nakon oksidacije fenolnih 

jedinjenja redukuje u plavo okside volframa i molibdena (fenol-MoW11O40)-4. Dobijeni 

plavi rastvor ima maksimum apsorpcije na 765 nm pri čemu je apsorpcija proporcionalna 

sadržaju ukupnih fenolnih jedinjenja u uzorku. Količina fenolnih jedinjenja u uzorku se 

određuje pomoću kalibracione krive dobijene iz serije razblaženja galne kiseline po gramu 

suve biljne mase (mgGAE/gFW).  

U 100 µL ekstrakta koncentracije 0.5 mg/mL dodato je 500 µL  10 puta razblaženog Folin-

Ciocalteu reagensa (Sigma–Aldrich, Steinheim, Nemačka). Nakon 5 minuta, u rastvor je 

dodato 400 µL 0,07 M natrijum karbonata (Na2CO3) a zatim je sledilo inkubiranje u 

trajanju od 2 sata u mraku, na sobnoj temperaturi. Apsorbanca uzoraka je merena na 

Agilent 8453 UV-Visible spektrofotometru (Life Science, SAD) u tri ponavljanja po 

uzorku. Za konstruisanje kalibracione krive korišćena je galna kiselina rastvorena u 

destilovanoj vodi u koncentracijama 0,01 – 0,1 mg/mL. Rezultati su izraženi kao miligram 

ekvivalenti galne kiseline po gramu suve mase ekstrakta (mgGAE/gFW). 

 

3.5.2.  Određivanje antioksidativnog potencijala metanolnih ekstrakata DPPH testom 

Relativna antiradikalska aktivnost metanolnih ekstrakata određena je DPPH testom po 

metodi Brand-Williams i sar. (1995) sa izvesnim modifikacijama. DPPH (1,1-difenil-2-

pikrilhidrazil) je stabilna slobodno-radikalska forma, čiji je metanolni rastvor ljubičaste 

bojesa maksimumom apsorpcije na talasnoj dužini od 517 nm. Reakcijom antioksidanasa sa 

DPPH radikalima dolazi do transfera protona, odnosno atoma vodonika sa antioksidansa na 

DPPH. U ovoj reakciji se stabilni DPPH radikali prevode u žuto obojeni 1,1-difenil-2-
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(2,4,6-trinitrofenil)-hidrazini dolazi do smanjenja apsorbance na 517 nm, što ukazuje na 

antioksidativni potencijal ekstrakata 

Antioksidativna aktivnost je ispitivana u metanolnim ekstraktima koncentracije 0,06; 0,12; 

0,25; 0,5 i 1,0 mg/mL. Reakciona smeša se sastojala od 500 µL uzorka i 500 µL 150 µM 

metanolnog rastvora DPPH. Dobijena smeša (1 mL) je inkubirana na sobnoj temperaturi u 

mraku tokom 20 minuta. Nakon toga, merena je apsorbancaredukovanih DPPH radikalana 

517 nm. Za svaku koncentraciju pojedinačnih metanolnih ekstrakata T. vulgare urađeno je 

tri merenja. Kao pozitivna kontrola korišćen je Trolox, 6-hidroksi-2,5,7,8-

tetrametilhroman-2-karboksilna kiselina koja je sintetički analog vitamina E (Sigma–

Aldrich, Steinheim, Nemačka).  

Antioksidativni kapacitet analiziranih uzoraka je određen prema formuli: 

 

% Inhibicije = [(A0-A1)/A0] ×100 

gde je A0-apsorbanca metanolnog rastvora DPPH a A1-apsorbanca smeše metanolnog 

rastvora DPPH i ispitivanog uzorka. 

Rezultati su predstavljeni kao IC50 vrednosti dobijene linearnom regresijom. Ova vrednost 

predstavlja koncentraciju uzoraka (µg/ml) odnosno metanolnih ekstrakata T. vulgare koji su 

potrebni za neutralizaciju 50% DPPH radikala. 

 

3.5.3.  Određivanje antioksidativne aktivnosti testom redukujućeg potencijala 

Redukujući potencijal ispitivanih metanolnih ekstrakata određen je spektrofotometrijski, 

metodom opisanom od strane Xue i sar. (2011). Ovaj test je često korišćen za procenu 

sposobnosti antioksidanta da donira elektron tj. da bude reduktant. U testu redukujuće 

aktivnosti dolazi do transformacije feri (Fe3+) jona u fero (Fe2+) jon koja ukazuje na 

sposobnost bioaktivnih jedinjenja tj. antioksidanata da doniraju elektron. Prisustvo 

antioksidanasa u analiziranom ekstraktu uzrokuje redukciju Fe3+/fericijanid kompleksa u 

fero formu a ta redukcija dovodi do formiranja prusko plavog kompleksa. Apsorbanca 
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prusko plavog na 700 nm odgovara koncentracijifero (Fe2+) jona. Povećanje apsorbance 

ukazuje na povećanje redukujućeg potencijala. 

Redukcioni potencijal metanolnih ekstrakata T. vulgare meren je u reakcionim smešama 

koje su  sadržavale ekstrakte (0,1-1 mg/mL)  rastvorene u 0,2  mM fosfatnom puferu pH 7 

uz dodatak kalijum fericijanida (K3Fe(CN)6) (Sigma–Aldrich, Steinheim, Nemačka) u 

koncentraciji 10 mg/mL. Dobijena smeša je inkubiranana 50°C tokom 20 minuta. Nakon 

toga u smešu je dodavana trihlorsirćetna kiselina (Serva, Heidelberg, Nemačka) u 

koncentraciji 100 mg/mL, a zatim je smeša centrifugirana na 2000×g tokom 10 min. 

Izdvojeni supernatant je zatim pomešan sa gvožđe (III) hloridom koncentracije 1 mg/mL 

(Merck, Darmstadt, Nemačka) i ostavljen na sobnoj temperaturi 10 min tokom kojih nastaje 

plavo obojeno redukovano jedinjenje, čija je apsorbanca zatim merena na 700 nm. Kao 

pozitivna kontrola korišćen je Trolox u seriji razblaženja (0,1-1 mg/mL). Svako merenje je 

urađeno u tri ponavljanja. 

 

3.6. Ispitivanje bioloških aktivnosti etarskog ulja i metanolih ekstrakata 

U ovom radu testiran je i biološki potencijal etarskog ulja i metanolnih ekstrakata lista, 

cveta, stabljike i korena T. vulgare iz prirode. Ispitivana je njihova antimikrobna 

aktivnostna odabrane patogene vrste bakterija i gljiva kao i citotoksična aktivnost na 

tumorske ćelije grlića materice. Pored toga praćeno je i potencijalno negativno dejstvo 

etarskog ulja T. vulgare na larve gubara kao jednog od najvećih štetočina prisutnih u našim 

krajevima. Na biljkama krompira (Solanum tuberosum L.) gajenim in vitro ispitivan je 

potencijal etarskog ulja da indukuje ekspresiju gena koji učestvuju u odbrambenom 

odgovoru biljaka na herbivore i patogene. 

 

3.6.1.  Ispitivanje antimikrobne aktivnosti etarskog ulja i metanolnih ekstrakata T. 

 vulgare 

Za ispitivanje antimikrobne aktivnosti etarskog ulja i metanolnih ekstrakata T. vulgare, 

korišćena je modifikovana mikrodiluciona metoda (Espinel-Ingroff, 2001; EUCAST 2002) 
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sa ciljem određivanja minimalnih inhibitornih (MIK) i minimalnih 

baktericidnih/fungicidnih koncentracija (MBK/MFK).  

 

3.6.1.1. Vrste mikroorganizama  

U radu su korišćene odabrane vrste bakterija i mikromiceta deponovanih u Laboratoriji za 

mikologiju, Odeljenja za biljnu fiziologiju, Instituta za biološka istraživanja "Siniša 

Stanković" u Beogradu (Tabela 3). 

Tabela 3. Vrste bakterija i mikromiceta korišćene za ispitivanje antimikrobne aktivnosti 
etarskog ulja i metanolnih ekstrakata T. vulgare. 
 
Gram (-) bakterije Gram (+) bakterije 

Escherichia coli (ATCC 35210) Staphylococcus aureus (ATCC 6538) 

Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27853) Bacillus cereus (klinički izolat) 

Salmonella typhimurium (ATCC 13311) Micrococcus flavus (ATCC 10240) 

Enterobacter cloacae (ATCC 35030) Listeria monocytogenes (NCTC 7973) 

Mikromicete 

Aspergillus fumigatus (1022) 

Aspergillus ochraceus (ATCC 12066) 

Aspergillus versicolor (ATCC 11730) 

Aspergillus niger (ATCC 6275) 

Penicillium funiculosum (ATCC 36839) 

Penicillium ochrochloron (ATCC 9112) 

Penicilliumverrucosum var. cyclopium (izolat iz hrane) 

Trichoderma viride (IAM 5061) 
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Analizirane kulture održavane su na sterilnim čvrstimhranljivim podlogama i to Müller-

Hinton agar (Torlak, Beograd, Srbija) za bakterije i MA (eng. Malt agar, Torlak) za 

mikromicete. Sve kulture su čuvane na 4°C i presejavane jednom mesečno na sveže 

podloge (Booth, 1971). 

Za potrebe eksperimenata bakterijske kulture su prebacivane na TSB (eng. Tryptic Soy 

Broth, Torlak) podlogu  a mikromicetena SDB (eng. Sabouran Dextrose Broth) podlogu i 

držane tokom 24h na  37°C u mraku. Nakon inkubacije napravljene su ćelijske suspenzije 

kultura, čija je koncentracija podešena korišćenjem denzitometra DEN1B (Biosan, 

Litvanija).  Kao inokulum za mikrodilucionu metodu korišćene su suspenzije koncentracije 

1x105 CFU/mL. Inokulumi su čuvani na +4°C do upotrebe. Kao provera validnosti 

inokuluma i odsustva kontaminacije vršena je inokulacija suspenzija bakterija na Müller-

Hinton agar i mikromiceta na MA pologu. 

 

3.6.1.2. Mikrodiluciona metoda 

Mikrodilucionom metodom su MIK, MBK/MFK određivane nanošenjem serijskih 

razblaženja EU ili metanolnih ekstrakata (u 5% DMSO) u 100 µL TSB/SDB hranljive 

podloge u mikrotitar pločama sa ravnim dnom (Spektar, Čačak, Srbija). Nakon dodavanja 

po 10 µL inokulma analiziranih sojeva bakterija ili mikromiceta, mikrotitar ploče su 

inkubirane tokom 24 h na temperaturi od 37°C za bakterije, odnosno na 28°C tokom 72 

sata za mikromicete. Posmatranjem pod binokularnim mikroskopom određivane su MIK, 

koje su predstavljale najniže koncentracije na kojima nije bilo vidljivog rasta bakterija i 

gljiva. U cilju lakše vizualizacije rezultata u bunariće je dodato po 40 µL p-

jodonitrotetrazolijum (INT, Sigma, SAD) boje (Tsukatani, 2012), koja ćedati intenzivno 

ljubičastu boju u bunarićima u kojima je intenzivan rast bakterija dok su mesta na 

mikrotitar ploči sa bleđom ljubičastom bojom rezultat inhibitornog dejstva ekstrakta ili ulja 

(CLSI, 2009; Tsukatani i sar. 2012). 

Minimalne MBK i MFK su određivane serijom reinokulacija po 10 µL bakterijskog, 

odnosno 2 µL inokuluma gljiva sa mesta gde nije bio uočen rast mikroorganizama, u 
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bunariće sa novih 100 µL TSB/MA hranljive podloge. Kulture su inkubirane pod istim 

uslovima kao i prilikom prve inokulacije (24h na temperaturi od 37°C za bakterije, odnosno 

na 28°C tokom 72 sata za gljive). MBK/MFK je definisana kao koncentracija etarskog ulja 

ili metanolnih ekstrakata koja je u potpunosti zaustavila rast mikroorganizama ili je dovela 

do smrti 99.5% bakterija/gljivau odnosu na kontrolnu grupukoja je rasla pod istim uslovima 

ali bez dodatka metanolnih ekstrakata ili ulja (CLSI, 2009; Espinel-Ingroff, 2001). 

Kao pozitivne kontrole korišćeni su rastvori komercijalnih antibiotika Streptomicin (Polfa, 

Tarchomin, Poljska) i Ampicilin (Panfarma, Beograd, Srbija) koji sadrže 1 mL aktivne 

supstance u 1 mL 5% DMSO, ili antimikotika Bifonazol losion (Srbolek, Beograd, Srbija) 

koji sadrži 1g aktivne supstance u 100 mL etanola uz dodatak solubizatora i glicerolai 

Ketokonazol (Zorka farma, Šabac, Srbija) koji sadrži 200 mg aktivne supstance u 200 mL 

5% DMSO. Kao negativna kontrola u svim eksperimentima korišćen je 5% DMSO. 

Svaka koncentracija etarskog ulja/metanolnih ekstrakata je testirana u triplikatu za svaku 

ćelijsku liniju. 

 

3.6.2.  Ispitivanje citotoksične aktivnosti 

Za ispitivanje citotoksične aktivnosti etarskog ulja i metanolnih ekstrakata T. vulgare u 

uslovima in vitro korišćen je kolorimetrijski sulforodamin B test (SRB test; Perez i sar., 

1993; Papazisis i sar., 1997). Citotoksična  aktivnost je ispitivana na humanim tumorskim 

ćelijama grlića materice (HeLa ćelije) i na humanim netumorskim fetalnim plućnim 

fibroblastima (MRC-5 ćelije), korišćenim kao kontrola. Morfološke promene na HeLa i 

MRC-5 ćelijama nakon 72 h kontinualnog delovanja metanolnih ekstrakata ili etarskog ulja 

analizirane su pod svetlosnim mikroskopom. 

 

3.6.2.1. Kulture ćelijskih linija 

HeLa i MRC-5 ćelijske linije su održavane na RPMI (Roswell Park Memorial Institute) 

1640 hranljivoj podlozi (Sigma-Aldrich, Steinheim, Nemačka). Ova hranljiva podloga je 

obogaćena sa 10% fetalnog telećeg seruma (FCS; eng. Fetal Calf Serum) prethodno 
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inaktivisanog toplotom, 25 mM 4-(2-hidroksietil) piperazin-1-etansulfonskom kiselinom 

(HEPES, Sigma-Aldrich, Steinheim, Nemačka), penicilinom (100 U/mL), streptomicinom 

(200 µg/mL, Polfa, Tarchomin, Poljska )i 3 mM L-glutaminom (Sigma-Aldrich, Steinheim, 

Nemačka). Ćelijske linije su održavane kao monoslojne u bocama za kulturu tkiva (Thermo 

Scientific Nunc™), u inkubatoru na temperaturi od 37°C, u vazduhu zasićenom vodenom 

parom i 5 % CO2. 

 

3.6.2.2. SRB test 

Tokom utvrđivanja citotoksičnog delovanja etarskog ulja i metanolnih ekstrakata T. vulgare 

SRB testom, ćelijske linije su zasejane u bunariće na mikrotitar ploči (Thermo Scientific 

Nunc™) u 100 µL hranljive podloge. HeLa ćelijske linije su zasejavane u gustini od 4,0 x 

103 ćelija/bunariću dok su MRC-5 ćelijske linije zasejavane u gustini od 7,0 x 103 

ćelija/bunariću. Nakon 24 h rasta ćelije su izlagane seriji razblaženja metanolnih 

ekstrakata/ulja zapremine 50 µL dok su kontrolni bunarići sadržali samo hranljivi medijum 

sa zasejanim ćelijskim linijama. Serijska razblaženja su pripremana u hranljivom medijumu 

tako da finalna koncentracija etanola u bunariću bude manja od 0,1% (v/v). Komercijalni 

citostatik CDDP (cis-diamindihloroplatina(II), cisplatin; Sigma-Aldrich, Steinheim, 

Nemačka) je korišćen kao pozitivna kontrola. Svaka koncentracija metanolnih 

ekstrakata/ulja je testirana u triplikatu za svaku ćelijsku liniju. 

Ćelije u bunarićima mikrotitar ploča su fiksirane sa 50 µL hladne (4°C) 10% trihlorsirćetne 

kiseline (Serva, Heidelberg, Nemačka). Nakon toga mikrotitar ploče su pet puta ispirane sa 

dejonizovanom vodom i sušene na sobnoj temperaturi tokom 24 sata. Zatim je u svaki 

bunarić dodato 50 µL SRB rastvora (0.4% (w/v) u 1% (v/v) sirćetnoj kiselini) i ostavljeno 

da deluje tokom 20 minuta. SRB rastvor je zatim uklonjen ispiranjem pet puta sa 1% 

sirćetnom kiselinom a onda su ploče osušene na vazduhu. Vezani SRB je rastvoren u 200 μl 

po bunariću 10 mM rastvorom tris (hidroksimetil) aminometanom (TRIS, Serva, 

Heidelberg, Nemačka) i ekstrahovan iz ćelija. Apsorbanca dobijenog rastvora je merena na 

talasnoj dužini od 570 nm na fotometru (Thermo Labsystems Multiskan EX 200-240 V). 
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Citotoksični potencijal metanolnih ekstrakata/etarskog ulja je izražen kao IC50 vrednost, tj. 

kao koncentracija EU/ME pri kojoj inhibicija rasta ćelija iznosi 50%, a koja je određena 

preko dijagrama preživljavanja ćelija. 

 

3.6.2.3. Morfološka analiza citotoksičnog delovanja primenom svetlosne mikroskopije 

Ćelijske linije HeLa (5 x 104 ćelija/bunariću) i MRC-5 (1 x 105ćelija/bunariću) su zasejane 

u 6 bunarića mikrotitar ploče, u po 2 mL hranljive podloge. Nakon 24 sata rasta, ćelije su 

izložene dejstvu metanolnih ekstrakata lista i cveta pri koncentraciji od 50 µg/mL. Ova dva 

ekstrakta su u prethodnom ispitivanju pokazala citotoksičnu aktivnost u mikrogramskom 

opsegu koncentracija te su zbog toga dalje korišćena u ispitivanju morfoloških promena na 

obe ćelijske linije. CDDP u koncentraciji od 1,73 μg/mL je korišćen kao pozitivna kontrola. 

Netretirane HeLa i MRC-5 ćelijske linije su korišćene kao kontrola. Nakon tretmana od 72 

sata, ćelije su posmatrane pod svetlosnim mikroskopom i fotografisane Olympus 

digitalnom kamerom povezanom sa mikroskopom (Carl Zeiss, Jena, Nemačka, objektiv 

6.3/0.20). 

 

3.6.3.  Ispitivanje efekta etarskog ulja na gusenice gubara (Lymantria dispar L.) 

U cilju ispitivanja potencijalnog negativnog delovanja etarskog ulja T. vulgare na neke od 

glavnih insekata štetočina prisutnih u našim krajevima, odabran je gubar (Lymantria dispar 

L.). Larve ove štetočine izlagane su direktnom delovanju etarskog ulja radi ispitivanja 

uticaja rezidualne kontaktne toksičnosti na mortalitet larvi ali i indirektnom delovanju 

etarskog ulja unetim kroz hranu, kojim se izaziva digestivna toksičnost koja može uticati na 

performanse rastenja i razvića larvi. 

 

3.6.3.1. Gajenje larvi gubara u laboratorijskim uslovima 

Jajna legla gubara sakupljana su u Lipovičkoj šumi tokom tri jeseni, od 2011. do 2013. 

godine a do početka eksperimenata čuvana su na temperaturi od 4°C. Jaja su površinski 
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dezinfikovana potapanjem u 0,1 % rastvor natrijum-hipohlorita u trajanju od 5 minuta. 

Nakon toga su 10 minuta ispirana destilovanom vodom i na kraju osušena na sobnoj 

temperaturi. Iniciranje piljenja u laboratorijskim uslovima vršeno je u klima komori na 

temperaturi od 25°C. Do trećeg larvenog stupnja gusenice gubara su gajene grupno, po 

deset individua u jednoj petri posudi dimenzija 90 x 14 mm. Od trećeg stupnja gusenice su 

gajene pojedinačno. Svakog dana gusenice su hranjene veštačkom hranom (HWG dijeta – 

engl. High Wheatgerm Diet). Veštačka hrana (Slika 3.1.), korišćena za gajenje gusenica 

gubara i testove digestivne toksičnosti pravljena je po recepturi prikazanoj u Tabeli 4. 

 

 
Slika 3.1. Veštačka hrana za ishranu gusenica gubara 

 
 

Tabela 4. Sastav veštačke HWG hranljive podloge korišćene za gajenje gusenica gubara 
 100 ml 

Pšenične klice   12 g 

Kazein 2,5 g 

Mešavina soli po Wesson-u 0,8 g 

Sorbinska kiselina 1,2 g 

Mešavina vitamina po Vanderzant-u 1g 

Agar  1,5 g 

Destilovana voda 82 ml 

 



 Materijal i metode 
 

60 
 

Tokom gajenja i u svim eksprimentimapetri posude sa gusenicama su držane u klima 

komorama sa konstantnimuslovima optimalnim za razviće ovih larvi. Svetlosni režim je 

podrazumevao 15 časova neonske difuzne svetlosti intenziteta 30159 candela i 9 h mraka. 

Temperatura je sve vreme iznosila 23±1°C uz relativnu vlažnost vazduha od 65±5%. 

 

3.6.3.2. Ispitivanje rezidualne kontaktne toksičnosti etarskog ulja T. vulgare na 

 gusenice gubara  

U testu za ispitivanje rezidualne toksičnosti etarskog ulja T. vulgare na gusenice gubara 

nadno petri posude nanošeno je 0,5 mL etanolnih rastvora etarskog ulja u  koncentracijama: 

0,1; 0,5 i 1,0 %. Kao kontrola korišćen  je 96 % etanol koji je služio i kao rastvarač 

etarskog ulja. Nakon isparavanja rastvarača isušenja depozita u periodu od 30 min na 

temperaturi 25°C, u svaku petri posudu je unešeno po 10 gusenica gubara drugog stupnja 

razvića (Slika 3.2.). Posle 24 h gusenice su prebačene u čiste petri posude gde su ostale do 

kraja eksperimenta i hranjene standardnom veštačkom hranom za gubara (Tabela 4). Nakon 

24, 48, 72, 96 i 120 h od postavljanja eksperimenta izvršena je ocena smrtnosti odnosno 

mortalitata gusenica.Svaka koncentracija etarskog ulja je testirana u pet ponavljanja (petri 

kutija). 

Uporedo sa praćenjem mortaliteta izazvanog rezidualnom kontaktnom toksičnošću 

etarskog uljapraćen je i uticaj etarskog ulja na presvlačenje gusenica gubara iz drugog u 

treći larveni stupanj. 

  

 
Slika 3.2. Stupnjevi razvića gusenica gubara (Lymantria dispar L). 
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 3.6.3.3. Ispitivanje digestivne toksičnosti etarskog ulja T. vulgare na gusenice gubara 

 drugog stupnja 

Ispitivana je toksičnost etarskog ulja T. vulgare na komponente digestivnog sistema 

gusenica gubara. U ovom testu larve gubara su hranjene veštačkom hranom u koju su 

dodavani 0,1; 0,5 i 1,0% etanolni rastvori etarskog ulja dok je kao kontrola korišćena 

samoveštačka hrana bez dodatka etarskog ulja. U petri posude je smešteno po 10 gusenica 

gubara drugogstupnja i gajeno na tretiranoj i kontrolnoj veštačkoj hrani (Slika 3.3). 

Gusenice su pre početka ogleda bile izložene gladovanju tokom 24 h. 

Slika 3.3. Test digestivne toksičnosti. 

 
Svaka koncentracija etarskog ulja je testirana u pet ponavljanja (petri kutija). U toku 

trajanja eksperimenta na svaka 24 h gusenicama su dodavane po dve nove kocke veštačke 

hrane koje su sadržale etarsko ulje, dok su stare kocke veštačke hrane vađene iz petri 

posuda. Nakon 24, 48, 72, 96 i 120 h od početka testa kontrolisan je mortalitet gusenica. 

Pored toga, u ovom testu je praćen i uticaj unetog etarskog ulja na presvlačenje gusenica 

gubara iz drugog u treći larveni stupanj (Slika 3.3). 
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3.6.3.4. Ispitivanje uticaja etarskog ulja T. vulgare na indekse rasta i ishrane gusenica  

  gubara četvrtog stupnja 

Gusenice gubara su po prelaskuu četvrti stupanjrazvića izložene 24-časovnom gladovanju a 

zatim je izmerana masa svake gusenice pojedinačno. Svaka gusenica je zatim stavljena u 

posebnu petri posudu u koju je dodata po jedna, prethodno izmerena kocka veštačke hrane, 

koja je sadržala 0,1; 0,5 ili 1,0% etanolnih rastvora etarskog ulja T. vulgare. U kontrolnoj 

eksperimentalnoj grupi korišćena je veštačka hrana bez dodatog etarskog ulja. Masa živih 

gusenica, masa preostale hrane, kao i masa ekskremenata merena je nakon 48 h od početka 

eksperimenta. Po završetku eksperimenta gusenice su prenete u zamrzivač na temperaturu 

od -20°C,  24 h. Ostaci hrane i ekskremenata su takođe smešteni u zamrzivač i adekvatno 

obeleženi. Posle 24 h, svaka zaleđena gusenica je uvijana u aluminijumsku foliju (Slika 

3.4.) i sušena u sušnici na temperaturi od  65°C, u trajanju od 72 h. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Slika 3.4. Gusenice gubara uvijene u foliju i smeštene u sušnicu. 
 

Tako pripremljeni uzorci su zatim sušeni u sušnici na temperaturi od 65°C, u trajanju od 72 

h. Nakon 72 h sušenja ponovo je izmerena masa svake pojedinačne gusenice, ostataka 

hrane i ekskremenata. Takođe, izmerena je i masa 30 gusenica četvrtog stupnja (24 h od 

presvlačenja) i 30 kocki veštačke hrane.Odmah nakon merenja, gusenice i kocke veštačke 

hrane su sušene na temperaturi od 65°C u trajanju od 72 h. Po isteku ovog vremena, ponovo 

je izmerena masa svake gusenice i svake kocke veštačke hrane. Tako su dobijeni odnosi 

između sveže i suve mase gusenica i kocki hrane. Ovi odnosi između sveže i suve mase su 

korišćeni za računanje suve mase gusenica i kocki hrane na početku testa. Na osnovu ovih 
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podataka izračunati su indeksi rasta i ishrane, RGR (relativna brzina rasta; eng. Relative 

Growth Rate), RCR (relativna brzina konzumacije hrane; eng. Relative Consumption 

Rate), AD (efikasnost asimilacije; eng. Approximate Digestibility), ECD (efikasnost 

konverzije svarene hrane; eng. Efficiency of Conversionof Digested food), ECI (efikasnost 

konverzije unete hrane; eng. Efficiency of Conversion of Ingested food), prema 

formulamaWaldbauer-a (1968). 

 

RGR =(mt–m0)/ (m0×t)   [mg/(mg *dan)] 

RCR= mc /(m0×t)                                   [mg/(mg *dan)] 

AD =(mc–me)/mc ×100   [%] 

ECD=(mt–m0)/ (mc–me)×100  [%] 

ECI=(mt–m0)/ mc ×100   [%] 

mc-masa konzumirane hrane 

me-masa ekskrementa 

t–trajanje testa izraženo u danima 

m0-masa gusenice na početku testa 

mt-masa gusenice na kraju testa 

 

3.7. Ispitivanje potencijala etarskog ulja T. vulgare za indukciju odbrambenih 

mehanizama krompira (Solanum tuberosum L.) in vitro 

Za ispitivanje potencijala etarskog ulja da indukuje odbrambene mehanizme kod krompira 

(Solanum tuberosum L.) gajenog in vitro praćena je ekspresija PAL1, PR-2, PR-5 i Pin2 

gena koji učestvuju u odgovorima biljaka na herbivore i patogene. Uporedo sa ovim 

istraživanjima praćeni su i enzimi antioksidativne zaštite krompira, katalaze (CAT), da bi se 

utvrdio nivo stresa koji je indukovan u biljkama krompira nakon izlaganja etarskom ulju.  
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3.7.1. Priprema biljnog materijala 

Za praćenje ekspresije gena koji učestvuju u odbrambenom odgovoru krompira i za analizu 

aktivnosti ezima antioksidativnog stresa, krompir je gajen u kulturi in vitro. Jednonodalni 

segmenti krompira su gajeni nabazalnom medijumu (BM) odnosno MS hranljivoj podlozi 

(Tabele 1 i 2) sa dodatkom 3% saharoze pripremanoj i sterilisanoj po proceduri opisanoj u 

poglavlju 3.2. 

Nakon dve nedelje gajenja u kontrolisanim uslovima dugog dana (opisanim u poglavlju 

3.2.) u bočice sa krompirom je ubačen sterilni filter papir (Whatman No. 4; 2 cm x 2 cm) 

natopljen sa 100 μL etarskog ulja T. vulgare koje je prethodno razblaženo u metanolu 100 

puta (v/v). Filter papir sa uljem nije bio u direktnom kontaktu sa biljkama krompira (Slika 

3.5).  

 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
Slika 3.5. Staklena posuda sa krompirom gajenim in vitro i izloženim dejstvu etarskog ulja     

T. vulgare natopljenog na filter papir. 
 

Nakon 2, 4, 6, 8, 10, 12, 24, 48 i 72 h po izlaganju etarskom ulju nadzemni delovi 

biljakakrompira su trenutno zamrzavani u tečnom azotu i materijal je čuvanna -80°C do 

analize. Sa ciljem da se ispita i eventualni uticaj metanola, koji je korišćen kao rastvarač, na 

promenu ekspresije analiziranih gena kao i na aktivnost katalaza, identično je postavljeni 

kontrolni eksperiment sa filter papirima natopljenim samo metanolom. Ovi uzorci korišćeni 
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su za normalizaciju ekspresije gena odnosno aktivnosti enzima za svaku pojedinačnu tačku 

i na taj način što im je dodeljivana vrednost 1. Za svaki tretman i za svaku vremensku tačku 

sakupljeno je i zamrzavano po 5 biljaka gajenih u jednom staklenom sudu, a koje su 

predstavljale jedan uzorak. Ceo eksperiment je urađen u dva nezavisna biološka 

ponavljanja. 

 

3.7.2. Analiza ekspresije gena koji učestvuju u odbrambenom odgovoru krompira 

Nivo ekspresije odabranih gena praćen je metodom kvantitativne reakcije lančanog 

umnožavanja (qPCR; eng. Quantitative Polymerase Chain Reaction), nakon što su 

prethodno svi iRNK (informacioni RNK) molekuli prevedeni u reakciji reverzne 

transkripcije (RT) u cDNK (komplementarne DNK) molekule. Praćenjem amplifikacije 

željenih sekvenci, korišćenjem gen specifičnih prajmera, u realnom vremenu utvrđen je 

indukcije ekspresije analiziranih gena nakon delovanja etarskog ulja. 

 

3.7.2.1. Izolacija ukupnih RNK 

Za izolaciju ukupnih RNK korišćeno je oko 150mg nadzemnih delova krompira koji je 

prethodno bio izložen delovanju etarskog ulja tokom različitih vremenskih perioda. 

Materijal je mehanički usitnjen u sterilnim avanima uz pomoć tečnog azota. Izolacija je 

vršena pomoću kita RNeasy Plant Mini Kit (Qiagen, Hilden, Nemačka) po protokolu 

proizvođača, koji je uključivao i tretman DNazom (RNase-Free DNase; Qiagen). 

Izolacija je započeta liziranjem usitnjenog materijala u sterilnoj tubici pomoću 450 µL RLT 

pufera, u koji je prethodno dodat ß-merkaptoetanol u odnosu 1:100 (v:v). Da bi se biljni 

sadržaj što bolje razgradio sadržaj tubice je inkubiran u vodenom kupatilu na temperaturi 

od 56°C, 3 minuta. Uzorak je zatim prebačen u QIAshredder spin kolone i centrifugiran 3 

minna 14000×g. Supernatant je prebačen u novu ependorf tubicu, a zatim je dodato 250 µL 

apsolutnog etanola radi precipitacije RNK. Ova smeša je potom prebačena u RNase spin 

kolonu smeštenu u nove ependorf tubice od 2 mL. Centrifugiranjem u trajanju od 15 s na 

10000 × g obezbeđeno je razdvajanje i vezivanje RNK za membranu kolone, kao i 
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uklanjanje većeg dela DNK koji se odbacuje zajedno sa supernatantom.  RNase spin kolona 

je premeštena u novu ependorf tubicu i membrana je isprana RW1 puferom 

centrifugiranjem na 10000 ×g u trajanju od 15 s. Nakon ovog koraka uključen je i dodatni 

tretman DNazom, koja se nanosi direktno na membranu RNeasy spin kolone. Nakon 15 

minuta inkubacije sa DNazom nastavljeno je ispiranje RPE puferom. RNase spin kolone sa 

RNK molekulima precipitiranim na membranama prebačene su u kolekcione tubice i 

izvršeno je spiranje i rastvaranje RNK u 60 µL RNase-free vode. 

Koncentracija ukupnih izolovanih RNK određena je spektrofotometrijski, merenjem 

apsorbance na 260 nm i izračunata prema formuli: 

c(μg/mL) = A260× 40 × 100 

gde je 

A260 – apsorbanca RNK na 260 nm 

40 µg/µL – koncentracija jednolančane RNK pri A260 = 1  

100 – faktor razblaženja 

 

Integritet izolovanih RNK je procenjen elektroforetskim razdvajanjem 1 µg izolovanih 

RNK na 1,2% TBE (45 mM Tris-borat i 1 mM EDTA) agaroznom gelu, prema standardnoj 

proceduri (Sambrook i sar. 1989). Nakon razdvajanja u kadici za horizontalnu elektroforezu 

BlueMarine 100 (Serva electrophoresis GmbH, Velika Britanija) u TBE puferu sa 

dodatkom 0,5 µg/mL etidijum-bromida (Valeant Pharmaceuticals, Montreal, Kanada) 

vizuelizacija RNK traka je izvršena posmatranjem pod UV svetlom na transiluminatoru 

(UltraLum Inc, Gel Exlorer, Exton, PA). 

Nakon odredjivanja koncentracije i provere kvaliteta RNK izolati su čuvani na -80°C do 

trenutka daljeg korišćenja. 
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3.7.2.2. Reverzna transkripcija RNK molekula (RT)  

Za prevođenje iRNK molekula u cDNK korišćen je GeneAmp® Gold RNA PCR Reagent 

Kit (Applied Biosystems, Foster City, CA, SAD). U svaku reakciju unošeno je 200 ng 

ukupnih izolovanih RNK. Za svaku reakciju koja se odvijala u zapremini od 20 µL 

dodavano je 4 µL 5×RT pufera, 2 µL MgCl2 (25mM), 2 µL dNTP miksa (finalna 

koncentracija svakog 1 mM), 2 µL DTT (finalna koncentracija 10 mM), 0,5 µL oligo-dT 

prajmera koncentracije 1,25 mM, 0,5 µL rekombinantnog inhibitora RNaza (20 U/µL), 0,3 

µL MultiScribe® transcriptaze (finalna koncentracija 0,75 U/μL), 2 µL ukupnih RNK 

koncentracije 0,1 µg/µL i 6,7 µL H2O. Reakcija reverzne transkripcije se odvijala u dva 

koraka na 25ºC tokom 10 min i zatim na 42ºC, 12 min u aparatu Mastercycler® Nexus 

Gradient (Eppendorf, Hamburg, Nemačka). 

 

3.7.2.3. Kvantitativna PCR reakcija (qPCR) 

Za određivanje nivoa ekspresije ispitivanih gena korišćena je qPCR metoda. Sastav 

reakcione smeše koncipiran je po uputstvu proizvođača korišćenog kita - Maxima SYBR 

Green/Rox qPCR Master Mix (Thermo Scientific) a korišćeni su prajmeri specifični za 

analizirane gene (Tabela 5). Maxima SYBR Green/ROX Master Mix sadržiflourescentnu 

boju SYBR Green I koja omogućuje detekciju i analizu DNK molekulau vremenu. ROX 

boja je pasivna referentna fluorescentna boja kojom se normalizuju varijacije između 

reakcija i eventualne greške pri pipetiranju jer se ne vezuje za DNK i ima konstantnu 

fluorescenciju tokom reakcije. 

Reakciona smeša finalne zapremine 25 µL sadržala je 12,5 µL SYBR Master Mixa, po 1,5 

µL F i R prajmera (Tabela 5), 1 µL cDNK (za PoAc58 i StPIN1) ili 2,5 µL cDNK (za ostale 

ispitivane gene)  i 7 µL H2O. 

Pored cDNK ispitivanih uzoraka dobijene nakon RT reakcije, na svaku pločicu postavljana 

je i negativna kontrola (NTC; eng. Non Template Control), koja je umesto cDNK sadržala 
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2,5 μL H2O. Sve reakcije su rađene u tri tehnička ponavljanja u mašini ABI PRISM 7000 

Sequence Detection System (Applied Biosystems). 

 
Tabela 5. Sekvence prajmera korišćenih za PCR i qPCR amplifikaciju. 

Gen Prajmer 5’-3’sekvenca Referenca 

PoAc58 F TGTTGGACTCTGGTGATGGTG Raspor et al. (2012) 

 R AGTAACCACGCTCAGTGAGGA 

PAL1 F TTGCACAAGTTGCATCCATT Derksen et al. (2013) 

 R AAGAGCACCACCATTTTTGG 

PR-2 F ATTTGGTGCCACACAAGACA Derksen et al. (2013) 

 R TTGGGGAAAACAATCCAAAA 

PR-5 F AGCGTTTTCAGCCAAAGTGT Derksen et al. (2013) 

 R ATTGTCCCTTCACGGTATGG 

Pin2 F CATCTTCTGGATTGCCCA  Kawazu et al. (2012) 

 R ACACACAACTTGATGCCCAC 

 

Sve reakcije su započinjale početnom denaturacijom cDNK na 95°C (5 min) a zatim je 

sledilo 40 ciklusa koji su se sastojali od denaturacije na 95°C tokom 30 s, vezivanja 

prajmera na 60 °C tokom 1 min i ekstenzije na 72°C tokom 1 min. Po završetku 40. ciklusa 

sledila je finalna ekstenzija na 72°C tokom 10 min i analiza krive topljenja. Analiza krive 

topljenja je poslužila za analizu specifičnosti amplifikacije odgovarajućih gena kod 

ispitivanih uzoraka. 

Kako bi se odredila efikasnost qPCR reakcije, za svaki par korišćenih prajmera napravljene 

su standardne krive pomoću serije razblaženja nekog od uzoraka.  
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3.7.3. Detekcija isparljivih organskih jedinjenja uređajem PTR-MS 

Detekcija isparljivih organskih jedinjenja (VOC) prisutnih u atmosferi staklenih posuda u 

kojima je gajen krompir vršena je uređajem Proton Transfer Reaction-Mass Spectrometry 

(PTR-MS) (Ionicon, Analytik, Innsbruck, Austria). Metoda iskorišćena u ovom uređaju 

zasnovana je na reakciji hemijske jonizacije u kojoj dolazi do transfera protona sa 

primarnih jona H3O+ na molekule VOC. Detekcioni sistem uređaja čini kvadrupol, koji vrši 

kvantifikaciju protonizovanih molekula organskih jedinjenja [M+1]+ čiji je afinitet prema 

protonu veći od afiniteta prema protonu molekula vode. Najveća prednost ove metode u 

odnosu na komplementarne je mogućnost merenja koncentracija u realnom vremenu bez 

prethodne pripreme uzorka, dok su ostale karakteristike samog uređaja velika osetljivost 

(preko 2500 cps ppb-1) i nizak prag detekcije (od nekoliko ppq do nekoliko desetina ppt). 

Kao nedostatak ove metode najčešće se navodi nemogućnost razdvajanja izobarnih 

jedinjenja, što je tokom primene metode u ovom eksperimentu prevaziđeno identifikacijom 

grupe jedinjenja za koje je od ranije poznato da se detektuju na određenoj masi (pri čemu 

svaka grupa predstavlja skup isparljivih hemijskih jedinjenja sa približno istom masom). 

U pilot eksperimentu realizovanom u Laboratoriji za fiziku životne sredine u Institutu za 

fiziku u Beogradu, vršeno je merenja koncentracija VOC koji se detektuju na 

protonizovanim masama m/z (135,00'; 153,00'; 155,00' i 195,00') tokom tokom 72 sata. 

Korišćen je MID mod uređaja, pri čemu je vreme trajanja ciklusa bilo oko 10 s. Snimanje je 

rađeno u protočnom režimu, pri čemu je na početku eksperimenta na jedan od dva otvora na 

poklopcu teglice prvo “ukopčan” inlet uređaja, a odmah nakon toga na drugi otvor je 

prikačeno crevo sa protokom nultog gasa (sinteticki vazduh VOC-free; protok vazduha 50 

sccm). Ostali parametri uređaja tokom snimanja bili su: pritisak 2,19 mbar u reakcionoj 

komori i 3,5 × 10-5 mbar u detekcionoj komori, temperature inleta i drift bile su 60°C, dok 

je odbroj H3O+ jona bio 3,37 × 106 cps. 
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3.7.4.  Analiza aktivnosti katalaza kod krompira tokom izlaganja etarskom ulju 

Uporedo sa analizom ekspresije gena koji učestvuju u odbrambenom odgovoru, kod 

krompira gajenog in vitro praćena je i aktivnost enzima antioksidativne zaštite, katalaza, da 

bi se utvrdio nivo stresa koji je indukovan u biljkama krompira nakon izlaganja etarskom 

ulju.  

 

3.7.4.1. Izolacija proteina 

Ukupni solubilni proteini su izolovani iz biljaka gajenih u uslovima opisanim u odeljku 

3.7.1. i koje su nakon prikupljanja trenutno zamrznute u tečnom azotu i čuvane na na -

80°C. Smrzuto biljno tkivo je mehanički usitnjeno u  tečnom azotu do finog praha a zatim 

je dodat hladni ekstrakcioni pufer u odnosu 2:1 (v/w). Ekstrakcioni pufer je sadržao 50 mM 

Tris-HCl (pH 7,6), 10 mM etilendiamintetrasirćetnu kiselinu (EDTA) (pH 8), 1 mM 

ditiotreitol (DTT), 1 mM fenilmetilsulfonil fluorid (PMSF), 10% (v/v) glicerol i 5% (w/v) 

polivilnilpirolidon (PVP). Uzorci su nakon ekstrakcije centrifugirani na 12000 × g, tokom 

10 minuta na +4°C. Supernatant je prebačen u nove tubice a zatim ponovo centrifugiran 

pod istim uslovima. Dobijeni ekstrakt je podeljen u alikvote i korišćen za dalje analize. 

Koncentracija ukupnih proteina je određena spektrofotometrijski pomoću BSA (eng. 

Bovine Serum Albumin) proteinskog standarda, na talasnoj dužini od  595 nm (Bradford, 

1976).  

 

3.7.4.2. Denaturišuća elektroforeza (SDS-PAGE) i imunodetekcija proteina 

Izolovani proteini su pomešani sa puferom za uzorke (eng. Sample Buffer, SB; Laemmli, 

1970) u odnosu 1:1 (v/v), koji je sadržao 62 mM Tris-HCl (pH 6,8); 2,5% (w/v) boje brom-

fenol-plavo (BPB); 2% (w/v) Na-dodecil-sulfata (SDS); 10% (v/v) glicerola i 0,5% (v/v) β - 

merkaptoetanola. Nakon dodavanja SB uzorci su inkubirani tokom 5 min na 95°C, a zatim 

kratko ohlađeni na +4°C i centrifugirani 3 min na 12000 × g. 
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Denaturišućom SDS-PAGE elektroforezom (eng. SDS-polyacrilamide gel electrophoresis) 

izvršeno je razdvajanje proteina na poliakrilamidnom gelu koji se sastojao od 7% gela za 

razdvajanje (eng. separating gel) i 4% gela za koncentrovanje (eng. stacking gel). Na 

gelove su nanošene jednake zapremine uzoraka sa po 10 μg ukupnih  proteina. Proteini su 

razdvajani na 120V tokom 2 sata u puferu za transfer (TB; eng. Transfer Buffer,) u 

aparaturi za vertikalnu elektroforezu Blue Vertical 102 (Serva Electrophoresis, Gmbh, 

Nemačka). TB pufer je sadržao 25 mM Tris, 192 mM glicin i 0,1% SDS (w/v). Za 

određivanje molekulske mase proteina korišćen je obojeni proteinski marker opsega 10-260 

kDa (Spectra Multicolor Broad Range Protein Ladder, 10-260 kDa, Fermentas). Nakon 

elektroforeze jedan gel je korišćen za bojenje ukupnih proteina, a drugi za detekciju 

specifičnih proteina imuno blot metodom. 

Za bojenje ukupnih proteina gel je inkubiran u rastvoru boje tokom 45 minuta. Ovaj rastvor 

je sadržao 0,2% (w/v) Coomassie Brilliant Blue boje, 50% (v/v) metanola i 10% (v/v) 

glacijalne sirćetne kiseline.Nakon toga gel se obezbojava u PDS rastvoru (eng. Protein 

Destaining Solution).PDS rastvor je sadržao 15% (v/v) metanola i 7% (v/v) glacijalne 

sirćetne kiseline. 

Za detekciju specifičnih proteina imuno blot (eng. Immunoblotting)metodom izvršen je 

elektrotransfer proteina sa poliakrilamidnog gela na PVDF (eng. polyvivinylidene 

difluoride) membranu (Bio-Rad, SAD). Elektrotransfer je izvršen na 120V tokom 60min u 

TB puferu koji je sadržao 25 mM Tris-HCl i 192 mM glicin. Po završetku elektrotansfera, 

membrana je blokirana u 10% rastvoru nemasnog mleka (eng. Non fat dry milk; NFDM; 

Nestle, SAD) i T-PBS pufera(PBS pufer + 0.05% Tween-20). PBS pufer (eng. Phosphate - 

Buffered Saline) je sadržao 80 g/L NaCl; 2 g/L KCl; 26,8 g/L Na2HPO4 x 7H2O i 2,4 g/L 

KH2PO4. Membrana je inkubirana preko noći u 10% rastvoru nemasnog mleka u T-PBS 

puferu, na +4°C.  

Sledećeg dana membrane su ispirane u T-PBS (2 x 1 min) a zatim inkubirane u rastvorima 

primarnih antitela, uz blago mešanje, tokom 2 sata na sobnoj temperaturi.  
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Za imunodetekciju CAT korišćena su poliklonalna antitela dobijena imunizacijom miša 

(Anti-Rabbit Catalase, kat. br. ab1877; Abcam, SAD) rastvorena u T-PBS puferu koji je 

sadržao 5% NFDM, u odnosu 1:1000 (v:v). 

Sve membrane korišćene za imunodetekciju specifičnih proteina su nakon inkubacije u 

rastvorima primarnih antitela ispirane 2 × 1 min i 3 × 10 min u T-PBS puferu. Membrane 

su zatim inkubirane u rastvoru sekundarnih antitela tokom 2 sata, na sobnoj temperaturi. 

U radu su korišćena komercijalna sekundarna antitela, koja su konjugovana sa 

peroksidazom iz rena (Goat Anti-Rabbit IgG-HRP, kat. br. A0545; Sigma Aldrich, St. 

Louis, SAD) rastvorena u T-PBS puferu koji sadrži 5% NFDM, u odnosu 1:20000 (v:v). 

Nakon inkubacije u rastvoru sekundarnih antitela sve membrane za imunodetekciju su 

ispirane u T-PBS puferu, 2 × 1 min a zatim 3 × 10 min. Po završetku ispiranja u puferu 

membrane su inkubirane 5 min u ECL (eng. Enhanced Chemiluminescence) detekcionom 

reagensu koji je sadržao 0,2 mM p-kumarnu kiselinu, 1,25 mM 3-amino ftalidrazid 

(luminol) i 30% (v/v) H2O2 u 100 mM Tris-HCl puferu (pH 8,5).   

 

3.7.4.3. Nativna elektroforeza (Native PAGE) 

Nativnom elektroforezom izvršeno je razdvajanje enzimskih izoformi na diskontinuiranim 

poliakrilamidnim gelovima koji se se  sastojali od  10% gela za razdvajanje i 4% gela za 

koncentrovanje. Razdvajanje proteina je vršeno korišćenjem Mini-Protean Tetra Cell 

sistema (Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA, SAD) tokom 150 min na +4°C pri voltaži od 

120 V, u Tris-glicin TB pH 8,3 (25 mM Tris, 192 mM glicin) (Laemmli, 1970). Na gelove 

su nanošene jednake zapremine uzoraka sa po 10 μg ukupnih proteina. Nakon razdvajanja 

izoformi na gelovima, pomoću specifičnog bojenja detektovana je aktivnost CAT. 

Aktivnost CAT detektovana je metodom koju su opisali Woodbury i sar. (1971). Gelovi su 

inkubirani 10 min u 0,01% (v/v) rastvoru H2O2, zatim su kratko isprani destilovanom 

vodom i inkubirani su još 10 min u rastvoru za bojenje koji je sadržao 0,123 mM 

gvožđe(III)-hlorid (FeCl3) i 0,061 mM kalijum-heksacijanoferat(III) [K3Fe(CN)6]. 

Novonastalo jedinjenje KFeIII(FeII(CN)6) boji gel plavo-zeleno a na mestima na gelu gde je 
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prisutna CAT dolazi do degradacije H2O2 što uzrokuje pojavljivanje bezbojnih traka. 

Reakcija se zaustavlja ispiranjem gela destilovanom vodom u trenutku kada se trake 

najbolje uočavaju. 

 

3.7.4.4. Spektrofotometrijsko određivanje aktivnosti CAT 

Za određivanje aktivnosti CAT korišćena je metoda koju je opisao Aebi (1984). 

Spektrofotometrijski (Agilent 8453) je praćena kinetikapotrošnje H2O2 u reakcionoj smeši 

na 240 nm. Reakciona smeša (1 mL) se sastojala od 50 mM Na-K-fosfatnog pufera i 10 μL 

proteinskog izolata. Reakcija počinje dodavanjem 0,07% (v/v) H2O2. Aktivnost CAT je 

izračunava prema jednačini: 

U

K
CAT V

VAA
A

×
××∆−∆

=
0436.0

1000)( 0  

∆A – promena apsorbance u minuti [1/(min x cm)] 

∆A0 – promena apsorbance blank rastvora u minuti [1/(min x cm)] 

VK – zapremina reakcione smeše (mL) 

VU – zapremina uzorka (mL) 

0,0436 – milimolarni ekstikcioni koeficijent H2O2 na 240 nm [1/mMx cm)]. 

 

Specifična CAT aktivnost se izražava u jedinicama (U) koje predstavljaju broj μmol H 2O2 

koji se razgradi u min (μmol/min).  

Specifična aktivnost CAT je izražena kao brojjedinica enzimske aktivnosti (U) po mg 

solubilnih proteina. Rezultati su za svaku pojedinačnu vremensku tačku predstavljeni 

relativno u odnosu na aktivnosti dobijene u kontrolnim uzorcima tretiranim čistim 

metanolom kojima je dodeljena vrednost 1. Prikazane vrednosti su izražene kao srednja 

vrednost dva biološka ponavljanja za svaki uzorak.  
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3.8. Statistička analiza podataka 

Za analizu podataka u svim eksperimentima određene su srednje vrednosti i standardne 

greške (±SE) a vrednosti su poređene jednofaktorsko analizom varijanse (ANOVA). Kod 

vrednosti izraženih u procentima pri jednofaktorskoj analizi varijanse izvršena je arkus-

sinus transformacija vrednosti. Nakon jednofaktorske analize varijanse, za specifična 

poređenja između eksperimentalnih grupa primenjeni su post hoc LSD ili Dankanov test na 

nivou značajnosti 0,05. Pirsonovi koeficijenti korelacije (R) (eng. Pearson’s correlation 

coeficients) su izračunati između ukupnog sadržajafenolnih komponenti sa jedne i rezultata 

antioksidativnih testova sa druge strane. Statistička obrada podataka izvršena je uz pomoć 

softverskog paketa Statistica 7.0. (StatSoft, Inc). 

U biotesu sa larvama gubara za procenu značajnosti razlika indeksa rasta i ishrane kod 

gusenica gajenih na veštačkoj hrani sa dodacima rastvora etarskog ulja korišćena je 

jednofaktorskaanaliza kovarijanse (ANCOVA). Kao zavisno promenjive u jednofaktorskoj 

analizi kovarijanse korišćeni su brojioci iz formula Waldbauer-a (1968) za izračunavanje 

indeksa rasta i ishrane prema formulama. Kao zavisno promenjiva za relativnu brzinu rasta 

(RGR) je korišćena prosečna promena mase po danu, za relativnu brzinu konzumacije 

hrane (RCR) korišćena je masa konzumirane hrane po danu, za efikasnost asimilacije (AD) 

korišćena je razlika u masi konzumirane hrane i ekskrementa, odnosno masa asimilovane 

hrane, dok je zaefikasnost konverzije unete hrane (ECI) i efikasnosti konverzije svarene 

hrane (ECD) kao zavisno promenjiva korišćena razlika u masi gusenica na kraju ogleda i 

početne mase gusenica. Imenioci iz fromula Waldbauer-a su u jednofaktorskoj analizi 

kovarijanse korišćeni kao kovarijati. Za relativnu brzinu rasta (RGR) i relativnu brzinu 

konzumacije hrane (RCR) kao kovarijat je korišćena početna masa gusenica. Za efikasnost 

asimilacije (AD) i  efikasnosti konverzije unete hrane (ECI) kao kovarijat je korišćena 

masa konzumirane hrane a za efikasnost konverzije svarene hrane (ECD) kao kovarijat je 

korišćena masa asimilovane hrane (Raubenheimer and Simpson, 1992). Jednofaktorska 

analiza kovarijanse i poređenje srednjih vrednosti između eksperimentalnih grupa  

Dankanovim post hoc testom na nivou značajnosti 0,05 računati su na transformisanim 

vrednostima, za parametre RGR i RCR po formuli (√x + 0.5) a za parametre AD, ECI i 

ECD po formuli (asin(√x)). 
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4. REZULTATI 

4.1. Ispitivanje mikromorfologije polena 

Polenova zrna T. vulgare ispitivana pomoću SEM mogu se opisati kao sferoidna, radijalno 

simetrična, izopolarna sa tri klicine brazde ili kolpe. U polarnom prikazu oblik polena je 

sferoidan, dok je u ekvatorijalnom prikazu sferoidan do blago eliptičan (Slika 4.1.). 

Prosečna dužina polenovog zrna (polarni prikaz) iznosila je 24,32 ± 1,12 μm dok je 

prosečna širina (ekvatorijalni prikaz) bila 20,04 ± 0,98 μm. Odnos širine i dužine iznosio je 

0,94. Kolpe su postavljene meridijalno duž polenovog zrna i u njihovom centru se nalazi po 

jedna pora (apertura) koja nije uvek jasno vidljiva (Slika 4.1. A i B). 

Ispitivanje ornamentacije egzine pokazalo je da se polenova zrna T. vulgare karakterišu 

mikroretikualrno-perforiranom egzinom sa karakterističnim bodljama, sa 1-3 perforacijena 

1 μm2 egzine (Slika 4.1. C). Bodlje su konkavne sa proširenom osnovom a prosečna visina 

bodlji iznosila je 2,72 ± 0,29 μm. 

 

Slika 4.1. SEM mikrografije polenovih zrna T. vulgare (A i B) sa detaljima ornamentacije 
egzine (C). 

 

4.2. Ispitivanje vijabilnosti i klijavosti polena in vitro 

Vijabilnost polena T. vulgare je utvrđena metodom histološkog bojenja fluorescein- 

diacetatom (FDA). Analizirano je 600 polenovih zrna koja su pokazala visok stepen 

vijabilnosti nakon bojenja. Procenat vijabilnih polenovih zrna iznosio je 87%. Vijabilna 
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polenova zrna su na fluorescentnom mikroskopu intezivno fluorescirala zelenom bojom 

(Slika 4.2. A). 

 

Slika 4.2. Vijabilna polenova zrna posmatrana na fluorescentnom mikroskopu (A), klijala 
polenova zrna posmatrana na SEM (B) i svetlosnom mikroskopu (C). 

 

Klijavost polena in vitro na agaro-saharoznoj podlozi je pouzdana metoda za određivanje 

vitalnosti polena. Procenat isklijalih polenovih zrna određivan je posle 15 i 24 h od 

postavljanja na podlogu sa različitim procentom saharoze (0; 1; 5; 10; 20 i 30%).  

Efekat saharoze u podlozi na klijanje polena je varirao je u zavisnosti od koncentracije i 

proteklog vremena inkubacije (Slika 4.3.A). Rezultati su pokazali da procenat isklijalih 

polenovih zrna raste sa porastom koncentracije saharoze u podlozi, te je broj isklijalih 

polenovih zrna na podlozi sa 30% saharoze bio oko 8 puta veći nego na kontrolnoj podlozi 

koja nije sadržala saharozu. Takođe, pokazano je i da se procenat klijavosti povećava 

ukoliko je inkubacija produžena. Tako je najveći procenat isklijalih polenovih zrna od 87% 

zabeležen posle 24 h na podlozi sa 30% saharoze. 
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Slika 4.3. Klijavost polena in vitro. (A) Zavisnost klijanja polena od koncentracije saharoze 
u hranljivoj podlozi, (B) rast polenove cevi na hranljivim podlogama sa  različitom 
koncentracijom saharoze.   

 

Nakon isklijavanja tokom 24 h praćen je i rast polenove cevi i to nakon 15, 18, 21 i 24 h od 

postavljanja na podlogu sa različitim sadržajem saharoze (Slika 4.3.B). Povećanje 

koncentracije saharozeu podlozi, kao i vreme inkubacije pozitivnosu uticali i na rast 
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polenove cevi. Najduže polenove cevi izmerene su nakon 24 h na podlozi sa 30% saharoze 

(oko 200 μm).  

4.3. Gajenje biljaka in vitro 

Semena  T.vulgare dobijena sa biljaka prikupljenih iz prirode klijala su u velikom procentu 

(Slika 4.4.). Nakon 15 dana na BM bez BRR isklijalo je čak je 97,8% semena postavljenih 

na hranljivu podlogu. 

 

 

Slika 4.4. Isklijano seme T. vulgare posmatrano pod binokulranom lupom (A), klijanci (B).  

 

Radi multiplikacije izdanaka, apikalni odsečci biljaka koje su se razvile iz klijanaca gajeni 

su tokom 4 nedelje na medijumu za umnožavanje koji je sadržavao BAP u koncentracijama 

0; 0,1; 0,2; 0,5 i 1 mg/L. Različite koncentracije BAP su značajno uticale na izduživanje 

osnovnog izdanka, ali i na indeks multiplikacije, odnosno prosečan broj novih izdanaka 

(Slika 4.5.).  

Različite koncentracije BAP u hranljivoj podlozi značajno su uticale na izduživanje 

osnovnog izdanka i to tako što je povećanje koncentracije BAP u hranljivoj podlozi dovelo 

do redukcije rastenja izdanka (Slika 4.5.A i B). Prosečna dužina osnovnog izdanaka je bila 

najveća kod biljaka koje su gajene na kontrolnoj hranljivoj podlozi bez BRR i iznosila je 

48,54 mm. Već pri najnižoj primenjenoj koncentraciji od 0.1 mg/L BAP došlo je do 
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značajnog usporavanja rastenja i biljke su nakon 4 nedelje imale čak za više od 50% niže 

stablo u odnosu na biljke rasle na podlozi bez BAP (26,98 mm). 

 

 

Slika 4.5. Izduživanje i multiplikacija izdanaka T. vulgare. (A) Dužina osnovnog izdanka, 
(B) izgled i (C) indeks multiplikacije izdanaka T. vulgare na podlogama sa različitom 
koncentracijom BAP.  
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Sa povećavanjem koncentracije BAP u podlozi od 0,2 do 1 mg/L dužina glavnog izdanka 

se nije značajno menjala te su glavni izdanci biljaka na podlozi sa 1mg/L BAP bili dugi u 

proseku 17 mm. Osim usporavanja izduživanja, BAP prisutan u podlozi je značajno uticao i 

na multiplikaciju izdanaka T. vulgare (Slika 4.5.A i C). Suprotno od izduživanja, BAP je 

pospešivao multiplikaciju te su se sa dodatkom ovog BRR pojavile i razvijale bočne grane 

kojih kod kontrolnih biljaka nije bilo (Slika 4.5.C). Biljke gajene ne podlozi obogaćenoj sa 

0,1 mg/L BAP imale su indeks multiplikacije od 1,25 dok je kod biljaka gajenih na podlozi 

sa 0,2 mg/L BAP indeks multiplikacije skoro dupliran i iznosio je 2,16. Najvećim indeksom 

multiplikacije odlikovale su se biljke gajene na hranljivoj podlozi sa 0,5 mg/L BAP (4,22). 

Na umnoženim izdancima dalje je testirana sposobnost ožiljavanja (Slika 4.6.). Izdanci su 

postavljeni na hranljive podloge koje su sadržale IBA u koncentracijama 0; 0,2 i 0,5 mg/L. 

Pokazano je da je dodavanje IBA u hranljivu podlogu značajno uticalo na rast korena tek 

pri višim koncentracijama (Slika 4.6. A i B). Tako su biljke gajene na hranljivoj podlozi 

bez BRR imale najduži koren (94,7 mm), dok je prosečna dužina korena kod biljaka 

gejenih na hranljivoj podlozi sa 0,2 mg/L IBA bila slična i iznosila je 92,6 mm. Do 

statistički značajnog smanjenja prosečne dužine korena došlo je tek kod biljaka gajenih na 

podlozi sa 0,5 mg/L IBA (82,1 mm).  

Nakon 4 nedelje gajenja, različite koncentracije IBA u podlozi su značajno uticale i na  

prosečan broj korenova po biljci (Slika 4.6. B i C). Ali dok je izlaganje IBA-i smanjivalo 

dužinu korena, prisustvo ovog BRR je pospešivalo formiranje korenova. Biljke gajene na 

hranljivoj podlozi bez BRR imale su najmanji prosečan broj sa oko 7 korenova po biljci. 

Dodavanjem IBA broj korenova po biljci se statistički značajno povećao, te je na hranljivoj 

podlozi obogaćenoj sa 0,2 mg/L IBA iznosio 8,44 a na podlozi sa 0,5 mg/L IBA 7,97.  
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Slika 4.6. Izduživanje korena i ožiljavanje izdanaka T. vulgare. (A) Dužina osnovnog 
korena, (B) izgled i (C) indeks ožiljavanja izdanaka T. vulgare na podlogama sa različitom 
koncentracijom IBA.  
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Sa biljaka gajenih na hranljivoj podlozi bez BRR skidani su korenovi i postavljani u tečnu 

MS½ hranljivu podlogu obogaćenu sa 0; 0,1; 0,2; 0,5 i 1 mg/L IBA u cilju uspostavljanja 

kulture korenova. Nakon 4 nedelje gajenja merena je sveža masa korenova, a posle7 dana i 

suva masa. Dok su korenovi gajeni na tečnoj hranljivoj podlozi bez BRR imali prosečnu 

masu od 1,2 g dodavanje IBA u tečnu hranljivu podlogu značajno je uticalo na prirast mase 

gajenih korenova (Slika 4.7.A i B). Već na 0,1 mg/L IBA prosečna masa korenova bila je 

skoro 2 puta veća i iznosila je 2,18 g. Sa daljim povećanjem koncentracije ovog BRR masa 

korenova se i dalje povećavala (2,69 g na 0,2 mg/L IBA i 0,5 mg/L IBA) Korenovi T. 

vulgare su najviše povećali svoju biomasu rastući u tečnom medijumu sa dodatkom 1 mg/L 

IBA i nakon 4 nedelje gajenja njihova masa je bila 3,49 g što je predstavljalo povećanje od 

skoro 3,5 puta u odnosu na masu korenova raslih bez dodatka IBA.  

Nakon perioda sušenja na sobnoj temperaturi u trajanju od 7 dana korenovi su smanjili 

masu i to 6 puta na podlozi bez IBA a od 8 (0,1 mg/L IBA) do skoro 10 puta (na svim 

ostalim koncentracijama IBA) (Slika 4.7.B i C). Masa suvih korenova je bila najniža kod 

korenova gajenih na hranljivoj podlozi bez BRR (0,2 g), a najviša kod onih gajenih na 1 

mg/L IBA (0,38 g). 
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Slika 4.7. Kultura korenovaT. vulgare. (A) Sveža masa, (B) izgled i (C) suva masa 
korenova T. vulgare gajenih 4 nedelje na podlogama sa različitom koncentracijom IBA.  
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4.4. Mikromorfološka i histološka analiza lista i karakterizacija sekundarnih 

metabolita biljaka gajenih in vitro 

Radi morfološke i histološke karakterizacije lista in vitro gajenih biljaka T.vulgare, kao i 

karakterizacije sekretornih struktura i sekundarnih metabolita izvršene su analize uz pomoć 

skenirajućeg elektronskog mikroskopa, svetlosnog mikroskopa, binokularne lupe i 

odgovarajućih histohemijskih bojenja.  

 

4.4.1.  Mikromorfološka analiza lista T. vulgare binokularnom lupom i skenirajućom 

 elektronskom mikroskopijom 

Listovi T. vulgare su naizmenični, dvostruko perasto deljeni sa nazubljenim ivicama (Slika 

4.8.). Abaksijalna i adaksijalna površina lista prekrivene su glandularnim (žlezdanim) i 

neglandularnim (mehaničkim) trihomama (Slika 4.8.). 

Obe vrste trihoma su raspoređene i duž stabljike ali u ređoj distribuciji. Neglandularne 

trihome su dugačke, izuvijane i gušće raspoređene na abaksijalnoj površini lista. Ova 

površina lista poseduje epidermis sa naglašenijim karakterističnim naborima. Na mlađim 

listovima trihome su gusto raspoređene jedna do druge jer njihov broj ostaje stalan i kod 

lista u zrelom stadijumu. Žlezdane trihome su biserijatnog tipa. Na obe površine pored 

žlezdanih i mehaničkih trihoma jasno su uočljive i stome (Slika 4.8., E i F). 
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Slika 4.8. List T. vulgare posmatran binokularnom lupomi skenirajućim elektronskim 
mikroskopom.  (A) lice i (B) naličje lista posmatrano binokarnom lupom; elektronske 
mikrografije (C) lica; (D) naličja lista; (E) indumentum lica sa vidljivim glandularnim i 
mehaničkim trihomama; (F) indumentum naličja sa vidljivim glandularnim i mehaničkim 
trihomama; (G) glandularna biserijatna trihoma sa sekrecionim sadržajem; (H) glandularna 
biserijatna trihoma bez sekrecionog sadržaja. 
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4.4.2. Histološka analiza lista svetlosnom mikroskopijom 

Na poprečnom preseku in vitro gajenog lista T. vulgare jasno se uočavaju ćelije gornjeg i 

donjeg epidermisa kao i palisadni i sunđerasti mezofil (Slika 4.9). Ćelije epidermisa su 

pravougaonog oblika, gusto zbijene sa tankom kutikulom. U nivou gornjeg i donjeg 

epidermalnog sloja vidljive su i stomine ćelije. U centralnom nervu lista nalazi se 

kolateralni zatvoreni provodni snopić. Fotosintetičko tkivo je zastupljeno sa 1-2 sloja 

palisadnog tkiva i 2-3 sloja rastresitog sunđerastog tkiva. 

 

 

Slika 4.9. Poprečni presek lista T. vulgare. (A-C). CN-centralni nerv; E-epidermis; P-
palisadni mezofil; S-sunđerasti mezofil; GT-glandularna trihoma. 

 

Na preseku lista uočene su mehaničke i glandularne trihome (Slika 4.9.). Mehaničke 

trihome su višećelijske. Biserijatne žlezdane trihome građene su od dve bazalne ćelije 

smeštene u epidermisu, dve kratke ćelije vrata i sekretorne glavice od 8 ćelija. 

 

4.4.3. Histohemijska bojenja za dokazivanje sekundarnih metabolita 

Listovi T. vulgare gajeni in vitro tretirani su različitim histohemijskim bojama u cilju 

dokazivanja prisustva i lokalizovanja lipida, terpena, fenola, tanina, polisaharida, pektina i 

alkaloida u glandularnim trihomama (Tabela 4.1.). 
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Tabela 4.1. Bojene reakcije glandularnih trihoma lista T. vulgare. 

Boja 
Ciljana 

komponenta 

Uočena 

obojenost 

Reakcija* 

Sekretorne 

ćelije 

Subkutikularni 

prostor 
Hematoksilen-

Sudan red 7B 

Ukupni lipidi Narandžasto do 

roze 

+ ++ 

Sudan black B Ukupni lipidi Tamno plava do 

crna 

++ ++ 

Sudan IV Ukupni lipidi - - - 

Nil blue A Kiseli i neutralni 

lipidi 

Plava 

Crvena 

- ++ 

NADI Terpeni Ljubičasto plava + ++ 

FeCl3 Fenolna jedinjenja - - - 

Toluidin blue Fenolna jedinjenja - - - 

PAS Neutralni 

polisaharidi 

Crvena + + 

Ruthenium red Pektin Roze + ++ 

Wagner  Alkaloidi Braon   

Lugol  Alkaloidi - - - 

Dragendorf Alkaloidi - - - 

Ellram Alkaloidi - - - 

* - negativna reakcija; + slaba pozitivna reakcija; ++ jaka pozitivna reakcija 

 

Na svežim presecima uočavaju se neobojene biserijatne trihome sa sekrecionim sadržajem 

u subkutikularnom prostoru (Slika 4.10.A). 

Prisustvo lipida u žlezdanim trihomima dokazano je koriscenjem hematoksilen-Sudan red 

testa i Sudan Black B boje. Ovi testovi su pokazali prisustvo lipida u sekretornim ćelijama i 

subkutikularnom prostoru. (Slika 4.10., B i C). 

Sekretorni produkt uocen u subkutikularnom prostoru boji se narandzasto-roze (Sudan 7B) 

ili svetlo do tamno plavo (Sudan black B)  (Slika 4.10. D). Žlezdane trihome nisu pokazale 
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pozitivnu reakciju na lipide bojenjem sa Sudan IV, kojom se boje ulja i slobodne masne 

kiseline. 

Primenom Nil blue A bojenja dobijena je pozitivna reakcijana prisustvo kiselih i neutralnih 

lipida. U sekretornim ćelijama detektovani su kiseli lipidi (plava boja) dok je u 

subkutikularnom prostoru dokazano prisustvo neutralnih lipida (crvena boja) (Slika 4.10., E 

i F). 

Terpeni u sekretornim ćelijama su identifikovani pomoći Nadi reagensa. Pozitivna reakcija 

na ovaj reagens ogledala se u plavoj do ljubičastoj boji kapljičnog i zrnastog materijala u 

subkutikularnom prostoru i u sekretornim ćelijama ukazujući na prisustvo etarskog ulja i 

smola (Slika 4.10., G i H).  

FeCl3 test i Toluidin Blue O su pokazali odsustvo fenola u zlezdanim trihomima T. vulgare. 

PAS reakcija za bojenje polisaharida bila je pozitivna. Ova reakcija se ogledala u purpurno-

crvenoj boji sekrecionog sadržaja koji ispunjava subkutikularni prostor kao i kapljica u 

samim sekretornim ćelijama (Slika 4.10., I i J).T akođe, ovom bojom su se obojili i 

nerastvorljivi ugljeni hidrati neglandularnih trihoma kao i polisaharidi drugih ćelija lista. 

Tretiranjem Ruthenium crvenom dobijena je slaba reakcija u sekretornim ćelijama 

žlezdanih trihoma. Pored toga ovom bojom su se obojile i mehaničke trihome što dokazuje 

prisustvo pektina u njihovoj strukturi. 
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Slika 4.10. Histohemijska karakterizacija žlezdanih trihoma T. vulgare. (A) neobojena 
biserijatna trihoma sa vidljivim subkutikularnim prostorom; (B i C) pozitivna reakcija na 
hematoksilen-Sudan red 7B bojenje; (D) pozitivna reakcija na Sudan black B bojenje; (E i 
F) pozitivna reakcija na Nil blue bojenje; (G i H) pozitivna reakcija na NADI bojenje, (I i J) 
pozitivna reakcija na PAS bojenje: (K i L) pozitivna reakcija na bojenje Wagner 
reagensom. Bar=10 µm. 
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Od bojenja korišćenih za detekciju alkaloida samo je bojenje Wagner reagensom dalo 

pozitivnu reakciju dok bojenja sa Lugol, Dragendorf i Ellram reagensom nisu ispoljila 

reakciju. Wagner reagens boji plavo skrob i saponine, braon alkaloide, proteine i celulozu 

dok u žuto boji pektin, kutin i kalozu. U pozitivnoj reakciji sa Wagner reagensom prisutne 

su sve tri obojenosti (Slika 4.10. K i L). 

Na svežim presecima listova T. vulgare koji su posmatrani fluorescentnim mikroskopom 

uočavala se plava autofluorescencija kapljičnog sadržaja unutar sekretornih ćelija (Slika 

4.10., M i N).  

 

4.5. Hemijski sastav etarskog ulja i metanolnih ekstrakata 

Etarsko ulje T. vulgare izolovano je iz herbe biljaka iz prirode kao i iz herbe biljaka gajenih 

in vitro. Metanolni ekstrakti su pripremani odvojeno iz listova, cvetova, stabla i korena 

biljaka iz prirode kao i herbe i korenova biljaka gajenih u uslovima in vitro.  

 

4.5.1. Identifikacija i kvantifikacija komponenti etarskog ulja  

Nakon hidrodestilacije prinos etarskog ulja biljaka iz prirode je bio 0.32% (v/w). Ulje je 

imalo bledo žutu boju i karakterističan miris. Gasno-masenom analizom detektovano je 65 

isparljivih komponenti koje su prikazane u Tabeli 4.2. 
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Tabela  4.2. Hemijski sastav etarskog ulja T. vulgare izolovanog iz herbe biljaka iz prirode. 

# Jedinjenje KI e KI l % m/m RRT CI 

1 cis-salven 845 847 0.02 0.360 1 

2 trans-salven 860      858 0.06 0.368 1 

3 triciklen 916 921 0.04 0.462 1 

4 α-tujen 922 924 0.10 0.470 2 

5 α-pinen 928 932 1.81 0.481 44 

6 kamfen 942 946 0.46 0.505 11 

7 tuja-2,4(10)-dien 949 953 0.03 0.515 1 

8 sabinen 969 969 0.18 0.545 4 

9 β-pinen 971 974 0.17 0.551 4 

10 dehidro-1,8-cineol 987 988 0.07 0.575 2 

11 mesitilen 993 994 0.06 0.580 1 

12 jomogi alkohol 999 999 0.20 0.590 5 

13 n.i. 1001 - 0.04 0.611 1 

14 α -terpinen 1010 1014 0.41 0.617 10 

15 p-cimen 1013 1020  1.70 0.632 41 

16 1,8-cineol 1021 1026 3.88 0.644 94 

17 artemisia keton 1026 1056 2.94 0.694 71 

18 cis-sabinene hidrat 1065 1065 0.17 0.709 4 

19 artemisia alkohol 1083 1080 0.12 0.736 3 

20 terpinolen 1084 1086 0.25 0.742 6 

21 trans-sabinen hidrat 1097 1098 0.13 0.765 3 

22 cis-tujon 1101 1101 5.28 0.776 128 

23 trans-hrisantenol 1112 1096 12.51 0.791 302 

24 trans-tujon 1114 1112 9.04 0.797 219 

25 cis-p-ment-2-en-1-ol 1119 1118 0.35 0.803 8 

26 hrisantenon 1121 1124 0.40 0.809 10 

27 cis-hrisantenol 1132 - 2.54 0.827 61 

28 trans-pinokarveol 1136 1135 0.76 0.836 18 

29 kamfor 1139 1141 4.90 0.845 119 

30 trans-verbenol 1444 1140 0.08 0.866 2 

31 pinokarvon 1158 1160 0.68 0.874 16 

32 borneol 1164 1165 2.10 0.884 51 

33 terpinen-4-ol 1175 1174 2.92 0.901 70 

34 tuj-3-en-10-al 1183 1181 0.03 0.911 1 

35 p-cimen-8-ol 1190 1179 0.12 0.917 3 

36 α -terpineol 1191 1186 0.19 0.924 5 

37 cis-piperitol 1195 1195 0.13 0.932 3 
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KIe-Kovačev indeks eksperimentalno određen 
KIl-Kovačev indeks iz literature 
% m/m-procenat komponente u etarskom ulju (masa/masa) 
RRT-relativno retenciono vreme 
CI-koncentracioni indeks 
n.i-nije identifikovano 

Identifikovano je 58 jedinjenja (Tabela 4.2.) koja su podeljena u 6 različitih grupa: 

oksidovani monoterpeni, monoterpenski ugljovodonici, oksidovani seskviterpeni, 

seskviterpenski ugljovodonici, aromatični ugljovodonici i aromatični alkoholi (Tabela 4.3.).  

# Jedinjenje KI e KI l % m/m RRT CI 

38 mirtenol 1197 1194 0.04 0.937 1 

39 verbenon 1208 1204 0.08 0.948 2 

40 trans-pulegol 1209 1213 0.19 0.954 5 

41 trans-karveol 1215 1215 0.04 0.964 1 

42 trans-hrisantenil acetat 1236 1235 41.37 1.000 1000 

43 cis-hrisantenil acetat 1258 1261 0.25 1.036 6 

44 n.i. 1262 - 0.02 1.057 1 

45 bornil acetat 1282 1287 0.74 1.077 18 

46 trans-linalool oksid acetat (piranoid) 1284 1287 0.74 1.081 18 

47 trans-sabinil acetat 1291 1289 0.03 1.086 1 

48 n.i. 1294 - 0.03 1.096 1 

49 Terpinen-4-ol acetat 1297 1299 0.11 1.100 3 

50 n.i. 1306 - 0.04 1.115 1 

51 cis-hrisantenl propionat 1322 1343 0.28 1.140 7 

52 α -terpinil acetat 1347 1346 0.05 1.178 1 

53 cis-karvil acetat 1363 1365 0.13 1.196 3 

54 n.i. 1367 - 0.18 1.210 4 

55 isobornil propanoat 1372 1383 0.02 1.221 1 

56 n.i. 1458 - 0.06 1.385 2 

57 germakren D 1476 1484 0.03 1.518 1 

58 spatulenol 1575 1577 0.11 1.526 3 

59 kariofilen oksid 1578 1582 0.15 1.534 4 

60 salvial-4(14)-en-1-on 1590 1594 0.11 1.540 3 

61 trans-β-elemenon 1595 1602 0.07 1.548 2 

62 Ledol 1605 1602 0.04 1.568 1 

63 eremoligenol 1626     1699 0.09 1.598 2 

64 n.i. 1647 - 0.05 1.632 1 

65 neo-intermedeol 1655 1658 0.08 1.639 2 
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Tabela 4.3. Grupe hemijskih jedinjenja u etarskom ulju biljaka T. vulgare iz prirode  i 
gajenim in vitro. 

 

 

 

 

 

Najzastupljenija jedinjenja u sastavu etarskog ulja pripadaju oksidovanim monoterpenima i 

to: trans-hrisantenil acetat (41.37%), trans-hrizantenol (12.51%), trans-tujon (9.04%) i cis-

tujon (5.28%) (Slika 4.11.). Na osnovu kvalitativnog i kvantitativnog sastava ulje je 

opisano kao trans-hrisantenil acetatni hemotip sa udelom trans-hrisantenil acetata sa preko 

40% u ukupnom ulju.  

 

Slika 4.11. Udeo najzastupljenijih komponenti etarskog ulja T. vulgare izolovanog iz 
biljaka iz prirode. 

 

Grupe hemijskih jedinjenja                      Biljke iz prirode (%) In vitro biljke (%) 

Oksidovani monoterpeni                                              93,5 38,5 

Monoterpenski ugljovodonici 3,52 <0,7 

Aromatični ugljovodonici 1,76 0,2 

Oksidovani seskviterpeni 0,65 22,6 

Seskviterpenski ugljovodonici 0,03 10,6 
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Analizom GC/MS hromatograma etarskog ulja T.vulgare iz prirode uočeno je da se trans-

hrisantenil acetat (pik br. 42; Rt=17,20 min) pojavljuje kao dominantno jedinjenje (Slika 

4.12.). Pored njega detektovane su i značajno niže količine drugih oksidovanih 

monoterpena kao što su trans-hrizantenol (pik br. 23; Rt=12,96 min), trans-tujon (pik br. 

24; Rt=13,01 min)i cis-tujon (pik br. 22; Rt=12,58 min), kamfor (pik br. 29; Rt=13,89 min) 

i 1,8-cineol (pik br. 16; Rt=9,99 min). 

 

Slika 4.12. GC/MS hromatogram etarskog ulja biljaka T.vulgare iz prirode. 

 

Za određivanje relativne zastupljenosti pojedinačnih komponenti u etarskom ulju, 

hromatogrami su normalizovani tako što je dominantnom jedinjenjenju, trans-hrisantenil 

acetatu dodeljena vrednost koncentracionog indeksa CI=1000 (Slika 4.13.). Vrednosti za 

parametare RRT koji predstavlja relativno retenciono vreme odgovarajuće komponente u 

odnosu na odabranu referentnu komponentu prikazane su u Tabelama 4.2. i 4.3. 
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Slika 4.13. Normalizovani GC/MS hromatogram etarskog ulja biljakaT.vulgare iz prirode. 

 

 

Slika 4.14. Udeo najzastupljenijih komponenti u etarskom ulju biljaka T. vulgare gajenih in 
vitro. 

neril-izovalerat
(20,6%)         

neril-izovalerat
(20,6%)         

neril-izovalerat
(20,6%)         

neril-izovalerat
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trans-tujon
(22,7%)

kamfor
(10,1%)

n.i.  (10%)
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Gasno-masenom analizom etarskog ulja biljaka T. vulgare gajenih in vitro detektovano je 

88 isparljivih jedinjenja od kojih je 42 identifikovano, što predstavlja 72,3% ukupnog 

sadražaja ulja dok su samo 4 komponente zastupljene sa preko 5% (Tabela 4.3). U 

ukupnom sadržaju etarskog ulja sa 40% su zastupljeni monoterpeni a sa 33,4% 

seskviterpeni, dok je 14 jedinjenja zastupljeno u tragovima (< 0,1%).  Dva jedinjenja koja 

određuju hemotip i dominiraju u etarskom ulju in vitro biljaka su oksidovani monoterpen 

trans-tujon (22,7%) i oksidovani seskviterpen neril izovalerat (20,6%). Pored njih 10,1%  

sadržaja etarskog ulja je činio kamfor. Identifikovana jedinjenja mogu se  podeliti u 6 

različitih grupa i to oksidovane monoterpeni, monoterpenske ugljovodonike, oksidovane 

seskviterpene, seskviterpenske ugljovodonike, aromatične ugljovodonike i aromatične 

alkohole (Tabela 4.3). 
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Tabela 4.3. Hemijski sastav etarskog ulja T. vulgare izolovanog iz herbe biljaka gajenih in 
vitro. 

# Jedinjenje KIe %m/m RRT CI 

1 triciklen 919 Tr. 0.456 < 4 
2 α- tujen 921 Tr. 0.460 <4 
3 α- pinen 932 Tr. 0.481 < 4 
4 kamfen 946 0.1 0.514 < 4 
5 sabinen 971 0.4 0.571 18 
6 β- pinen 974 Tr. 0.580 < 4 
7 dehidro-1,8 cineol 986 Tr. 0.614 < 4 
8 α-terpinen 1010 Tr. 0.686 < 4 
9 p-cimen 1023 0.2 0.706 9 

10 1,8 cineol 1029 0.5 0.725 22 
11 γ- terpinen 1057 0.1 0.809 4 
12 cis-sabinen hidrat 1065 0.1 0.834 4 
13 terpinolen 1086 Tr. 0.905 < 4 
14 n.i. 1099 0.1 0.935 4 
15 cis-tujon 1106 0.2 0.960 9 
16 trans-tujon 1117 22.7 1.000 1000 
17 n.i. 1133 0.1 1.059 4 
18 trans- pinokarveol 1135 0.1 1.075 4 
19 kamfor 1142 10.1 1.093 445 
20 n.i. 1154 0.1 1.133 4 
21 cis- hrizantenol 1160 0.5 1.157 22 
22 borneol 1163 1.0 1.167 44 
23 terpinen 4-ol 1175 0.5 1.210 22 
24 n.i. 1183 Tr. 1.238 < 4 
25 α- terpineol 1088 0.1 1.260 4 
26 n.i. 1108 0.1 1.330 4 
27 bornil acetat 1284 0.3 1.610 13 
28 neril acetat 1364 2.1 1.901 93 
29 n.i. 1375 0.1 1.942 4 
30 modheph-2-ene 1379 0.1 1.956 4 
31 α -isocomene 1385 0.4 1.981 18 
32 β -isocomene 1405 0.2 2.051 9 
33 kariofilen 1419 0.4 2.100 18 
34 α-humulen 1453 0.1 2.221 4 
35 β -farnezen 1457 1.6 2.234 70 
36 amorpha 4.7-dien 1460 0.1 2.245 4 
37 cis-Muurola-4(14),5-diene 1463 0.1 2.255 4 
38 n.i. 1476 Tr. 2.299 <4 
39 germakren d 1481 1.9 2.320 84 
40 himačalen gama 1484 1.5 2.328 66 
41 β -jonon E 1487 0.5 2.328 22 
42 Biciklogemakren 1497 0.1 2.373 4 
43 γ-Z -bisabolen 1517 0.1 2.441 4 
44 β -seskvifelandren 1525 4.2 2.469 185 
45 spatulenol 1577 0.3 2.651 13 
46 neril izovalerat 1585 20.6 2.676 907 
47 n.i. ms 1589 0.3 2.690 13 
48 salvial-4(14)-en-1-on 1593 0.3 2.706 13 
49 n.i. ms 1597 0.1 2.718 4 
50 n.i. 1603 0.1 2.737 4 
51 n.i. ms 1605 0.1 2.746 4 
52 n.i. ms 1609 0.5 2.755 22 
53 n.i. ms 1613 0.2 2.771 9 
54 n.i.  ms 1618 0.1 2.788 4 
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# Jedinjenje KIe %m/m RRT CI 

      
55 n.i.  ms 1830 0.6 2.824 26 
56 n.i.  ms 1634 0.4 2.839 18 
57 n.i.  ms ili gossonorol 1638 0.2 2.849 9 
58 n.i.  ms 1655 0.7 2.902 31 
59 n.i. ms 1658 0.1 2.912 4 
60 n.i. 1659 0.2 2.928 9 
61 n.i. 1667 0.1 2.939 4 
62 n.i. ms 1672 0.2 2.959 9 
63 n.i. ms 1675 0.1 2.967 4 
64 n.i. ms 1680 0.1 2.982 4 
65 n.i. ms 1686 0.2 3.004 9 
66 n.i. ms 1689 0.7 3.013 31 
67 n.i. 1714 0.1 3.090 4 
68 n.i. 1716 Tr. 3.098 < 4 
69 n.i. 1719 Tr. 3.105 < 4 
70 n.i. 1721 Tr. 3.112 < 4 
71 n.i. 1724 Tr. 3.121 < 4 
72 n.i. ms 1730 0.3 3.137 13 
73 n.i. 1733 Tr. 3.147 < 4 
74 n.i. 1751 0.1 3.202 4 
75 n.i. 1753 0.1 3.209 4 
76 n.i. ms 1768 4.2 3.251 185 
77 n.i. ms 1776 0.2 3.279 9 
78 n.i. ms 1781 0.2 3.299 9 
79 n.i. 1791 0.1 3.326 4 
80 n.i. 1825 0.1 3.423 4 
81 2-pentadekanon 6,10,14 tri metil 1845 0.7 3.480 31 
82 n.i. ms 1901 0.9 3.650 40 
83 n.i. ms 1920 0.4 3.694 18 
84 metil heksanoat 1927 0.1 3.713 4 
85 n.i. ms 1953 0.9 3.788 40 
86 n.i. ms 1974 1.6 3.849 70 
87 n.i. ms 1997 10.0 3.921 441 
88 n.i. ms 2028 0.4 3.989 18 

 Ukupno 
n.i. 

97.4 
 25.1 

 
KIe-Kovačev indeks eksperimentalno određen  
% m/m-procenat komponente u etarskom ulju (masa/masa) 
RRT-relativno retenciono vreme 
CI-koncentracioni indeks 
n.i-nije identifikovano 
Tr-jedinjenje prisutno u tragovima (< 0,1%) 
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4.5.2. Identifikacija i kvantifikacija komponenti metanolnih ekstrakata 

LC-DAD/ESI-TOF-MS analizom kao i HPLC analizom identifikovane su komponente 

metanolnih ekstrakata različitih delova T. vulgare sakupljenih iz prirode i gajenih u in vitro 

uslovima.  

U metanolnim ekstraktima različitih delova biljaka sakupljenih iz prirode detektovano je 36 

jedinjenja, od čega je tentativno identifikovano 25 (Tabela 4.4.).  Pokazano je da su fenolne 

kiseline i flavonoidi, zajedno sa njihovim derivatima glavne komponente metanolnih 

ekstrakata. 
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Karakteristični hromatogrami metanolnih ekstrakata cveta, lista, stabla i korena biljaka iz 

prirode prikazani su na slici 4.14. Fenolne kiseline su zastupljene sa derivatima 

hidroksicimetne kiseline koji su detektovani u svim ispitivanim metanolnim ekstraktima 

(Slika 4.14.). Najzastupljenija jedinjenja iz ove grupe su neohlorogena (pik br. 2), 3,5-O-

dikafeoilhininska (pik br. 15) i dikafeoilhininska kiselina (pik br. 21). Metanolni ekstrakti 

različitih delova biljke sadrže različite relativne količine ovih kiselina. Tako, neohlorogena 

i dikafeoilhininska kiselinaimaju najveći relativni udeo u metanolnom ekstraktu korena dok 

su u drugim ekstraktima njihove relativne količine za 40-50% umanjene. S druge strane, 

3,5-O-dikafeoilhininska kiselina je sa sličnom zastupljenošću prisutna u svim metanolnim 

ekstraktima. Pored fenolnih kiselina u metanolnim ekstraktima T.vulgare je detektovano i 

17 flavonoida. Većina flavonoida je prisutna u svim metanolnim ekstraktima dok su 

pojedini detektovani samo u ekstraktima određenih delova biljke. Tako su izokvercetin (pik 

br. 7) i luteolin detektovani samo u metanolnom ekstraktu cveta dok je luteolin-7-glukozid 

(pik br. 12) bio prisutan u svim ekstraktima osim u metanolnom ekstraktu korena. 

Interesantno je da je grupa od 8 flavonoida sa najvećim retencionim vremenom detektovana 

u metanolnim ekstraktima cveta i lista, ali je njihova relativna količina bila značajna samo u 

ekstraktu lista. Udeo nepetina (pik br. 29), kvercetagetin-3,6-dimetiletra (pik br. 31), 

hispidulina (pik br. 33) i eupalitina (pik br. 34) je bio je primetan samo u metanolnom 

ekstraktu lista. 
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Slika 4.14. Hromatogrami metanolnih ekstrakata (A) cveta, (B) lista, (C) stabljike i (D) 
korena biljaka T. vulgare sakupljenih iz prirode i analiziranih LC-DAD/ESI-TOF-MS. Broj 
pika odgovara broju identifikovanog jedinjenja u tabeli 4.4. 

 

Za analizu i poređenje hemijskog sastava komponenti metanolnih ekstrakata herbe i korena 

biljaka T. vulgare iz prirode i gajenih in vitro korišćena je tečna hromatografija pod 

visokim pritiskom. Poređenjem hromatograma (detekcija na 280 nm) uočava se da se 

metanolni ekstrakti herbe i korena biljaka T. vulgare iz prirode i gajenih in vitro razlikuju 

po hemijskom sastavu (Slika 4.15.). Očigledna je i razlika u relativnoj zastupljenosti 

hemijskih komponenti u ovim ekstraktima. Na osnovu karakterističnih UV spektara, u svim 

ekstraktima je utvrđeno prisustvo flavonoida i fenolnih kiselina, a koinjektiranjem sa 

standardom identifikovana je  3,5-O-dikafeoilhininska kiselina. Na prikazanim 

hromatogramima uočava se da je relativna zastupljenost 3,5-O-dikafeoilhininske kiseline u 
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ekstraktu korena T. vulgare gajenog in vitro 7 puta veća nego u metanolnom ekstraktu 

korenaiz prirode i 5 puta veća nego u metanolnom ekstraktu herbe T. vulgare iz prirode. 

 

Slika 4.15. Hromatogrami metanolnih ekstrakata T. vulgare analizirani HPLC metodom. 
Metanolni ekstrakt (A) herbe iz prirode; (B) herbe dobijenein vitro; (C) korena T. vulgare 
iz prirode; (D) korena dobijenog in vitro. Strelica pokazuje pik 3,5-O-dikafeoilhininske 
kiseline. 

 

4.5.3. Određivanje sadržaja ukupnih fenola u metanolnim ekstraktima 

Količina ukupnih fenolnih jedinjenja prisutnih u metanolnim ekstraktima T. vulgare 

određena je spektrofotometrijski korišćenjem Folin-Ciocalteu reagensa. Sadržaj ukupnih 

fenola u metanolnim ekstraktima korena, lista, cveta i stabljike T. vulgare se statistički 

značajno razlikovaou sva četiri analizirana ekstrakta.Najveća količina detektovana je u 

metanolnom ekstraktu korena a najniža u ekstraktu stabljike (Tabela 4.5.).  
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4.5.4.  Određivanje antioksidativne aktivnosti DPPH testom i testom redukujućeg 

 potencijala 

DPPH test korišćen je za određivanje antioksidativne aktivnosti metanolnih ekstrakata. 

Ovom metodom određuje se sposobnost jedinjenja u ekstraktu da doniraju vodonikov atom 

što dovodi do sparivanja elektrona u molekulu DPPH i smanjenja apsorpcije ovog 

jedinjenja na 517 nm.  

U Tabeli 4.5. su prikazane IC50 vrednosti koje predstavljaju koncentraciju ekstrakta 

potrebnu za neutralizaciju 50% DPPH radikala kao i vrednosti za Trolox koji je korišćen 

kao pozitivna kontrola. 

IC50 vrednost je iznosila od 44 do 80,3 µg/mL a značajan antioksidativni kapacitet ispoljio 

su metanolni ekstrakti korena (44 µg/mL) i cveta (58,3 µg/mL). Sa druge strane najmanju 

antioksidativnu aktivnost ovim testom pokazao je metanolni ekstrakt stabljike (80,3 

µg/mL). Poređenjem IC50 vrednosti i sadržaja ukupnih fenola može se primetiti da 

antioksidativni kapacitet odgovara sadržaju ukupnih fenola u metanolnim ekstraktima. 

Metanolni ekstrakt korena u kome je određen najveći sadržaj ukupnih fenola ispoljio je 

najveću antioksidativnu aktivnost DPPH testom. Pearson koeficijent korelacije između 

sadržaja ukupnih fenola i IC50 vrednost pokazao je snažnu negativnu korelaciju (R= -0,8) sa 

koeficijentom determinacije R2 = 0,64.  
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Testom redukujuće aktivnosti se određuje sposobnost antioksidanata iz ekstrakta da budu 

donori elektrona i redukuju feri (Fe3+)jon u fero (Fe2+)jon što dovodi do povećanja 

apsorpcije na talasnoj dužini od 700 nm. Povećana apsorpcija ukazuje na povećanu 

redukujuću aktivnost.  

Rezultati su pokazali da redukujući potencijal metanolnih ekstrakata korena, lista, cveta i 

stabljike T. vulgareraste sa povećanjem koncentracije ekstrakta (Tabela 4.5.). 

Najveći redukujući potencijal u svim primenjenim koncentracijama ispoljio je metanolni 

ekstrakt korena. Ovaj ekstrakt je u koncentraciji od 1 mg/mL ispoljio redukujući potencijal 

koji se statistički značajno ne razlikuje od redukujućeg potencijala Troloxa u istoj 

koncentraciji. Pearson koeficijent korelacije između sadržaja ukupnih fenola i redukujućeg 

potencijala ispitivanih metanolnih ekstrakata potvrdio je jaku pozitivnu korelaciju sa 

koeficijentom korelacije R=0,89 i koeficijentom determinacije R2=0,79. 

 

4.6. Ispitivanje antimikrobne aktivnosti 

Antimikrobna aktivnost metanolnih ekstrakata i etarskog ulja T. vulgare ispitivana je 

mikrodilucionim metodom na odabrane vrste bakterija i mikromiceta. Prilikom ispitivanja 

antimikrobne aktivnosti određene su minimalne inhibitorne (MIK)kao i minimalne 

baktericidne (MBK) odnosno minimalne fungicidne koncentracije (MFK) analiziranih 

metanolnih eklstrakata i etarskog ulja. Ove vrednosti poređene sa dva referentna antibiotika 

odnosno antimikotika izražene su u mg/mL prikazane su u tabeli 4.6.  Pri interpretaciji 

rezultata antimikrobne aktivnosti etarskog ulja i metanolnih ekstrakata, korišćen je sledeći 

kriterijum: MIK < 1 mg/ml jaka aktivnost, 1 mg/ml < MIK < 10 mg/ml umerena aktivnost, 

MIK > 10 mg/ml slaba aktivnost (Lako, 2013). 

Etarsko ulje T. vulgare ispoljilo je jako antimikrobno dejstvo prema većini ispitivanih 

bakterijskih (5 od analiziranih 8) i svim vrstama mikromiceta (Tabela 4.6.). MIK za 

bakterije kretale su se u rasponu od 0,03-8,47 mg/mL, dok se MBK kretala u intervalu od 

0,42-16,93 mg/mL. Kada se vrednosti MIK i MBK etarskog ulja uporede sa istim 

vrednostima referentnih antiobiotika uočava se da je etarsko ulje pokazalo niže MIK nego 
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referentni antibiotici premaE. coli i E. cloacae. MBK etarskog ulja (0,42 mg/mL) je takođe 

bila niža od MBK referentnih antibiotika (0,52mg/mL i 0,74 mg/mL za Streptomicin i 

Ampicilin) prema E. cloacae. Antibakterijska aktivnost je bila jaka i prema S. aureus 

(MIK-0,21 mg/mL, MBK-0,85mg/mL), B. cereus (MIK-0,21 mg/mL, MBK-0,85mg/mL) i 

M. flavus (MIK-0,64 mg/mL, MBK-0,85 mg/mL). Iako je etarsko ulje ispoljilo slabiju 

aktivnost prema L. monocytogenes, P. aeruginosa i S. thyphimurium nego referentni 

antibiotici vrednosti MIK nalaze se u opsegu od 1-10 mg/mL što ukazuje na umerenu 

antibakterijsku aktivnost. Vrste L. monocytogenes i P. aeruginosa su pokazali najveću 

rezistentnost prema dejstvu etarskog ulja T. vulgare. 

Etarsko ulje T. vulgare ispoljilo je jaku antifungalnu aktivnost prema većini ispitivanih 

vrsta mikromiceta. MIK su se kretale u rasponu od 0,002-0,42 mg/mL dok su MFK bile u 

opsegu od 0,003-0,51 mg/mL, osim za T. viride gde je vrednost MFK bila prilično visoka u 

odnosu na MFK referentnih antimikotika i iznosila je 8,47 mg/mL. U odnosu na referentne 

antimikotike etarsko ulje je pokazalo jaču ili sličnu aktivnost prema većini ispitivanih 

gljiva, posebno u odnosu na antimikotik Ketokonazol. Veoma jaku aktivnost etarsko ulje 

ispoljilo je na vrste Penicillium. Posebno osetljivavrsta bila je P. funiculosum gde je 

koncentracija etarskog ulja od 0,002 mg/mL delovala fungistatično dok je koncentracija od 

0,003 mg/mL pokazala fungicidan efekat. Ove vrednosti MIK i MFK su i preko 100 puta 

niže u odnosu na iste vrednosti referentnih antimikotika (0,2-0,5 mg/mL). Kao vrlo 

osetljivena dejstvo etarskog ulja pokazali su se i patogene mikromicete A. ochraceus i A. 

fumigatus čiji rast je bio inhibiran koncentracijom etarskog ulja od 0,05 i 0,13 mg/mL. 
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Rezultati 
 
 
 
Metanolni ekstrakti korena, lista, cveta i stablaT.vulgare ispoljili su jaku aktivnost na sve 

testirane vrste bakterija. MIK kretale su se u intervalu od 0,02-0,75 mg/mL, dok su MBK 

bile u opsegu do 0,09-0,94 mg/mL. MIK referentnih antibiotika Streptomicina i Ampicilina 

kretale su se u intervalu od 0,04-0,74 mg/mL dok su MBK bile u rasponu od 0,09-1,24 

mg/mL. 
 
S. aureus je bila senzitivna na sve metanolne ekstrakte ali su ekstrakti lista i cveta imali 

najniže MIK (0,5 mg/mL) i MBK (0,9 mg/mL). Metanolni ekstrakti lista i cveta ispoljili su 

jaku antibakterijsku aktivnost prema ovoj bakteriji koja je bila jača od aktivnosti 

Ampicilina i jednako jaka kao aktivnost Streptomicina. Metanolni ekstrakti cveta i lista 

pokazali su jaku antibakterijsku aktivnost i prema B. cereus i M. Flavus i delovali 

bakteristatski i baktricidno na koncentracijama dosta nižim od koncentracija referentnih 

antibiotika. Metanolni ekstrakt korena je imao najjaču antibakterijsku aktivnost naP. 

aeruginosa sa MIK od 0,09 mg/mL i MBK od 0,18 mg/mL što su dosta niže koncentracije 

od MIK i MBK testiranih antibiotika. Bakteriostatska kao i baktericidna koncentracija 

metanolnih ekstrakata lista i cveta na patogenu bakteriju S. typhimurium nije se statistički 

značajno razlikovala od MIK i MBK Streptomicina i Amicilina. Svi testirani metanolni 

ekstrakti su ispoljili jaču ili jednako jaku antibakterijsku aktivnost prema E. coli u odnosu 

naprimenjeneantibiotike. Metanolni ekstrakti lista, cveta i korena delovali su inhibitorno i 

baktericidno na E. cloacae na koncentraciji nižoj od koncentracije referentnih antibiotika. 

Metanolni ekstrakt cveta je ispoljio inhibitornu aktivnost na L. Monocytogenes pri 

koncentraciji od samo 0,02 mg/mL što je efikasnija inhibicija u odnosu na pozitivne 

kontrole primenjene u eksperimentu. Iako su u odnosu na patogena L. monocytogenes svi 

ekstrakti imali jaku aktivnost najnižu vrednost MBK ispoljio je Streptomicin (0,34 mg/mL). 

Mikrodilucionom metodom utvr]eno je da su metanolni ekstrakti ispoljili jaču 

antibakterijsku aktivnost nego etarsko ulje na većinu ispitivanih bakterijskih vrsta. 
 
Metanolni ekstrakti korena, lista, cveta i stabljikesu pokazali i jaku antifungalnu aktivnost. 

MIK metanolnih ekstrakata kretale su se u intervalu od 0,002-1,00 mg/mL dok su MFK bile 

u opsegu od 0,006-2,0 mg/mL. Vrednosti za MIK referentnih antimikotika bile su u 

rasponu od 0,1-2,5 mg/mL dok su MBK imale vrednosti između 0,2-3,5mg/mL. 
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Metanolni ekstrakti korena, lista i stabljikepokazali su jaču inhibitornu aktivnost (0,13 

mg/mL) naA. fumigatus od testiranih antimikotika (0,15 i 0,20 mg/mL) dok su ekstrakti 

lista i korena ispoljili i jaču fungicidnu aktivnost u odnosu na referentne antimikotike. 

Metanolni ekstrakt stabljike je ispoljio posebno jaku aktivnost na patogenu mikromicetu A. 

versicolor, znatno bolju u odnosu na Bifonazol i Ketokonazol. Svi metanolni ekstrakti su 

ispoljili slabiju antifungalnu aktivnost na A. ochraceus u odnosu na Bifonazol ali jaču u 

odnosu na Ketokonazol. Metanolni ekstrakt korena je najbolje delovao na A. niger(MIK 

0,002 mg/mL; MFK 0,003 mg/mL) na koncentracijama znatno nižim od referentnih 

antimikotika (MIK 0,15-0,20 mg/mL; MFK 0,20-0,50 mg/mL). Najjače antifungalno 

dejstvo na T. viride u odnosu na ostale ispitivane ekstrakte i antimikotike imao je metanolni 

ekstrakt strabljike (MIK 0,03 mg/mL; MFK 0,23 mg/mL). Iako je etarsko ulje ispoljilo jaču 

aktivnost na vrste roda Penicillium, metanolni ekstrakti su takođe pokazalijaku 

antifungalnu aktivnost. 
 
 
 

4.7. Ispitivanje in vitro citotoksične aktivnosti 
 
Citotoksična aktivnost metanolnih ekstrakata i etarskog ulja T. vulgare izražena je kao 

koncentracija koja smanjuje preživljavanje ispitivanećelijske kulture za 50%, IC50 vrednost. 
 
Ove vrednosti su očitane sa dijagrama preživljavanja ćelija. Citotoksična aktivnost 

ispitivana je SRB testom u in vitro uslovima na ćelijskim linijama humanog 

adenokarcinoma cerviksa (HeLa) i na zdravim humanim ćelijskim linijama fetalnih 

fibroblasta pluća (MRC-5). 
 
Dijagrami preživljavanja pokazali su da su etarsko ulje i svi ispitivani metanolni ekstrakti 

ispoljili selektivnu dozno-zavisnu citotoksičnu aktivnost prema ćelijama karcinoma i 

zdravim ćelijskim linijama (Slika 4.16. i 4.17.). IC50 vrednosti za svaki od analiziranih 

ekstrakata prikazane na slici 4.18. (E i J). 
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Slika 4.16. Zavisnost preživljavanja HeLa i MRC-5 ćelija od koncentracije etarskog 
ulja, određena SRB testom nakon 72 h kontinualnog delovanja ulja. 
 
 
Etarsko ulje je ispoljilo slabiju citotoksičnu aktivnost u odnosu na sve metanolne ekstrakte i 

bilo je potrebno dodati najveću koncentraciju da bi se preživljavanje ćelija svelo na 50%. 

Ipak, ako se posmatra osetljivost različitih ćelijskih linija, citotoksična aktivnost etarskog 

ulja je bila jača prema HeLa (IC50 = 290 μg/mL) nego prema MRC-5 ćelijama (IC50=340 

μg/mL). 
 
Metanolni ekstrakti stabljike i korena delovali su slabije na proliferaciju ciljnih ćelija u 

odnosu na metanolne ekstrakte lista i cveta. Interesantno je da je metanolni ekstrakt 

stabljike ispoljio jaču antiproliferativnu aktivnost na MRC-5 ćelije (IC50= 190 μg/mL) nego 

na HeLa ćelije (IC50= 260 μg/mL). Metanolni ekstrakt korena ispoljio je selektivnu 

antiproliferativnu aktivnost koja je bila jača prema malignim HeLa ćelijama (IC50 = 170 
 
μg/mL) u odnosu na MRC-5 ćelije (IC50 = 300 μg/mL). Metanolni ekstrakti lista i cveta 

ispoljili su značajnu antiproliferativnu aktivnost koja se kretala u mikrogramskim 

koncentracijama (do 100 µg). MRC-5 ćelijske linije su se pokazale kao osetljivije na 

dejstvo metanolnog ekstrakta cveta (IC50 = 65,72 μg/mL) nego HeLa ćelijske linije (IC 50 = 

70,59 μg/mL). Metanolni ekstrakt lista je ispoljio najjaču antiproliferativnu aktivnost (u 

odnosu na etarsko ulje i ostale ispitivane metanolne ekstrakte). 
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Slika 4.17. Zavisnost preživljavanja HeLa i MRC-5 ćelija od koncentracije testiranih 
metanolnih ekstrakata, određena SRB testom nakon 72h kontinualnog delovanja. 
 
 
 
Ovaj ekstrakt je pokazao i blagu selektivnost indukujući inhibiciju proliferacije 50% HeLa 

ćelija (IC50 = 43,39 μg/mL) na nižoj koncentraciji u odnosu na istu vrednost za MRC -5 

ćelije (IC50 = 45,27 μg/mL). 
 
Etarsko ulje T. vulgare kao i svi ispitivani ekstrakti ispoljili su znatno slabiju 

antiproliferativnu aktivnost na ciljne ćelije u odnosu na CDDP (IC50 = 1,73 i 1,82 μg/mL) 

koji je korišćen kao pozitivna kontrola (Slika 4.17). 
 
Metanolni ekstrakti lista i cveta koji su SRB testom pokazali antiproliferativnu aktivnost u 

mikrogramskom opsegu koncentracija korišćeni su za morfološku analizu ćelijske smrti 

primenom svetlosne mikroskopije. 
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Slika 4.18. Efekti metanolnih ekstrakata (ME) lista i cveta T. vulgare koncentracije 50 
µg/mL na morfološke promene humanih tumorskih (HeLa) i kontrolnih zdravih ćelija 
(MRC-5) nakon 72 h, posmatrani na invertnom mikroskopu. (A) Morfologija netretiranih  
HeLa ćelija; (B) HeLa ćelije tretirane sa 1,7 µg CDDP; (C) HeLa ćelije tretirane sa ME 
lista; (D) HeLa ćelije tretirane sa ME cveta; (E) IC50 vrednosti za HeLa ćelije; (F) 
Morfologija netretiranih MRC-5 ćelija; (G) MRC -5 ćelije tretirane sa 1,7 µg CDDP; (H) 
MRC-5 ćelije tretirane sa ME lista; (I) MRC-5 ćelije tretirane sa ME cveta; (J) IC50 
vrednosti za MRC-5 ćelije. 
 
 
 
Kao što je prikazano naslici 4.18 A kontrolne netretirane HeLa ćelije su bile adherirane za 

hranljivu podlogu, imale su pravilni poligonalni oblik sa uobičajenim membranskim 

ispupčenjima (lamelipodije) i samo ponekom ćelijom okruglog oblika. Nakon tretmana 

metanolnim ekstraktima lista i cveta, kod većineHeLa ćelija došlo je do gubitka adhezije 

što je ukazivalo na ćelijsku smrt. Kod ostatka ćelija adheriranih za podlogu primećeno je 

skupljanje membrane i zaokrugljivanje ćelija (Slika 4.18. C i D).Ove morfološke promene 
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bile su slične onima koje su se javile nakon tretmana HeLa ćelija cisplatinom (Slika 4.18. 

B) u koncentraciji koja odgovara IC50 vrednosti ovog citostatika (1,7 µg/mL) a koji su 

tipične morfološke karakteristike apoptoze. 
 
Interesantno je da metanolni ekstrakti lista i cveta primenjeni u istim uslovima nisu doveli 

do značajnijeg gubitka adhezije MRC-5 ćelija (Slika 4.18. H i I). Pored toga, ove ćelije su 

počele da se izdužuju, menjaju oblik i očigledno slabije proliferišu. Morfološke promene na 

MRC-5 ćelijama kao što su skupljanje membrane, zaokrugljivanje ćelija i gubitak adhezije 

bile su vidljive nakon tretmana cisplatinom (Slika 4.18. G). 
 
 
 

4.8. Ispitivanje efekta etarskog ulja na gusenice gubara (Lymantria dispar L.) 
 
Efekat etarskog ulja na larve gubara praćen je kroz analizu rezidualne kontaktne toksičnosti 

na mortalitet i razviće larvi (Tabele 4.7. i 4.8.), ali i indirektnog delovanja ulja unetog kroz 

hranuna performanse rastenjairazvićaovihlarvi (Tabela 4.11.). 
 
 
4.8.1. Ispitivanje rezidualne kontaktne toksičnosti etarskog ulja T. vulgare na 

gusenice gubara  
 
Kada su larve gubara drugog stupnja razvića bile izložene delovanju etanolnim rastvorima 

etarskog ulja T. vulgare u koncentracijama 0,1; 0,5 i 1,0 % tokom prvih 48 h nije došlo do 

toksičnog efekta i mortaliteta gusenica. Nakon 72 h od početka ogleda zabeležen je 

mortalitet od 2% samo kod gusenica koje su bile izložene najvećoj primenjenoj 

koncentraciji etarskog ulja (1,0%). U sledećih 24 h i dalje nije bilo uginulih kontrolnih larvi 

ali ni onih izloženih ulju koncentracije 0,1 i 0,5 %, dok je 1,0% ulje izazvalo povećan 

mortalitet od 4% (Tabela 4.7.). Tek nakon 120 h prisustvo etarskog ulja niže koncentracije 
 
(0,5 %) izazvalo je mortalitet 2% gusenica što se nije statistički značajno razlikovalo od 

procenta uginulih na 1% ulju (F=1,90 i P=0,21). Etarsko ulje T. vulgare u koncentraciji od 

0,1% nije delovalo toksično na gusenice gubara drugog stupnja razvića. 
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Tabela 4.7. Mortalitet gusenica gubara drugog stupnja izazvan rezidualnom kontaktnom 
toksičnošću etarskog ulja T. vulgare. 
 
     Mortalitet (%)  

 

  

Konc. ulja (%) 
     

       

   72 h 96 h 120 h 
 

       

 0,1  0 ± 0 0 ± 0 0 ± 0 
 

      

 0,5 0 ± 0 0 ± 0 2 ± 2a 
 

 1,0 2 ± 2,0 4 ± 2,45 8 ± 3,74a 
 

Kontrola 0,0 0 ± 0 0 ± 0 0 ± 0 
  

Rezultati su prikazani kao srednja vrednost ± standardna greška (SE). Veličina uzorka je 50 larvi za svaku 
testiranu koncentraciju etarskog ulja. Različita slova ukazuju na statistički značajne razlike prema  
Dankanovom testu (P≤0.05) u okviru iste vremenske tačke (kolone). 
 
 
Direktno delovanje etarskog ulja T. vulgare prikazano je i kroz analizu presvlačenja 

gusenica gubara iz drugog u treći larveni stupanj (Tabeli 4.8.). U prvih 72 h od početka 

ogleda nije zabeleženo presvlačenje gusenica kako kod kontrolne grupe, tako i kod 

gusenica izloženih delovanju ulja. Do presvlačenja gusenica u svim eksperimentalnim 

grupama došlo je nakon 96 h od početka ogleda. U ovoj vremenskoj tački sve primenjene 

koncentracije etarskog ulje izazvale su smanjenje procenta presvučenih gusenica (10,44 

kod 0,1% ulja i 12% kod 0,5 i 1,0%) u odnosu na kontrolu (24%) ali to smanjenje nije bilo 

statistički značajno (F=1,63 i P=0,22). 
 
Tabela 4.8. Uticaj rezidualne kontaktne toksičnosti etarskog ulja T. vulgare na presvlačenje 
gusenica gubara iz drugog u treći larveni stupanj. 
 
    Presvučene gusenice (%) 

 

  

Konc. ulja (%) 
    

      

   96 h 120 h 
 

       

  0,1  12,0 ± 3,74a 64,0 ± 9,27ab 
 

 0,5  12,0 ± 5,83a 64,88 ± 9,80ab 
 

 1,0  10,44 ± 4,74a 54,11 ± 14,27a 
 

Kontrola 0,0  24,0 ± 2,45a 92,0 ± 3,74b 
  

Rezultati su prikazani kao srednja vrednost ± standardna greška (SE). Veličina uzorka je 50 larvi za svaku 
testiranu koncentraciju etarskog ulja. Različita slova ukazuju na statistički značajne razlike prema  
Dankanovom testu (P≤0.05) u okviru iste vremenske tačke (kolone). 
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Nakon 120 h od početka ogleda čak 92% kontrolnih gusenica prešlo je iz drugog u treći 

stadijum razvića. Etarsko ulje je odložilo ovaj proces i dovelo do smanjenja procenta 

presvučenih gusenica, pri čemu je na koncentraciji od 1,0% ovo smanjenje bilo statistički 

značajno u odnosu na kontrolnu grupu sa svega 54 % presvučenih jedinki (F=3,32 i 

P=0,05). 
 
 
 
 
4.8.2. Ispitivanje digestivne toksičnosti etarskog ulja na gusenice gubara drugog 
 

stupnja 
 
Indirektna toksičnost etarskog ulja T. vugare na larve gubara analizirana je kroz praćenje 

mortaliteta ipresvlačenja gusenica iz drugog u treći stupanj izazvanenakon digestije hrane u 

kojoj se nalazilo rastvoreno ovo etarsko ulje (Tabele 4.9. i 4.10.). Rezultati su pokazali da 

tokom 120 h nije došlo do uginuća kontrolnih gusenica gubara drugog stupnja kojima u 

hranu nije dodavano etarsko ulje (Tabela 4.9.). Takođe, ni etarsko ulje primenjeno u 

koncentraciji od 0,1% nije uzrokovalo smrtnost gusenica tokom čitavog perioda. 
 
Prisustvo etarskog ulja u hrani u preostale dve koncentracije (0,5 i 1,0%) dovelo je do 

povećanog uginuća larvi već nakon 24 h od ingestije, ali ulje u tim koncentracijama nisu 

statistički značajno uticale na procenat preživljavanja (F=3,11 i P=0,1159). U svim ostalim 

vremenskim tačkama statistički značajno veći mortalitet izazvan digestivnom toksičnošću 

ispoljilo je etarsko ulje u koncentraciji od 1,0 % (48 h: F=11,01 i P=0,0106; 72 h: F=15,39 

i P=0,0044; 96 h: F=16,80 i P=0,0035; 120 h: F=7,48 i P=0,0257). Nakon 48 h uginulo je 

čak 6,5 puta više larvi koje su hranom unele 1,0% etarsko ulje nego onih koje su se hranile 

hranom sa 0,5% uljem. Na kraju eksperimenta, posle 120 h prisustvo 1,0% ulja u hrani je 

izazvalo uginuće čak 72% larvi. 
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Tabela 4.9. Mortalitet gusenica gubara drugog stupnja izazvan digestivnom toksičnošću 
etarskog ulja T. vulgare. 

 
 Konc. ulja(%)   Mortalitet (%)   

 

       
       

  24h 48h 72h 96h 120h 
 

        

 0,1 0 ±0 0±0 0 ± 0 0 ± 0 0 ± 0 
 

        

 0,5 4,0 ± 4,0a 4,0±4,0b 8,0±5,83b 18,0±9,17b 30,0±12,6b 
 

 1,0 12,0±3,74a 26,0±7,48a 44,0±6,78a 68,0±2,0a 72,0±3,74a 
 

Kontrola 0,0 0±0 0 ±0 0 ± 0 0 ± 0 0 ± 0 
  

Rezultati su prikazani kao srednja vrednost ± standardna greška (SE). Veličina uzorka je 50 larvi za svaku 
testiranu koncentraciju etarskog ulja. Različita slova ukazuju na statistički značajne razlike prema  
Dankanovom testu (P≤0.05) u okviru iste vremenske tačke (kolone). 

 
 

U prvih 72 h od početka ogleda nije zabeleženo presvlačenje gusenica ni u jednoj 

eksperimentalnoj grupi. Početak presvlačenja uočen je nakon 96 h od početka ogleda u 

kontrolnoj grupi i grupi gusenica hranjenih etarskim uljem u koncentraciji od 0,1% i među 

ovim grupama nije bilo statistički značajne razlike u broju presvučenih larvi (F=2,31 i 
 

P=0,1667) (Tabela 4.10.). Etarsko ulje u koncentraciji od 0,5% je dovelo do odlaganja 

presvlačenja do 120 h od početka ogleda i nakon ovog vremena samo 4% gusenica se 

presvuklo. Na koncentraciji od 0,1% skoro 70% gusenica je presvučeno, dok je u 

kontrolnoj grupi ovaj broj dostigao čak 90% (F=66,00 i P<0,0001). 
 

Tabela 4.10. Uticaj digestivne toksičnosti etarskog ulja T. vulgare na presvlačenje gusenica 
gubara iz drugog u treći larveni stupanj. 

 
    Presvučene gusenice (%) 

 

  

Konc. ulja (%) 
    

      

   96 h 120 h 
 

      

 0,1  16,0 ± 6,78a 68,0 ± 4,90b 
 

 0,5 0 ± 0 4,0 ± 2,45a 
 

     

 1,0 0 ± 0 0 ± 0 
 

     
 

Kontrola 0,0  26,0 ± 2,45a 90,0 ± 3,16c 
  

Rezultati su prikazani kao srednja vrednost ± standardna greška (SE). Veličina uzorka je 50 larvi za svaku 
testiranu koncentraciju etarskog ulja. Različita slova ukazuju na statistički značajne razlike prema  
Dankanovom testu (P≤0,05) u okviru iste vremenske tačke (kolone). 
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Analizom rezultata uticaja digestivne toksičnosti etarskog ulja na presvlačenje gusenica 

gubara iz drugog u treći stupanj razvića uočava se da je koncentracija etarskog ulja od 1,0% 

u potpunosti zaustavila presvlačenje gusenica gubara. 
 
 

4.8.3. Ispitivanje uticaja etarskog ulja na indekse rasta i ishrane gusenica gubara  
 

četvrtog stupnja  
 

Osim što je uticalo na preživljavanje i presvlačenje, odnosno prelazak larvi kroz stadijume 

razvića, etarsko ulje T. vulgare prisutno u hrani imalo je značajan uticaj i na druge 

performanse rasta i razvića larvi gubara (Tabela 4.11.). 
 

Kada su larve četvrtog stadijuma razvića nakon 24 h izgladnjivanja nahranjene hranom sa 

etarskim uljem (0,1; 0,25 i 0,5%) uočene su statistički značajane razlike u masi u odnosu na 

kontrolne larve kojima nije dodavanoetarsko ulje u hranu. Porast mase 

posmatrannarelativnomnivou, kao porast mase po danu (RGR) pokazao je statistički 

značajan (F=9,73iP=0,0001) negativan uticaj etarskog ulja koji se povećavao sa porastom 

koncentracije ulja. Tako su najmanji porast mase od 0,06 mg po danu imale larve koje su se 

hranile podlogama sa najvišom primenjenom koncentracijom od 1,0% etarskogulja, dok su 

najveći porast mase imale kontrolne larve sa 0,3 mg po danu. 
 

Tabela 4.11. Uticaj etarskog ulja T.vulgare na relativnu brzinu rasta (RGR), relativnu 
brzinu konzumacije hrane (RCR), efikasnost asimilacije hrane (AD), efikasnost konverzije 
unete hrane (ECI) i efikasnost konverzije svarene hrane (ECD) gusenica. 

 
 Konc. ulja RGR RCR  AD ECI ECD 
 (%) [mg/(mg*dan)] [mg/(mg*dan)]  (%) (%) (%) 
        
        

 0,1 0,19 ± 0,021b 0,87 ± 0,054b 57,11 ±2,926ab 21,54±3,883ab 40,48 ±7,827a 
 0,5 0,08 ± 0,030a 0,73 ±0,081ab 56,73 ±3,474ab 10,19 ± 5,462a 23,51 ±11,671a 
 1,0 0,06 ± 0,036a 0,61 ± 0,44a 48,09 ± 5,913a 10,62 ± 6,716a 16,55 ±18,842a 
Kontrola 0,0 0,30 ± 0,017c 1,23 ± 0,129c 63,82 ± 1,658b 26,05 ± 2,431b 41,62 ± 4,684a  
Razlike između vrednosti RGR, RCR, AD, ECI i ECD obeležene istim slovom u koloni nisu statistički 
značajne (Dankanov post hoc test, P < 0,05). 
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Smanjenje mase larvi nakon konzumiranja etarskog ulja kod larvi gubara četvrtog 

stadijuma razvića bilo je praćeno i statistički značajnim (F=19,13 i P<0,0001) smanjenjem 

relativne brzinekonzumacijehrane (RCR), izraženim preko mase pojedene hrane po danu 

(Tabela 4.11.). Dok su kontrolne larve dnevno jele 1,23 mg hrane po mg sopstvene mase, 

prisustvo etarskog ulja je smanjivalo apetit i unos hrane je opadao od 0,87mg po mg 

sopstvene mase na 0,1% ulju do 0,61 mg po mg sopstvene mase na 1,0% ulju. 
 
Smanjen unos hrane koja je sadržavala etarsko ulje uticao je i na smanjenje efikasnosti 

asimilacije hrane (AD) kod larvi gubara četvrtog stadijuma razvića, ali je ova promena bila 

statistički značajana u odnosu na kontrolu samo kod najviše primenjene koncentracije ulja 
 
(F=0,53 i P=0,6682). Iako je etarsko ulje dodavano u hranu zagusenice u manjoj 

koncentraciji (0,5 i 0,1%) takođe je dovelo do značajnog smanjenja prirasta mase larvi 

(RGR) i količine konzumirane hrane (RCR) količina asimilovane hrane se nije statističi 

značajno smanjila u odnosu na kontrolu. Čak 56,73 i 57,11% unete hrane koja je sadržavala 

0,1 i 0,5% etarskog ulja je asimilovano, slično kontrolnoj grupi kod koje je asimilovano 
 
63,8 %. 
 
Najveća efikasnost konverzije unete hrane u biomasu larvi (ECI) zabeležena je kod 

gusenica u kontrolnoj grupi kod kojih je čak 26 % unete hrane konvertovano u masu tela. 

Etarsko ulje T. vulgare uzrokovalo je smanjenje ECI vrednosti te je značajan pad u 

procentu konverzije unite hrane (10,19 i 10,62 %) zabeležen kod gusenica koje su 

konzumirale hranu sa dodatkom etarskog ulja u koncentracijamaod 0,5 i 1,0 %. 
 
Slično, etarsko ulje je uticalo i na efikasnost konverzije svarene hrane (ECD). I kod ovog 

parametra vidi se zavisnost od koncentracije primenjenog etarskog ulja, pa su tako najniži 

stepen konverzije svarene hrane imale larve sa hrane koja je u sebi sadržavala najveći 

procenat etarskog ulja (16,55 %), dok je kod kontrolnih larvi čak 41,62% svarene hrane 

bilo konvertovano u biomasu tela. Međutim, taj uticaj nije zabeležen kao statistički 

značajan u odnosu na kontrolnu grupu (F=0,9 i P=0,4509). 
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4.9. Ispitivanje potencijala etarskog ulja T. vulgare za indukciju odbrambenih 

mehanizama krompira (Solanum tuberosum L.) in vitro 
 
Praćenjem nivoa ekspresije PR-2, PR-5, PIN2 i PAL1 gena kod krompira (Solanum 

tuberosum L.) gajenog in vitro ispitivan je potencijal etarskog ulja T. vulgare da indukuje 

odbrambene mehanizme na herbivore i patogene. Detektovana su i isparljiva jedinjenja 

etarskog ulja u atmosferi posude u kojoj je gajen krompir. Nivo stresa koji je indukovan u 

biljkama krompira nakon tretmana etarskim uljem praćen je analizom katalaza, enzima 

antioksidativne zaštite. 
 
 
 
4.9.1. Analiza ekspresije gena koji učestvuju u odbrambenom odgovoru krompira 
 
Iz izdanaka krompira izloženog delovanju etarskog ulja T. Vulgare tokom 72 h izolovne su 

ukupne RNK. Kvalitet izolovanih RNK je proveren na agaroznom gelu. Utvrđeno je da su 

izolovane RNK bile zadovoljavajućeg kvaliteta i koncentracije (Slika 4.21.). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Slika 4.21. RNK izolovane iz izdanaka krompira tretiranog etarskim uljem T. vulgare ili 
metanolom tokom 2, 4, 6, 8, 10, 12, 24, 48 i 72 h. Na 1,2% agarozni gel nanet je po 1 μg 
ukupnih RNK za svaki uzorak. 
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Izolovana RNK je reverzno transkribovana i potom je dobijena cDNK amplifikovana 

prajmerima specifičnim za pet analiziranih gena radi provere specifičnosti amplifikacije 

(Slika 4.22.). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Slika 4.22. PCR produkti analiziranih gena krompira (PR-2, PR-5, Pin2, PAL1 i aktina) 
amplifikovanih na temperaturama od 56°C (1), 58°C (2) i 60°C (3). 
 
 
 
Nakon verifikacije amplifikacije PCR analizom, cDNK je korišćenjem ovih prajmera 

umnožavana u reakcijama kvantitativnog PCR (qPCR) na temperaturi od 60°C. 
 
Specifičnost amplifikacije svih 5 gena je još jednom potvrđena analizom temperatura 

topljenja (Tm) produkta nakon qPCR amplifikacije. Rezultati su pokazali da nije bilo 

značajnih odstupanja od srednje vrednosti za Tm kod svih gena, a primer dobre krive 

topljenja dat je na slici 4.23. za aktinski gen. 
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Slika 4.23. Primer specifične i visoko efikasne amplifikacije aktinskog gena krompira 
prikazan kroz dobro oblikovanu krivu topljenja (a) i standardnu krivu (b). 
 
 
 
Amplifikacijom standarda koji su predstavljali seriju razblaženja jednog od uzoraka 

dobijene su standardne krive za svaki od analiziranih gena. Nagibi krive (Slope) i 

efikasnosti koje iz njih proizlaze prikazane su u tabeli 4.12. Na osnovu dobijenih nagiba 

kriva (Slope: -3,18 za PR-2; -3, -3.612 za PR-5; -3.427 za Pin2; -3,02 za PAL1; -3,35 za 

Act) preračunate su efikasnosti qPCR reakcija za svaki od 5 analiziranih gena i pokazano 

da su sve bile u opsegu preporučenih vrednosti od 80% do 120% (Efikasnost: 106, 24% za 

PR-2; 89.17% za PR-5; 95.79% za Pin2; 114,35% za PAL1; 98,96% za Act). 
 
Pre analize ekspresije pojedinačnih gena proverena je ujednačenost količine ukupne cDNK 

svih uzoraka amplifikacijom referentnog gena za aktin. Prosečan broj ciklusa posle kojih se 

dostizao prag detekcije (Ct) referentnog gena za aktin bio je ujednačen, što je potvrdilo i 

odsustvo statistički značajne razlike između analiziranih uzoraka (Slika 4.24.). Prosečna Ct 

vrednost referentnog gena za aktin, u svim analiziranim uzorcima je iznosila 27,39 ± 0,09. 
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Slika 4.24. Broj ciklusa posle kojih je dosegnut prag detekcije amplifikacije (Ct vrednost) 
sekvence referentnog gena Act prilikom qPCR amplifikacije cDNK biljaka krompira 
izloženih dejstvu metanola i etarskog ulja T. vulgare tokom 2, 4, 6, 8, 10, 12, 24, 48 i 72 h. 
 
 
 
Nakon dobijenih Ct vrednosti tokom qPCR amplifikacije, nivo ekspresije PR-2, PR-5, Pin2 

i PAL1 gena računat je korišćenjem ΔΔCt metode . Nivo ekspresije u uzorcima tretiranim 

etarskim uljem za svaku vremensku tačku dobijen je nakon normalizacije prema uzorcima 

koji su bili izloženi delovanju metanola i kojima je dodeljena vrednost 1. 
 
Kod svih analiziranih gena delovanje etarskog ulja dovelo je do statistički značajnih razlika 

u nivou ekspresije u odnosu na metanolne kontrole u pojedinim tačkama (Slika 4.25.). 

Najveće promene u nivou ekspresije zabeležene su za PR-2 gen kod koga je nakon 12 h 

ekspresija bila čak 50 puta veća nego u uzorcima koji nisu bili izloženi etarskom ulju. Na 

početku izlaganja etarskom ulju ekspresija ovog gena je bila na nivou ekspresije u 

kontrolama, ali nakon 10 h ekspresija je povećana više od 20 puta. Ovaj trend se nastavio i 

tokom naredna 4 sata, sa već pomenutim maksimumom zabeleženim u 12 h od početka 

eksperimenta. Nakon ovog izuzetnog porasta, nivo ekspresije PR-2 gena i dalje ostaje 

značajno viši od kontrole (28 puta nakon 24 h i oko 4,3 puta nakon 48 h). 
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Slika 4.25. Relativna ekspresija PR-2, PR-5, Pin2 i PAL1 gena kod krompira gajenog in 
vitro izloženog dejstvu etarskog ulja T. vulgare tokom 2, 4, 6, 8, 10, 12, 24, 48 i 72 h 
prikazana u odnosu na ekspresije datih gena dobijene u kontrolnim uzorcima tretiranim 
čistim metanolom (K) kojima je dodeljena vrednost 1. 
 
 
 
Nakon 72 h od izlaganja delovanju etarskog ulja nivo ekspresije ovog gena i dalje je bio 2 

puta viši nego u kontrrlnim netretiranim biljkama krompira. . 
 
I kod PR-5 gena najznačajnije promene zabeležene su nakon 10 i 12 h od početka 

eksperimenta. Do 10. sata ekspresija je postepeno rasla da bi u ovim tačkama bila oko 4 

puta veća nego kod kontrola. Nakon 12 h nivo ekspresije polako opada i vraća se na nivo 

kontrole. 
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Nešto drugačiji obrazac ekspresije zabeležen je za Pin2 gen kod koga je detektovana 

statistički značajno povećanje u nivou ekspresije uzrokovano prisusutvom isparljivih 

jedinjenja iz etarskog ulja samo nakon 48 h sa skoro 6 puta većom ekspresijom nego kod 

kontrole. U uzorcima prikupljenim nakon 72 h ekspresija je vraćena na nivo zabeležen kod 

biljaka koje nisu bile tretirane etarskim uljem. 
 
Jedini gen kod koga je etarsko ulje dovelo do snižavanja u nivou ekspresije bio je PAL1. 
 
Nakon inicijalnog pada u nivou ekspresije već nakon 2 h od početka eksperimenta (sa 

relativnom ekspresijom od svega 0,077 u odnosu na kontrolu kojoj je data vrednost 1), 

tokom čitavog perioda PAL1 je imao nižu ekspresiju u tretiranim nego u kontrolnim 

uzorcima. Jedino povećanje ali i dalje bez statističke značajnosti u odnosu na kontrolu, 

zabeleženo je nakon 12 h. 
 
 
 
4.9.2. Detekcija isparljivih organskih jedinjenja uređajem PTR-MS 
 
U pilot eksperimentu testirana je mogućnost primene uređaja PTR-MS u analizi isparljivih 

organsih jedinjenja u istraživanjima efekta etarskog ulja T. vulgare u indukciji odbramenih 

mehanizama krompira (Solanum tuberosum L.) gajenog in vitro. Tokom eksperimenta 

praćena je promena zastupljenosti poznatih grupa organskih jedinjenja, prethodno 

identifikovanih GC/MS metodom, koja se PTR-MS uređajem detektuju na određenim 

masama. 
 
Već na samom početku eksperimenta uočene su razlike u zastupljenosti isparljivih 

jedinjenja koje pripadaju različitim grupama. U atmosferi staklene posude najveća 

zastupljenost zabeležena je za grupu jedinjenja kojoj pripadaju monoterpenski 

ugljovodonici α-pinen i p-cimen. Relativna dominacija ove grupe u atmosferi staklene 

posude održala se i do kraja eksperimenta odnosno do 72 h po izlaganju krompira etarskom 

ulju T. vulgare. Relativni udeo ove grupe jedinjenja u atmosferi staklene posude je na 

samom početku eksperimenta, u prvih 2 sata, bio oko 65 puta veći od udela trans-

hrizantenil acetata za koji je GC/MS analizom pokazano da je dominantna komponenta u 

etarskom ulju T. vulgare. Pored ove grupe u atmosferi je sa većim udelom bila zastupljena i 
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grupa isparljivih jedinjenja kojoj pripadaju artemizia keton, cis-tujon, trans-tujon i kamfor. 

Relativna količina ovih jedinjenja u prva 2 h je bila osam puta manja nego jedinjenja koja 

su dominirala u atmosferi staklene posude. Najmanji udeo u atmosferi imala su isparljivi 

oksidovani monoterpeni 1,8 cineol, borneol i terpinen-4-ol. Isparavanje jedinjenja iz svih 

praćenih grupa bilo je najintenzivnije u prvih 24 h po izlaganju krompira etarskom ulju. U 

kasnijim vremenskim tačkama u atmosferi staklene posude održao se sličan odnos među 

grupama isparljivih jedinjenja do samog kraja eksperimenta. Iako se udeo trans- hrizantenil 

acetata konstantno povećavao što se uočava na Slici 4.20. relativni udeo ovog jedinjenja na 

kraju eksperimenta je bio preko 80 puta manja od udela α-pinena i p-cimena u atmosferi 

staklene posude. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Slika 4.20. Relativna koncentracija isparljivih jedinjenja u atmosferi staklene posude u 
kojoj je gajen krompir in vitro izložen etarskom ulju T. vulgare tokom 2, 4, 6, 8, 10, 12, 24, 
48 i 72 h. 
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4.9.3. Analiza aktivnosti katalaza kod krompira tokom izlaganja etarskom ulju 
 
U cilju utvrđivanja nivoa stresa koji je indukovan u biljkama krompira nakon izlaganja 

etarskom ulju T. vulgare, praćena je aktivnost antioksidativnih enzima katalaza (CAT). 
 
Prisustvo, broj i aktivnost CAT izoformi utvrđeni su na osnovu imunoblot analize i 

nativnom elektroforezom proteina dok je njihova relativna ukupna aktivnost određena 

spektrofotometrijskom kvantifikacijom (Slika 4.19.). Kod svih ispitivanih uzoraka 

imunoblot analizom sa specifičnim antitelima je detektovano prisustvo jedne CAT izoforme 

(Slika 4.19. A), dok je nativna elektroforeza potvrdila postojanje dve blisko postavljene 

aktivne izoforme u svim testiranim vremenskim tačkama (Slika 4.19. B). Obe izoforme su 

pokazivale slabiju aktivnost u uzorcima prikupljenim 6, 8, 10 i 12 h nakon izlaganja 

etarskom ulju T. vulgare. U ovim uzorcima je naročito traka manje molekulske mase 

(označena brojem II) bila slabijeg intenziteta nego u preostalih pet uzoraka (2, 4, 24, 48 i 72 

h). 
 
Spektrofotometrijsko merenje ukupne aktivnosti CAT pokazalo je sličan obrazac dinamike 

aktivnosti ovog proteina kod krompira nakon izlaganja etarskom ulju (Slika 4.19. C). I dok 

je nakon 2 h od izlaganja isparljivim jedinjenjima nivo aktivnosti CAT bio i dalje u nivou 

aktivnosti kod kontrolnih uzoraka, nakon 4 h zabeležen je statistički značajan pad u 

aktivnosti od oko 20%. Snižena aktivnost katalaza je ostala na sličnom nivou i tokom 

narednih 6 sati (tačke 6, 8 i 10 h). Nakon ovog perioda aktivnost katalaza vratila se na nivo 

detektovan u kontrolnim uzorcima i nije se menjala se sve do kraja eksperimenta, bez 

statistički značajnog odstupanja u odnosu na odgovarjuće kontrole. 
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Slika 4.19. Prisustvo i aktivnost CAT u biljkama krompira gajenog in vitro i izloženog 
dejstvu etarskog ulja T. vulgare tokom 2, 4, 6, 8, 10, 12, 24, 48 i 72 h. (A) Imunoblot 
analiza je pokazala prisustvo jedne izoforme CAT; (B) Nativna elektroforeza je pokazala 
aktivnost dve izoforme CAT; (C) Relativna aktivnost ukupnih CAT u odnosu na aktivnosti 
dobijene u kontrolnim uzorcima tretiranim čistim metanolom kojima je dodeljena vrednost 
1. 
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5. DISKUSIJA 

Sekundarni metaboliti biljaka su tokom nekoliko poslednjih decenija "prešli dugačak put" 

od bezvrednih jedinjenja koja predstavljaju opterećenje za energetski status biljke do 

bioaktivnih jedinjenja koja se danas nalaze u fokusu interesovanja farmaceutske i 

prehrambene industrije ali i poljoprivrede. I dok je primarni metabolizam ključan za rast i 

razviće biljke, uniforman i konzervativan, sekundarni metabolizam se smatra ključnim za 

opstanak biljke na datom staništu, jedinstven je za individuu, raznovrstan i adaptivan. 

Plastičnost sekundarnih metabolita ogleda se u konstantnom menjanju i prilagođavanju 

zahtevima sredine. Biljka sekundarnim metabolitima odgovara na sve interakcije sa 

biotičkom i abiotičkom okolinom. Zbog toga je i ekspresija gena koji kodiraju sintezu ovih 

jedinjenja precizno i delikatno regulisana kako bi odgovorili na selektivni pritisak 

promenljive sredine (Hartmann, 2007). S jedne strane sekundarni metaboliti služe kao 

atraktanti oprašivača i vrsta koje učestvuju u disperziji semena ali istovremeno ovim 

jedinjenjima se biljka i brani od herbivora i patogena, a služe i kao atraktanti prirodnih 

neprijatelja herbivora. 

Od izolacije morfina 1806. godine do danas, dokazan je i opisan veliki broj bioloških 

aktivnosti alkaloida, flavonoida, etarskih ulja, tanina i drugih sekundarnih metabolita. 

Danas se ova jedinjenja koriste u farmaceutskoj industriji kao sirove droge ili ekstrakti dok 

se neki metaboliti koriste kao izolovana jedinjenja poput morfina (analgetik), efedrina 

(stimulant centralnog nervnog sistema), papaverina (fosfodiesterazni inhibitor), rezerpina 

(antihipertenziv), kofeina (stimulant centralnog nervnog sistema), galantamina (acetilholin 

esterazni inhibitor), kinina (antimalarik) i drugih (Wink i sar., 2005). 

Kako ovi biljni produkti zauzimaju značajan deo farmakopeje, zahtevi za njima su sve veći 

što je preusmerilo fokus na izolaciju ovih jedinjenja iz in vitro gajenih biljaka (Nguyen i 

sar., 2001; Neumann i sar., 2009; Singh i Tiwari 2010; Zuzarte i sar., 2010). Prednosti 

produkcije sekundarnih metabolita u in vitro gajenim biljakama ogledaju se u pouzdanijoj i 

predvidljivoj proizvodnji, mogućnosti manipulacije hemijskom i fizičkom mikrosredinom, 

bržoj i efikasnijoj izolaciji, većem prinosu, odsustvu sporednih jedinjenja koja se sintetišu 

kod biljaka gajenih u polju kao i u mogućnosti praćenja daljeg metabolizma ovih jedinjenja 
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zahvaljujući radioaktivnom obeležavanju. Kontrolisanjem mikroklimatskih uslova, 

dodavanjem prekursora, primenom elicitora ili genetičkom transformacijom utiče se na 

ekspresiju gena koji čine biosintetski put ciljnog jedinjenja. Dok se mnogi metaboliti 

uspešno produkuju in vitro u nedifernciranim ćelijama kalusa ili suspenziji ćelija, neka 

jedinjenja zahtevaju veći stepen diferencijacije biljnih tkiva i organa (Dörnenberg i Knorr, 

1997). Poslednjih 50 godina u fokus je stavljena in vitro produkcija aroma i jestivih boja 

koje se koriste u prehrambenoj industriji i medicini, nejestivih pigmenata koji se koriste u 

kozmetici i tekstilnoj industriji, prirodnih bioaktivnih insekticida, mirisnih jedinjenja i 

etarskih ulja ali i prirodnih lekova i hemoprotektivnih jedinjenja (Karuppusamy, 2009).  

Kao objekti istraživanja ove doktorske disertacije korišćene su biljke T. vulgare iz prirode 

kao i gajene in vitro. U literaturi postoje oskudni podaci o biološkim aktivnostima 

sekundarnih metabolita ove vrste kao i o potencijalima in vitro gajenja. Ovom disertacijom 

je detaljnije opisana ova vrsta, pre svega hemijska struktura etarskog ulja i metanolnih 

ekstrakata, njihova antimikrobna i citotoksična aktivnost. Utvrđen je protkol za in vitro 

mikropropagaciju ove vrste i urađena je hemijska analiza sekundarnih metabolita in vitro 

biljaka. Po prvi put ispitan je efekat isparljivih jedinjenja etarskog ulja T. vulgare na 

indukciju odbrambenih mehanizama krompira gajenog in vitro. Insekticidni efekat etarskog 

ulja ispitan je na larvama gubara (Lymantria dispar L). 

 

5.1. Uspostavljanje in vitro kulture T. vulgare, karakterizacija sekretornih struktura i 

sekundarnih metabolita in vitro biljaka 

Uspešni protokoli za in vitro mikropropagaciju pojedinih vrsta roda Tanacetum koje 

produkuju biološki aktivne sekundarne metabolite opisani su u literaturi (Keskitalo i sar., 

1995; Stojakowska i sar., 1997; George i sar., 1999; Hitmi i sar., 2000; Rateb i sar., 2007). 

T. parthenium je uspešno mikropropagiran in vitro u cilju produkcije partenolida (Brown i 

sar., 1996, Rateb i sar., 2007). U radu Rateb i saradnika (2007) uspešna mikropropagacija 

semena T. parthenium dobijena je na MS hranljivoj podlozi obogaćenoj sa 0,2% 

giberelinske kiseline a eksplantati su dalje gajeni na MS podlogama obogaćenim različitim 

BRR. Rezultati ovog rada ukazali su da je značajno viša produkcija partenolida postignuta 
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na podlozi koja je sadržavala 50 g/L glukoze ili fruktoze i 0,5 mg/L BAP.  Dalmatinski 

buhač (T. cinerariifolium) je gajen u in vitro uslovima radi produkcije bioinsekticida 

piretrina (Ravishankar i sar., 1989; Barthomeuf i sar., 1996; George i sar., 1999; Hitmi i 

sar., 2000).  

Međutim, u literaturi postoje oskudni podaci o in vitro mikropropagaciji vrste T. vulgare i o 

mogućnosti gajenja ove vrste pod kontrolisanim uslovima sa ciljem produkcije bioaktivnih 

jedinjenja. Banthorpe i Wirz-Justice su još 1972. godine publikovali rezultate 

uspostavljanja različitih in vitro kultura ćelija T. vulgare u cilju ispitivanja biosintetskog 

puta monoterpena i karotenoida. Oni su uspešno gajili ćelije kalusa in vitro koristeći tkivo 

stabla kao primarni eksplantat, na WG hranljivoj podlozi obogaćenoj sa 2,4-

dihlorofenoksisirćetnom kiselinom (2,4-D) i 10% koskosovog mleka. U ovom radu je 

ukazano na to da kulture čiji su primarni eksplantati bili listovi i korenovi nisu opstajale u 

in vitro uslovima. Pored toga, njihov rad je pokazao da se profil monoterpenskih jedinjenja 

razlikuje u kulturi ćelija in vitro u odnosu na intaktnu biljku. Banthorpe i Brown (1989) su 

polazeći od listova i stabla uspostavili in vitro kulturu kalusa T. vulgare i T. parthenium na 

MS hranljivoj podlozi uz dodatak 6 ml/L 2,4-D i 10% kokosovog mleka. Autori ove studije 

su ukazali na to da obe ove vrste gajene in vitro ne produkuju značajne količine terpenskih 

jedinjenja kao roditeljske biljke. Pored toga ova studija je pokazala da su dva kumarina, 

koja se dominantno produkuju kod biljaka iz kulture in vitro, potpuno odsutna kod 

roditeljskih biljaka. Keskitalo je sa saradnicima 1995. godine objavio protokol za dobijanje 

protoplasta T. vulgare iz kalusa gajenog in vitro. U ovoj studiji in vitro kulture su 

uspostavljene iz vrhova izdanaka i embriona, na MS hranljivoj podlozi obogaćenoj α -

naftalensirćetnom kiselinom (NAA) i 6-benzolaminopurinom (BAP). Najbolji rast izdanaka 

postignut je na podlogama sa 0,1-0,2 mg/L NAA i 0,1-0,2 mg/L BAP. Autori ove studije su 

ukazali na to da su formiranje kalusa i organogeneza kod T. vulgare organ-specifični i 

zavise od koncentracije BRR. U ovoj studiji kulture kalusa uspostavljene su iz eksplantata 

lista na MS hranljivoj podlozi obogaćenoj sa visokim koncentracijama NAA (3,0-4,0 mg/L) 

dok je koncentracija BAP varirala od 1,5-4,5 mg/L. Pored toga, autori su ukazali i na nizak 

nivo regeneracije izdanaka iz kalusa, usled vitrifikacije, samo 10% izdanaka nije 

vitrifikovalo i formiralo je korenove nakon transfera na MS hranljivu podlogu bez BRR. 
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U ovoj doktorskoj tezi in vitro kultura T. vulgare je uspostavljena iz semena sakupljenog sa 

biljaka iz prirodnog staništa. Nakon aseptičnog isklijavanja na čvrstom BM bez dodatih 

BRR, semena su klijala u jako visokom procentu (čak 97,8 % od svih postavljenih semena). 

Visoka klijavost ovih semena mogla bi se povezati sa rezultatima dobijenim i kod mnogih 

drugih korovskih vrsta kod kojih je produkcija velikog broja semena visokog stepena 

klijavosti jedna od evolucijom stečenih adaptacija koje im omogućavaju uspešnu 

kompeticiju sa drugim vrstama za resurse (Jovanović, 1994). 

Uspešna mikropropagacija, koja podrazumeva razviće i umnožavanje primordija pupoljaka 

je početni korak gajenja biljaka in vitro u cilju produkcije željenog metabolita. Za nju je 

najčešće neophodno obogatiti hranljivu podlogu BRR, pre svega auksinima i citokininima 

(Vinterhalter i Vinterhalter, 1996). Još 1965. godine su Skoog i Miller otkrili da je odnos 

endogenih nivoa auksina i citokinina važan faktor pri usmeravanju diferencijacije biljnih 

ćelija u tkiva korena, odnosno izdanka. Veća koncentracija citokinina u odnosu na auksine 

pospešuje rastenje izdanaka u odnosu na korenove (Sugiyama 1999; Duclercq i sar. 2011), 

dok višak auksina podstiče rastenje korenova u odnosu na izdanke. Vrsta i koncentracija 

primenjenih BRR kao i njihov odnos, značajno utiču na rastenje i razviće biljaka tokom 

mikropropagacije (Neumann i sar., 2009) ali je pokazano da mogu imati i veliki uticaj na 

produkciju sekundarnih metabolita u ovim biljkama (Ramachandra Rao i Ravishankar, 

2002; Karuppusamy, 2009). S obzirom da je jedna od veoma važnih uloga citokinina da 

regulišu de novo formiranje pupoljaka, kao i oslobađanje pupoljaka od apikalne dominacije 

(Mok, 1994; Van Staden i sar., 2008) smatra se da je upravo ova grupa BRR od izuzetnog 

značaja u procesima multiplikacije biljaka in vitro. Iako je pokazano da prirodni citokinini, 

kao što su zeatin i 2-iP (izopenteniladenin) imaju potencijal da indukuju multiplikaciju 

velikog broja biljnih vrsta (Veach i sar. 2003), sintetički citokinini se ipak mnogo češće 

koriste, kako zbog više efikasnosti tako i zbog značajno niže cene (Van Staden i sar., 2008). 

BAP, uz TDZ, predstavlja najčešće korišćeni citokinin u podlogama za indukciju 

regeneracije in vitro iako postoje literaturni podaci da može da dovede do hiperhidriranosti 

(Bairu i sar., 2007) ili da nepovoljno utiče na rizogenezu i kasniju aklimatizaciju biljaka 

dobijenih u procesu mikropropagacije (Werbrouck i sar., 1995; Valero-Aracama i sar., 

2010) BAP je i dalje najčešće korišćen citokinin. Iako je i u ranije publikovanim radovima 
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uspešna in vitro regeneracija T. vulgare i T. parthenium dobijena primenom BAP u 

kombinaciji sa NAA (Keskitalo i sar., 1995; Stojakowska i sar., 1997; Rateb i sar., 2007) u 

ovoj doktorskoj disertaciji visok nivo in vitro multipliklacije izdanaka T. vulgare dobijen je 

primenom samo BAP. Korišćenje više različitih BRR, naročito iz grupe citokinina i 

auksina, može dovesti do pojave somaklonalnog variranja (Rani i Raina, 2000; Bairu i sar., 

2011), koje služi kao izvor novih klonova ili varijanti ali u kulturi in vitro često se smatra 

nepoželjnim naročito kada se za cilj ima klonsko razmnožavanje biljaka i dobijanje 

uniformnog biljnog materijala radi izolacije sekundarnih metabolita (Bairu i sar., 2011).  

Zbog činjenice da je za uspešan proces multiplikacije neophodno empirijski optimizovati 

uslove gajenja, efekat BAP je testiran primenom nekoliko različitih koncentracija. 

Pokazano je da je BAP stimulisao multiplikaciju ali istovremeno i uzrokovao redukciju 

rasta osnovnog izdanaka i to najintenzivnije na najvišim primenjenim koncentracijama od 

0,5 i 1,0 mg/L. Keskitalo i saradnici (1995) su pratili rast izdanaka T. vulgare in vitro i 

ukazali da je najintenzivnije rastenje izdanaka postignuto na podlogama sa 0,1-0,2 mg/L 

NAA i 0,1-0,2 mg/L BAP. Ovi autori su ukazali i na to da se apikalna dominacija glavnog 

izdanka može inhibirati povećanjem koncentracije BAP u podlozi do 0,5 mg/L. 

Za indukciju procesa rizogeneze kod biljaka gajenih in vitro najčešće je neophodno u 

podlogu dodati neki od auksina (Skoog i Miller, 1957). Auksini učestvuju u mnogim 

razvojnim procesima u biljci. U kulturi tkiva se koriste kao stimulatori ćelijskih deoba a 

primarni efekat im je u indukciji adventivnih korenova. Ovi BRR u korenu stimulišu deobu 

ćelija pericikla koje omotavaju centralni cilindar. Ćelija pericikla iz koje se formira začetak 

korena, deli se periklinom deobom i formira meristemsko ispupčenje koje brzo raste ka 

periferiji kao već organizovani meristem korena. U stablu se koreni začinju na sličan način 

u parenhimskim ćelijama kore (Nešković i sar., 2003). Etilen ima sličan efekat na 

rizogenezu kao i auksini dok citokinini inhibiraju rizogenezu. Mnoge aminokiseline kao i 

fenolna jedinjenja mogu da modifikuju dejstvo auksina. Pored prirodnih auksina 

indolsirćetne kiseline (IAA) kao i fenilsirćetne kiseline (PAA) postoji veliki broj sintetičkih 

auksinskih analoga. To mogu biti indolni derivati (sintetička IAA, indol-3-buterna kiselina-

IBA), naftalenski derivati (NAA), naftoksi derivati (β-naftoksisirćetna kiselina-NOAA), 



Diskusija 

 

135 

 

fenoksi derivati (2,4-D, 2,4,5-T) i benzoevi derivati (2,3,6-trihlorbenzoeva kiselina, 2,3,5-

trijodbenzoeva kiselina-TIBA). Za sve sintetičke auksine je zajedničko da se odlikuju 

postojanošću u biljnim tkivima i ne podležu enzimskoj degradaciji kao prirodni auksini 

(Nešković i sar., 2003). IBA je sintetički auksin koji se često koristi za ožiljavanje jer je 

IAA često podložna degradaciji u prisustvu fenolnih jedinjenja (Nešković i sar., 2003). Za 

svaku biljnu vrstu je potrebno utvrditi optimalal protokol za rizogenezu što uključuje izbor 

sintetičkog auksina koji će biti primenjen, kao i optimalnu koncentraciju i dužinu primene. 

NAA i IBA su auksini koji se najčešće koriste u kulturi in vitro (George i sar., 2008). 

Izdanci T. vulgareumnoženi na podlozi sa BAP zbog toga su preneti na medijum obogaćen 

IBA, koja je jedan od najčešće korišćenih auksinskih indolnih derivata za ožiljavanje 

(Nešković i sar., 2003). Prisustvo auksina u hranljivoj podlozi je skoro uvek nepohodno 

radi indukcije rizogeneze i razvića laterarnih korenova (George i sar., 2008). Dodatak IBA 

u hranljivoj podlozi je pozitivno uticao na formiranje novih korenova ali je ovaj sintetički 

auksin pokazao negativno dejstvo na izduživanje korena. Mogući razlog toga jeste 

produkcija etilena indukovana auksinom. Poznato je da akumulacija etilena u kulturi tkiva 

inhibira rast ćelija meristema korena i može da poremeti transport auksina (George i sar., 

2008). 

Pregledom dostupne literature nisu pronađeni podaci o in vitro gajenju kulture korenova 

vrsta roda Tanacetum. Kultura korenova T. vulgare uspešno je uspostavljenja u tečnom 

hranljivom medijumu obogaćenom sa IBA koja je uticala na povećanje biomase gajenih 

korenova. 

U okviru ove disertacije upotrebom MS hranljive podloge obogaćene BRR dobijena je in 

vitro kultura izdanaka i kultura korenova koja je predstavljala uniforman materijal koji je 

korišćen za karakterizaciju sekretornih struktura kao i hemijsku karakterizaciju sekundarnih 

metabolita. 

Formiranje trihoma je važan element odbrane od herbivora (Karban i Boldwin, 1997; Traw 

i Dawson, 2002). Stepen oštećenja biljke od strane herbivora zavisi od gustine trihoma na 

listovima (Harer i Elle, 2002; Handley i sar., 2005). Nekoliko studija je pokazalo da 

uklanjanje trihoma sa listova dovodi do pojačane ishrane i rastenja insekata (Baur i sar., 
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1991; Fordyce i Agrawal, 2001). Pored toga trihomi pojačavaju rezistenciju i prema 

abiotičkom stresu. Oni podižu toleranciju na sušu (Benz i Martin, 2006), UV zračenje 

(Skaltsa i sar., 1994), niske temperature (Agrawal i sar., 2004), a mogu i da akumuliraju 

značajne količine metala (De Silva i sar., 1996; Sarret i sar., 2006). Pokazano je da 

jasmonska kiselina pored toga što reguliše odbrambeni odgovor indukovan herbivorima, 

utiče i na formiranje trihoma (Boughton i sar., 2005., Tian i sar., 2015).Van Schie i 

saradnici (2007) su pokazali da prskanje biljke paradajza jasmonskom kiselinom može da 

indukuje emisiju terpena.  

Iako je u literaturi često opisivan slučaj da se kod in vitro gajenih biljaka smanjuje ili čak u 

potpunosti gubi prisustvo trihoma, a samim tim i sinteza sekundarnih metabolita (Falk i 

sar., 1990), na listovima in vitro gajenih biljaka T. vulgare formirao se veliki broj 

mehaničkih i glandularnih trihoma. Prisustvo i mehaničkih i glandularnih trihoma je 

karakteristično za predstavnike familije Asteraceae kojoj pripada ova vrsta (Ciccarelli i 

sar., 2007). Ipak, zanimljivo je da u dostupnoj literaturi ne postoje podaci o prisustvu bilo 

kakvih žlezdanih struktura kod in vitro gajenih biljaka T. vulgare. Analiza površine lista 

svetlosnom i skenirajućom elektronskom mikroskopijom u ovom radu pokazala je prisustvo 

glandularnih trihoma, koje su okarakterisane kao biserijatne i zastupljene su kako na 

epidermisu lica tako i na naličju lista, okružene velikim brojem dugačkih mehaničkih 

trihoma. 

Pošto je površina epidermisa prva barijera između patogena i herbivora u pohodu na biljku, 

uloga mehaničkih trihoma je da ometaju kretanje patogena i herbivora, dok glandularne 

trihome sadrže toksične ili lepljive supstance dodajući fizičkoj i hemijsku barijeru. Ove 

žlezdane tvorevine imaju kapacitet da proizvode i skladište velike količine različitih klasa 

sekundarnih metabolita (Schilmiller i sar., 2008). Trihome produkuju i akumuliraju terpene, 

fenilpropanoide, flavonoide, metil-ketone, šećere i neke odbrambene proteine (Glas i sar., 

2012). EST biblioteke (eng. Expressed Sequence Tag) sa sekvencama mRNK iz izolovanih 

trihoma zajedno sa proteomičkim i metabolomičkim podacima daju odličan uvid u 

bosintezu sekundarnih metabolita u trihomima (Tissier, 2012a). Ova jedinjenja se najčešće 

akumuliraju u subkutikularnom prostoru različite veličine koji nastaje kada se dva sloja 
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kutikule odvoje od pektino-celuloznog ćelijskog zida (Fahn, 2000). Analize EST biblioteka 

ukazuju na to da su trihome prilično autonoman sa veoma intenzivnim metaboličkim 

procesima (Schilmiller i sar., 2008). 

Neki od metabolita koji se mogu naći u trihomama su postali komercijalno značajni kao 

biopesticidi, aditivi ili farmakološki aktivni konstituenti (Duke i sar., 2000). Razvijeni su i 

mnogi protokoli za laku i efikasnu izolaciju trihoma sa površine listova (Marks i sar., 

2008). Poslednjih godina trihomama je posvećena posebna pažnja u svetlu primene 

genetičkog inženjeringa u svrhu modifikacije sinteze specifičnih metabolita (Lange i sar., 

2011, Tissier i sar., 2012b., Sultana i sar., 2015). Impresivan napredak ostvaren je u 

identifikaciji promotora za trihom-specifičnu ekspresiju transkripata (Tissier i sar., 2012b). 

Ovi promotori su od velikoj značaja za metabolički inženjering u cilju modulacije 

zastupljenosti transkripta nekog specifičnog terpena ili regulatornog gena kod transgenih 

biljaka.  Pokazano je da je promotor za trihom-specifičnu CBT-ol (cembratrienol) 

hidroksilazu, koji je jedan od prvih izolovanih trihom-specifičnih promotora i još nekoliko 

cis-regulatornih elemenata CBT-sintaze koji su identifikovani kod Nicotiana sylvestris, 

potrebno za specifičnu ekspresiju u sekretornim ćelijama glandularnih trihoma (Ennajdaoui 

i sar., 2010). Promotori za CBT-ol sintazu su korišćeni za produkciju novih diterpena i 

heterolognih seskviterpena kod N. sylvestris (Rontein i sar., 2008; Sallaud i sar., 2009). Liu 

i saradnici (2011) su identifikovali transkripcione faktore koji regulišu ekspresiju gena koji 

u glandularnim trihomama roda Artemisia učestvuju u biosintezi terpena. U cilju 

identifikacije regulatornih elemenata koji kontrolišu ekspresiju hrizantemol sintaze kod 

Tanacetum cinerariifoilum (TcCHS), koji predstavlja prvi enzim u biosintezi piretrina, 

TcCHS promotor je kloniran i fuzionisan sa GFP (eng. Green Fluorescent Protein) i GUS 

(eng. β-glucuronidase) reporter genima i transformisan u Chrysanthemum morifolium i 

Nicotiana tabacum (Sultana i sar., 2015). Autori ove studije su utvrdili da se TcCHS 

promotor eksprimira isključivo u sekretornim ćelijama glandularnih trihoma kod obe vrste. 

Ovi podaci mogu biti vrlo korisni za trihom-specifičan metabolički inženjering i 

akumulaciju komercijalno popularnog botaničkog insekticida piretrina. 



Diskusija 

 

138 

 

Hemijska karakterizacija glandularnih trihoma predstavnika roda Tanacetum gajenih in 

vitro pokazala je širok spektar različitih jedinjenja koja se sintetišu i skladište u velikim 

koncentracijama. Kod vrste T. cinerariifolium u glandularnim trihomama se sintetiše 

piretrin koji se može preneti i do semena omogućavajući klijancima, koji inače ne poseduju 

trihome, zaštitu od patogenih gljiva i herbivora (Ramirez i sar., 2012). U radu Brown i 

saradnika (1999) pokazano je da je kod F1 generacije seksualnog hibrida T. vulgare i T. 

parthenium, broj i tip glandularnih trihoma nasleđen od T. vulgare dok je profil 

sekundarnih metabolita iako sličan roditeljskim sadržavao i neka nova jedinjenja koja nisu 

bila prisutna kod roditeljskih linija. Ranije je pokazano da su glandularne trihome T. 

parthenium mesto sinteze bioaktivnog metabolita partenolida (Majdi i sar., 2011). 

Histohemijskim bojenjima u ovoj disertaciji pokazano je da je glandularna sekrecija in vitro 

biljaka T. vulgare bogata pre svega lipidnim i terpenskim komponentama koje su i 

potvrđene gasno-masenom analizom kao kostituenti etarskog ulja in vitro biljaka međutim 

profil sekundarnih metabolita se razlikovao u odnosu na biljke iz prirode.  

Biljne ćelije, tkiva, organi i kulture gajeni u in vitro uslovima imaju kapacitet da sintetišu 

iste metabolite kao biljka od koje su potekli. Međutim često se dešava da biljke gajene in 

vitro ne produkuju željeno jedinjenje pri čemu je jedan od glavnih uzroka nedovoljno 

poznavanje metabolizma i biosintetskog puta tog metabolita. Takođe, određeni metaboliti 

zahtevaju veći stepen diferencijacije in vitro tkiva, organa i kultura ili je njihova sinteza 

vezana za specijalizovane ćelije ili ćelije u određenoj fazi razvoja (Dörnenberg i Knorr, 

1997).  

U dostupnoj literaturi nisu pronađeni podaci o fitohemijskoj karakterizaciji in vitro biljaka 

T. vulgare. Analiza metanolnih ekstrakata herbe i korena in vitro biljaka T. vulgare 

pokazala je kvalitativnu i kvantitativnu razliku u sadržaju metabolita u odnosu na 

metanolne ekstrakte biljaka iz prirode. HPLC analiza pokazala je prisustvo fenola i fenolnih 

kiselina u metanolnim ekstraktima in vitro biljaka pri čemu su ova jedinjenja bila sa 

različitom relativnom zastupljenošću prisutna u odnosu na ekstrakte biljaka iz prirode. 

Posebno je interesantno da je u metanolnom ekstaktu korena gajenog in vitro relativna 

zastupljenost 3,5-O-dikefeolihininske kiseline (3,5-O-DQCA) bila i 7 puta veća nego u 
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metanolnim ekstraktima herbe i korena biljaka iz prirode. Ovo je značajan podatak s 

obzirom na to da ova kiselina ispoljava brojne biološke aktivnosti. Ranije studije su ukazale 

na da se mogući fiziološki mehanizam cele familije kefeoilhininskih kiselina ostvaruje 

preko mono- i di-kafeoilhininskih (DCQA) kiselina. Imunomodulatorna i hepatoprotektivna 

aktivnost mono- i di-CQA se ostvaruje pomoću njihove antioksidativne sposobnosti (Peluso 

i sar., 1995; Tatefuji i sar., 1996; Basnet i sar., 1996). Juan-Badaturuge i saradnici (2009) su 

izolovali 3,5-O-DQCA iz metanolnog ekstrakta T. vulgare i ukazali na antioksidativnu 

aktivnost ove kiseline koja je bila na nivou kvercetina koji je korišćen kao pozitivna 

kontrola. Važno je istaći podatak da je DCQA HIV-1 IN inhibitor odnosno da ova kiselina 

u netoksičnim koncentracijama inhibira integraciju virusa humane imunodeficijencije 

(HIV-1) i blokira njegovu replikaciju in vitro (Robinson i sar., 1996; Zhu i sar., 1999). 

Prekursori ove kiseline, hininska, kafeinska i hlorogena  kiselina ne ispoljavaju aktivnost 

prema HIV-1 in vitro (Zhu i sar., 1999). HIV-1 integraza je krucijalni enzim koji učestvuje 

u replikaciji virusa i omogućava njegovu integraciju u genom domaćina. Inhibicija 

aktivnosti integraze stoga je odlična meta za terapijske lekove (King i sar., 1998). Zbog 

toga su DCQA ali i tri-kafeoilhininska kiselina (TCQA) glavna jedinjenja za razvoj novih 

antiretrovirusnih lekova (Tamura i sar., 2006). Tamura i saradnici (2006) su ustanovili da 

su glavni metaboliti iz in vitro ćelija kalusa salate (Lactuca sativa var. crispa L.) 3,5-

DCQA i 3,4,5-TCQA pri čemu je količina 3,5-DCQA u in vitro biljkama bila 3 puta veće 

nego u intaktnim biljkama dok je 3,4,5-TCQA u intaktnim biljkama potpuno odsustvovala. 

Izolacijom ovih jedinjenja iz in vitro kalusa i testiranjem njihove anti-HIV aktivnosti autori 

su ukazali na to da su DCQA i TCQA ispoljile aktivnost na niskim koncentracijama i da 

ova jedinjenja imaju veliki terapijski potencijal kad su u pitanju HIV infekcije (Tamura i 

sar., 2006). Pore toga oni su ukazali i tu mogućnost da bi in vitro gajene biljke mogle da 

obezbede dostupnost ovih jedinjenja bez obzira na klimatsku sezonu. 

 

5.2. Hemijski sastav etarskog ulja i metanolnih ekstrakata 

Familija Asteraceae, kojoj pripada T. vulgare obuhvata vrste bogate sekundarnim 

metabolitima i etarskom uljima čija se biosinteza i akumulacija odigravaju u najvećoj meri 
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u biserijatnim glandularnim trihomama, tipičnim za pripadnike ove familije (Metcalfe and 

Chalk 1950). Iako se smatra da su seskviterpeni tipični konstituenti etarskog ulja većine 

vrsta familije Asteraceae (Seaman 1982) i da se koriste kao hemotaksonomska 

karakteristika familije (Seaman 1982, Zdero and Bohlmann 1990), kod vrsta roda 

Tanacetum to ne mora da bude tako. 

U ovoj disertaciji ispitivan je sastav etarskih ulja biljaka T. vulgare sakupljenih u prirodi 

kao i gajenih in vitro. GC/MS analiza ulja dobijenog iz herbe biljaka iz prirode pokazala je 

da većina isparljivih komponenti etarskog ulja spada u grupu oksidovanih monoterpena dok 

su manje zastupljena jedinjenja po svojoj strukturi monoterpenski ili aromatični 

ugljovodonici. Samo mali broj komponenti su manje isparljivi oksidovani seskviterpeni i 

seskviterpenski ugljovodonici.  

U literaturi je od ranije poznato da prinos i sastav etarskog ulja T. vulgare veoma varira i da 

zavise od velikog broja faktora koji mogu da utiču na njihovu sintezu, kao što su sezona 

sakupljanja biljaka (Cornu i sar., 2001), geografska lokacija staništa (Maffei i sar., 1994), 

pH zemljišta (Alvarez-Castellanos i Pascual-Villalobos, 2003), uslovi sušenja (Tateo i 

Riva, 1991), genotip (Nori-Shargh i sar., 1999; Keskitalo i sar., 2001) deo biljke iz kojeg se 

ulje ekstrahuje i metode ekstrakcije (Scalia i sar., 1999). Prinos etarskog ulja od 0,32 %, 

dobijen u ovom radu, bio je u skladu sa dosadašnjim podacima iz literature (Rohlof i sar., 

2004; Dragland i sar., 2005). Od ranije je poznato da se veći deo etarskog ulja akumulira u 

cvetovima i listovima, a da stablo sadrži neznatni deo ulja (Dobos i sar., 1992).  

U zavisnosti od dominantne komponente ulja do sada je opisano čak 23 hemotipa T. 

vulgare (Lawrence, 2000). Snažno definisani hemotipovi su oni kod kojih je dominantno 

jedinjenje u etarskom ulju zastupljeno sa preko 40% (Holopainen 1989). Dominantno 

jedinjenje u analiziranom etarskom ulju biljaka iz prirode bilo je trans-hrizantenil acetat 

(41.4%) te je ulje okarakterisano ovim hemotipom. Smatra se da je postojanje hemotipova 

evoluiralo tokom vremena kao odgovor na specifične uslove životne sredine sa kojima se 

biljke tokom života suočavaju (Lahlou i Berrada, 2003). Pored toga postojanje hemotipova 

manifestuje razlike koje postoje u genomu biljke. U Evropi su najzastupljeniji tujonski, 

kamforski, cineolski, hrizantenilni, artemizijski i umbelulonski hemotip T. vulgare 
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(Holopainen i Kauppinen, 1989; Keskitalo i sar., 2001; Mockute i Judzentiene, 2004; 

Rohloff i sar., 2004; Dragland i sar., 2005; Judzentiene i Mockute 2005). U okviru 

sistemskog istraživanja etarskog ulja vrsta roda Tanacetum koje su prisutne u flori Srbije 

analizirano je etarsko ulje T. vulgare sa 8 lokaliteta (Popov i sar., 2001). Etarsko ulje sa 

lokaliteta Bor, Deligrad i Aleksinac karakterisalo se β-tujonskim hemotipom, etarsko ulje 

sa lokaliteta Sevce i Aradac imalo je dominantnu kamforsku komponentu, trans-hrizantenil 

acetat je bila dominantna komponenta u etarskom ulju sa lokaliteta Stig i Brezovica dok je 

etarsko ulje sa lokaliteta Zlatar sadržavalo hrizantenol i trans-hrizantenil acetat kao 

komponente koje su sa preko 40% zastupljene u etarskom ulju.  

Za razliku od etarskog ulja biljaka iz prirode u čijem sastavu su dominirali monoterpeni 

(97%), etarsko ulje in vitro biljaka T. vulgare karakterisalo se ujednačenim prisustvom 

monoterpena (40%) i seskviterpena (33,2%). Svi monoterpeni identifikovani kod in vitro 

biljaka bili su prisutni i u etarskom ulju biljaka iz prirode dok su seskviterpenska jedinjenja 

bila daleko zastupljenija i raznovrsnija kod in vitro biljaka. trans-Tujon kao dominantno 

jedinjenje (22,7%) u etarskom ulju in vitro biljaka bilo je zastupljeno sa samo 9% u 

etarskom ulju biljaka iz prirode. Takođe, kamfor je u etarskom ulju in vitro biljaka bio 

zastupljeniji (10,1%) u odnosu na etarsko ulje biljaka iz prirode (5%) dok neril-izovalerat 

kao dominantni seskviterpen u etarskom ulju in vitro biljaka (20,6%) nije identifikovan u 

ulju biljaka iz prirode.  

Etarska ulja nisu konstantna mešavina ni u kvalitativnom ni u kvantitativnom smislu. Ona 

se konstantno menjaju u zavisnosti od uslova sredine kojima je biljka izložena. Varijacija u 

sastavu etarskih ulja in vitro biljaka u odnosu na biljke iz prirode može se objasniti, između 

ostalog i različitom ontogenetskom fazom biljaka iz kojih su etarska ulja izolovana jer su se 

in vitro biljke nalazile u juvenilnoj fazi za razliku od biljaka iz prirode. Avato i saradnici 

(2005) veću zastupljenost kamfora u mikropropagiranim biljkama S. officinalis u odnosu na 

roditeljske biljke gajene u polju objašnjavju korelacijom sa mlađim stupnjevima razvića 

propagiranih biljaka, oslanjajući se na ranije radove Croteau i saradnika (1981, 1987) koji 

su pokazali da se zastupljenost kamfora u ulju smanjuje sa starošću biljke. Avato i saradnici 

(2005) takođe ukazuju i na nisku zastupljenost monoterpena i visoku zastupljenost 
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seskviterpena kod mlađih biljaka i napominju da se sinteza seskviterpena odvija kasnije u 

biosintetskom putu i da starost in vitro biljaka ukazuje na trenutak kada preferencijalno 

dolazi do sinteze ovih jedinjenja. Potvrdu ovih tvrdnji autori nalaze i u povećanju gustine 

glandularnih trihoma kod in vitro biljaka što ukazuje na podmlađivanje germplazme usled 

gajenja in vitro.  

Etarsko ulje in vitro gajenih biljaka Micromeria pulegium bilo je bogatije seskviterpenskim 

jedinjenjima u odnosu na ulje biljaka iz prirode dok su oba ulja dominantno sadržavala 

monoterpenska jedinjenja (Stojičić i sar., 2016). U ovom radu je ukazano na to da je 

zastupljenost seskviterpena naročito porasla kod biljaka gajenih na hranljivoj podlozi 

obogaćenoj sa BA. I drugi autori su naznačili da na produkciju sekundarnih metabolita 

može drastično da utiču različiti regulatori rastenja u hranljivoj podlozi (Affonso i sar., 

2009; Grzegorczyk-Karolak i sar., 2015). Pored toga, tip biljnog materijala može da utiče 

na sastav etarskog ulja (Figueiredo i sar., 2008). Etarsko ulje in vitro biljaka je izolovano iz 

mladih biljaka i to iz stabla i listova dok su za izolaciju etarskog ulja biljaka iz prirode 

korišćene cele biljke u fazi cvetanja. Isti autori su ukazali i na to da faza razvića u kojoj se 

nalazi biljni materijal može određivati sadržaj isparljivih jedinjenja u ulju. Prema tvrdnjama 

Máñez i saradnika (1991) starenje biljnog organa iz koga se izoluje etarsko ulje je u 

korelaciji sa većim nivoom ciklizacije i dehidratacije komponenti ulja. Interesantno je i da 

vrste sa unutrašnjim sekretornim strukturama imaju stabilniji sastav etarskog ulja dok je 

sastav etarskog ulja vrsta sa spoljnim sekretornim strukturama, kakve su glandularne 

trihome, podložniji promeni usled sekrecije komponenata tokom sazrevanja (Figueiredo i 

sar., 2008). Takođe, Gershinzon i saradnici (1989) su ukazali na to da faza razvića trihoma 

utiče na koncentraciju monoterpena u njihovom sekrecionom sadržaju. Opšte je prihvaćena 

tvrdnja da sinteza etarskih ulja u velikoj meri zavisi od uslova u kojim biljka raste kao što 

su temperatura, svetlosni režim i dostupnost nutritijenata (Gleadow i Woodrow 2002; 

Ballhorn i sar. 2011). Pored toga, još jači uticaj sredine kao što je izloženost biljaka 

različitim vrstama stresa uticaće na metaboličke puteve konstituenata etarskih ulja (Bohnert 

i sar., 1995). Biljke u prirodi su pri tome izložene i različitim interakcijama stresnih faktora 

pa tako jači intenzitet svetlosti dovodi do povećanja temperature lista a suša do povećane 

koncentracije soli u zemljištu što uzrokuje brojne fiziološke promene uključujuči i sintezu 
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sekundarnih metabolita. Tako kod biljaka Salvia officinalis izloženih umerenoj suši dolazi 

do znatnog povećanja koncentracije monoterpena (Nowak i sar., 2010) što je uočeno i kod 

vrsta Picea abies i Pinus silvestris (Turtola i sar., 2003). Bettaieb i saradnici (2009) su 

ispitivali uticaj vodnog stresa na sastav etarskog ulja biljaka Salvia officinalis gajenih u 

stakleniku i uočili da umeren vodeni stres (50%) odnosno suša dovodi do značajnog 

povećanja zastupljenosti monoterpena u ukupnom sadržaju etarskog ulja.Ove činjenice 

potvđuju treoriju da je sinteza terpena favorizovana delovanjem stresnih faktora sredine. 

Varijabilnost u sastavu etarskog ulja biljaka iz prirode u odnosu na etarsko ulje in vitro 

biljaka moglo bi da se objasni i kompleksnim biotičkim faktorima. Biljke u prirodi u 

poređenju sa biljkama gajenim in vitro su izloženije različitim vrstama stresa, uključujući i 

različite patogene i herbivore što će, imajući u vidu njihove kompleksne interakcije, 

delovati na sekundarne metabolite koji će biti sintetisani u ovim uslovima. 

Hemijskom analizom metanolnih ekstrakata cveta, lista, stabla i korena biljaka T. vulgare 

sakupljenih iz prirode pokazano je prisustvo fenolnih kiselina i flavonoida, pri čemu su svi 

ekstrakti bili bogatiji fenolnim kiselinama nego flavonoidima. U svim metanolnim 

ekstraktima su dominirale fenolne kiseline koje su derivati hidroksi cimetne kiseline-

neohlorogena, dikafeoilhininska i 3,5-O-dikafeoilhininska kiselina. Profil flavonoida se 

razlikovao u zavisnosti od tkiva iz kojeg su ekstahovani. Izokvercetin je bio najzastupljeniji 

flavonoid u metanolom ekstraktu cveta dok je u ostalim ekstraktima dominirao luteolin-7-

glukozid. Nepetin, kvercetagetin-3,6-dimetiletar, hispidulin i eupalitin su detektovani samo 

u metanolnom ekstraktu izolovanom iz lista. Vrste i zastupljenost fenolnih jedinjenja kod 

vrsta roda Tanacetum se razlikuje u zavisnosti od tipa rastvarača kao i korišćenih metoda za 

analizu. Analiza polifenolnih jedinjenja u okviru vrsta ovog roda pokazala je prisustvo 

luteolina, apigenina, rutina, kafeinske i ferulinske kiseline (Esmaeili i sar., 2010). Kod vrste 

T. vulgare detektovano je prisustvo 3,5-O-dikafeoilhininske kiseline, aksilarina i luteolina 

(Juan-Badaturuge i sar., 2009) kao i kafeinske, neohlorogene i ferulinske kiseline (Wojdylo 

i sar., 2007). Rezultati u ovoj disertacije potvrđuju da je 3,5-O-dikafeoilhininska kiselina 

dominantno jedinjenje u metanolnim ekstraktima biljaka T. vulgare sakupljenih u prirodi i 

gajenih in vitro dok je neohlorogena kiselina identifikovana kao drugo dominantno 

jedinjenje. Kvercetagetin 3,6-dimetil etar je u okviru ove disertacije identifikovan u 



Diskusija 

 

144 

 

metanolnom ekstraktu lista biljaka T. vulgare sakupljenih u prirodi. Ovo jedinjenje je pored 

hrizoeriola, apigenina i 6-hidroksiluteolina ranije detektovano u listu i cvetu T. vulgare 

(Williams i sar., 1999a, 1999b).  

Pored aromatičnih isparljivih komponenti T. vulgare je bogat izvor fenolnih jedinjenja. 

Spektrofotometrijski određena količina ukupnih fenola prisutnih u metanolnim ekstraktima 

cveta, lista, stabljike i korena T. vulgare ukazala je na razlike u sadržaju ove grupe 

jedinjenja među ekstraktima različitog tipa biljnog tkiva). Ovo je prvi put da je određivan 

sadržaj fenolnih jedinjenja odvojeno u cvetu, listu, stabljici i korenu ove vrste. Metanol je 

korišćen kao rastvarač jer su raniji radovi pokazali da je to najbolje ekstrakciono sredstvo 

za fenole i flavonoide kod ove vrste (Stojković i sar., 2014). U okviru ove teze pokazano je 

da se metanolni ekstrakt korena odlikovao najvećim sadržajem ukupnih fenola u odnosu na 

ostale metanolne ekstrakte. Međutim, sadržaj ukupnih fenola određen u okviru ove teze 

unekoliko se razlikovao od ranije objavljenih podataka u literaturi za T. vulgare i druge 

vrste roda Tanacetum (Wojdylo i sar., 2007; Esmaeili i sar., 2010; Baranauskiene i sar., 

2014; Stojković i sar., 2014). 

Ranija istraživanja na aromatičnim biljkama ukazuju da vrste bogate fenolnim jedinjenjima 

predstavljaju dobar izvor prirodnih antioksidanata. Mnogi autori su ukazali na linearnu 

korelaciju između sadržaja ukupnih fenola i antioksidativnog kapaciteta (Cai i sar., 2004; 

Katsube i sar., 2004; Katalinić i sar., 2006; Esmaeili i sar., 2010; Stojković i sar., 2014) dok 

su neki autori potvrdili tu korelaciju kod biljaka unutar jedne familije ili grupe (Wu i 

sar.,2004; Wojdylo i sar., 2007). U ovoj disertaciji takođe je pokazano da da fenolna 

jedinjenja doprinose u velikoj meri biološkim aktivnostima ekstrakata pre svega njihovom 

antioksidativnom dejstvu. 

 

5.3. Antioksidativni potencijal metanolnih ekstrakata 

Antioksidansi su organski molekuli koji sprečavaju ili usporavaju procese oksidacije drugih 

molekula u živim sistemima a time i genezu slobodnih radikalskih grupa koji u lančanim 

reakcijama mogu da dovedu do oštećivanja ćelijskih struktura. Zbog potencijala da 
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redukuju oksidativni stres u ćelijama ova jedinjenja se danas koriste u preventivnoj 

medicini ili su već zauzela značajno mesto u tretmanima različitih oboljenja kod ljudi 

uključujući karcinom, kardiovaskularna i neurodegenerativna oboljenja, kao i upalne 

procese (Gerber i sar., 2002; Di Matteo i Esposito, 2003). Među najefikasnijim 

antioksidansima ističu se jedinjenja izolovana iz različitih lekovitih i začinskih biljaka, 

poput vitamina C, vitamina E, karotena, ksantofila i tanina. Visokim antioksidativnim 

potencijalom odlikuju se i druga jedinjenja biljnog porekla u koje spadaju različite fenolne 

kiseline (galna, kafeinska, ruzmarinska kiselina) i flavonoidi (kvercetin, katehin) (Wright i 

sar., 2001; Shan i sar., 2005). Zbog toga se ova jedinjenja često koriste kao dodaci u ishrani 

postajući tako deo preventivne medicine (Knekt i sar., 1996). S druge strane, sintetički 

antioksidansi koji se danas koriste u velikoj meri u prehrambenoj industriji kao što su butil 

hidroksi toluen (BHT) i butil hidroksi anisol (BHA) mogu uzrokovati oštećenja jetre i 

ogenezu (Grice 1988; Park i sar., 1990). Ovo je još jedan od razloga za sve veći interes za 

prirodne antioksidanse biljnog porekla.  

Rezultati analiza hemijskog sastava metanolnih ekstrakata različitih delova biljaka T. 

vulgare pokazali su da su upravo fenolne kiseline i flavonoidi zajedno sa njihovim 

derivatima najzastupljeniji konstituenti ekstrakata te se pretpostavilo i da bi antioksidativni 

potencijal ovih ekstrakata mogao biti značajan. Korišćenjem stabilnog organskog radikala 

DPPH, određena je antioksidativna aktivnosti metanolnih ekstrakata stabla, lista, cveta i 

korena. Preko DPPH testa određuje se sposobnost jedinjenja iz ekstrakta da budu donori 

vodonikovog atoma dok se testom redukujućeg potencijala procenjuje njihova sposobnost 

da doniraju elektron (Katalinić i sar., 2006). 

Antioksidativna aktivnost svih metanolnih ekstrakata analiziranih u ovoj disertaciji bila je 

veća nego ranije pokazana aktivnost metanolnih i etanolnih ekstrakata vrsta roda 

Tanacetum (Tepe i Sokmen, 2007; Esmaeili i sar. 2010). U radu Juan-Badaturuge i 

saradnika (2009) antioksidativna aktivnost sirovog ekstrakta T. vulgare ispitana preko 

DPPH testa iznosila je IC50=37 ± 1,2 μg/mL. Autori ove studije su izvršili frakcionisanje 

aktivnih jedinjenja iz ovog ekstrakta i pokazali da on sadrži 3,5-O-dikafeoilhininsku 

kiselinu, aksilarin i luteolin kao antioksidativne konstituente pri čemu je 3,5-O-
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dikafeoilhininska kiselina ispoljila antioksidativnu aktivnost sličnu kvercetinu koji je 

korišćen kao pozitivna kontrola. Ovim istraživanjem autori su pružili podršku upotrebi T. 

vulgare u tradicionalnoj medicini u tretmanima za zarastanja rana, reumatidni artritis i 

druga inflamatorna stanja (Juan-Badaturuge i sar., 2009). I prema Baranauskiene i 

saradnicima (2014) nosioci antioksidativne aktivnosti vodenog ekstrakta T. vulgare su 

mono- i dikafeoilhiniske kiseline. Bączek i saradnici (2017) su ispitivali i upoređivali 

antioksidativni potencijal vodeno-etanolnih ekstrakata T. vulgare i T. balsamita pomoću 

DPPH testa i utvrdili da T. vulgare ispoljava jaču antioksidativnu aktivnost. U ovom radu 

istaknuto je da su nosioci ove aktivnosti pre svega fenolne kiseline i to kafeinska, 

ruzmarinska i ferulinska. 

U rezultatima ove doktorske teze oba korišćena testa su pokazala da metanolni ekstrakt 

korena poseduje najveći antioksidativni kapacitet. Ovaj ekstrakt sadržavao je najviše 

ukupnih fenola, a relativna zastupljenost fenolnih kiselina, neohlorogene, 3,5-O-

dikafeoilhininske i dikafeoilhininske, bila je najveća u odnosu na ostale ekstrakte. Wojdylo 

je sa saradnicima (2007) ukazao na to da je antioksidativna aktivnost T. vulgare rezultat 

aktivnosti fenolnih kiselina i to pre svih derivata kafeoilhininske kiseline. Pokazano je i da 

su dikefeoilhininska kiselina i njeni derivati jako dobri "hvatači" slobodnih radikala i 

helatori jona metala (Kayano i sar. 2002; Hung i sar., 2006) te da je njihov antioksidativni 

potencijal veći nego nekih jedinjenja koja se danas najčešće koriste kao antioksidansi, kao 

što su vitamin C, vitamin E i kafeinska kiselina. S druge strane poznato je da je 

neohlorogena kiselina izomer hlorogene kiseline i da obe ispoljavaju jaku antioksidativnu 

aktivnost kroz heliranje jona metala, sprečavanje lipidne peroksidacije i eliminaciju 

slobodnih radikala (Kim i sar., 2003). Pored toga, pokazano je da neohlorogena kiselina 

smanjanje oksidaciju lipoproteina niske gustine (LDL, eng. Low Density Lipoproteins) za 

86-97% (Fang i sar., 2002). Ovo je značajno iz razloga što povećenje LDL u krvi ubrzava 

formiranje aterosklerotičnih plaka koje dovode do srčanog udara i infarkta. Oksidacija LDL 

delovanjem slobodnih radikala u crevima je glavna modifikacija koja vodi ka ranom 

formiranju lezija (Chu i Liu, 2005). Oksidovani LDL brže dovodi do aterogeneze nego 

LDL zbog čega su jedinjenja koja smanjuju oksidaciju ovih molekula vrlo značajna za 
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prevenciju kardiovaskularnih obolenja i podstiče se njihov unos kroz voće, povrće i 

suplemente u ishrani.  

Visoku antioksidativnu aktivnost pokazao je i metanolni ekstrakt cveta iako je on imao 

manji sadržaj ukupnih fenola nego metanolni ekstrakt lista. Međutim hemijska analiza je 

pokazala da je u ekstraktu cveta prisutan izokvercetin, koji nije detektovan u ostalim 

ekstraktima već je u njima dominantni flavonoid bio luteolin-7-glukozid. Prema studiji 

Mishra i saradnika (2003) flavonoidni glikozidi ispoljavaju slabiju antioksidativnu 

aktivnost nego njihovi aglikoni. Ranije je ukazano na antioksidativnu sposobnost 

izokvercetina (Wang i sar., 2013). Premda je izokvercetin glikozid, kao i luteolin-7-

glukozid, njegova struktura je takva da poseduje više hidroksilnih grupa što doprinosi 

povećanju antioksidativne aktivnosti (Rice-Evans i sar., 1997; Seyoum i sar., 2006). Zbog 

toga se može tvrditi da izokvercetin uveliko doprinosi antioksidativnoj aktivnosti 

metanolnog ekstrakta cveta T. vulgare.  

Zahvaljujući prisustvu jedinjenja sa pokazanim visokim antioksidativnim potencijalom, 

smatra se da bi ovi ekstrakti mogli ispoljiti različite biološke aktivnosti, te je u daljem radu 

testirano njihovo antimikrobno i antiogeno dejstvo. 

 

5.4. Antimikrobna aktivnost etarskog ulja i metanolnih ekstrakata 

Američko Društvo za infektivne bolesti (2004) objavilo je podatak da od 2 miliona ljudi 

koji godišnje budu inficirani nekim od patogena u američkim bolnicama, čak u 70% 

slučajeva su to patogeni koji su rezistentni na makar jedan od antimikrobnih lekova. 

Kontinuirano istraživanje i ispitivanje antimikrobnih agenasa je stoga od velike važnosti za 

očuvanje javnog zdravlja. Poslednjih decenija poraslo je interesovanje za biljne ekstrakte, 

etarska ulja ili izolovana jedinjenja sa izraženim antimikrobnim aktivnostima. 

U okviru ove disertacija mikrodilucionom metodom ispitana je antimikrobna aktivnost 

etarskog ulja i metanolnih ekstrakata cveta, lista, stabljike i korena T. vulgare na osam vrsta 

bakterija i osam vrsta gljiva.  
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Etarsko ulje je pokazalo izuzetno jaku antimikrobnu aktivnost, jaču od korišćenih 

referentnih antibiotika prema Gram (-) E.coli i Enterobacter cloacae. Značaj dobijenih 

rezultata može se proceniti kada se ima u vidu da ove bakterije mogu dovesti do ozbiljnih 

zdravstvenih tegoba koje mogu imati čak i letalan ishod. E.coli i Enterobacter cloacae su 

uz K. pneumoniae najčešći uzročnici teških bolničkih infekcija (Potron i sar., 2013; Jarlier i 

INVS, 2014). Tako E. coli može izazvati kako intestinalne infekcije, infekcije urinarnog 

trakta, ali i meningitis (Levine, 1984), dok oportunistička i multirezistentna vrsta E. cloacae 

izaziva endokarditis, osteomijelitis, infekcije kože i mekih tkiva kao i infekcije donjeg 

respiratornog i urinarnog trakta (Fata i sar., 1996). S druge strane, etarsko ulje je pokazalo 

značajno umereniju aktivnost prema Gram (+) Staphylococcus aureus, Bacillus cereus i 

Micrococcus flavus, dok su Gram (+) Listeria monocytogenes kao i Gram (-) Psudomonas 

auruginosa su pokazale najmanju osetljivost.  

I ranije je ukazano na to da etarska ulja vrsta T. densum, T. margenteum i T. praeteritum 

ispoljavaju visoku antibakterijsku aktivnost koja je pripisivana pre svega seskviterpenskim 

laktonima (Gören i sar., 1992, 1996a, 1996b). Etarsko ulje T. parthenium pokazalo je 

najjaču aktivnost prema Bacillus subtilis i Staphylococcus aureus, ali je ta aktivnost bila 

slabija od korišćene pozitivne kontrole (Polatoğlu i sar., 2010). U radu Mikulašova -e i 

saradnika (2009) analizirano je i upređivano antimikrobno dejstvo etarskih ulja T. vulgare i 

Savia sp. izolovanih iz biljaka iz prirode sakupljenih sa više lokacija. Etarska ulja obe vrste 

pokazala su jače dejstvo prema Gram (+) bakterijama u odnosu na Gram (-). U ovom radu 

je pokazano da različiti hemotipovi etarskih ulja T. vulgare i Salvia sp. ispoljavaju različit 

stepen antimikrobnog dejstava a najosetljivije vrste bile su B. cereus i Candida albicans. 

Autori ovog istraživanja su zaključili da je hemijska varijabilnost etarskog ulja dovoljan 

razlog za ispoljavanje različitog stepena antimikrobne aktivnosti.  Bączek i saradnici (2017) 

su ispitivali antibakterijsko dejstvo etarskih ulja T. vulgare i T. balsamita. Etarsko ulje T. 

vulgare koje se karakterisalo trans-hrizantenil acetatnim hemotipom pokazalo je slabije 

antimikrobno dejstvo u poređenju sa etarskim ulje T. balsamita koje je imalo β-tujon kao 

dominantno jedinjenje u ulju. U ovoj studiji etarsko ulje T. vulgare nije ispoljilo inhibitornu 

aktivnost prema Gram (-) bakterijama dok su od Gram (+) bakterija najosetljivije bile B. 

cereus, B. subtilis i S. epidermiditis. Autori su zaključili da je razlika u ispoljenoj 
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antibakterijskoj aktivnosti rezultat različitog hemijskog sastava ulja a pre svega različite 

zastupljenosti β-tujona u etarskom ulju obe vrste. 

Smatra se da antimikrobno dejstvo i mehanizam dejstva etarskog ulja zavise od komponenti 

ulja, njihove zastupljenosti i hemijske strukture (Nazzaro i sar., 2013). Ponekad je lokacija 

jedne ili više funkcionalnih grupa presudna za mehanizam aktivnosti prema Gram (+) ili 

Gram (-) bakterijama (Nazzaro i sar., 2013). p-Cimen je monoterpenska komponenta ulja 

za koju je pokazano da pojedinačno ispoljava antimikrobno dejstvo (Aligiannis i sar., 2001; 

Bagamboula i sar., 2004), ali i da pojačava antimikrobnu aktivnost ostalih komponenti u 

ulju (Ultee i sar., 2002). S druge strane neki pojedinačni terpeni iz ulja kao što su α-pinen, 

β-pinene, γ-terpinen, (+)-sabinen i α-terpinen su pokazali slabu ili nikakvu antimikrobnu 

aktivnost prema 25 vrsta bakterija (Dorman i sar., 2000) što ukazuje da neke komponente 

etarskog ulja ispoljavaju slabu antimikrobnu aktivnost kada se primene pojedinačno. 

Interesantan je podatak De Martino i saradnika (2009a, 2009b) o različitom ponašanju dva 

soja B. cereus nakon izlaganja istom etarskom ulju i njegovim pojedinačnim 

komponentama što ukazije na to da osetljivost ciljnih mikroorganizama utiče na 

antimikrobno dejstvo etarskog ulja. 

Móritz je sa saradnicima (2015) takođe testirao antimikrobnu aktivnost etarskog ulja T. 

vulgare i pokazao da su cis-hrizantenol, trans-hrizantenol i trans-hrizantenil acetat 

komponente iz etarskog ulja koje ispoljavaju najjače antibakterijsko dejstvo. Ove 

komponente su dominantne u etarskom ulju koje je predmet ove disertacije pa se može 

pretpostaviti da su i u ovom slučaju upravo one nosioci antimikrobne aktivnosti na testirane 

bakterije. Etarsko ulje je ispoljilo bolju aktivnost prema Gram (+) bakterijama što je u 

skladu da ranijim tvrdnjama da etarska ulja generalno ispoljavaju jače dejstvo na Gram (+) 

nego na Gram (-) bakterijske vrste (Quatara i sar., 1997; Lambert i sar., 2001; Pintore i sar., 

2002; Harpaz i sar., 2003). I pored toga, kao rezultat ove teze ističe se vrlo snažna aktivnost 

etarskog ulja na Gram (-) E. coli i E. cloacae, što je značajno s obzirom na to da Gram (-) 

bakterije poseduju dodatni lipopolisaharidni omotač koji onemogućava difuziju hidrofobnih 

komponenti etarskog ulja. U omotaču Gram (-) bakterija nalaze se porini kroz koje prolaze 

i antimikrobni lekovi kao i mali hidrofilni molekuli, dok veliki, lipofilni molekuli teško 
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prolaze do unutrašnjosti ćelije, što povećava otpornost Gram (-) bakterija na lipofilne 

komponente etarskog ulja. 

Ipak, pokazano je da male terpenoidne komponente kao i fenolne komponente mogu da 

dezintegrišu spoljni lipopolisaharidni omotač Gram (-) bakterija i negativno utiču na rast 

bakterijske ćelije (Burt, 2004). Ovo je jedan od razloga pokazane vrlo snažne antimikrobne 

aktivnosti ispitivanih metanolnih ekstrakata T. vulgare bogatih fenolnim komponentama. 

Svi metanolni ekstrakti su ispoljili snažno antibakterijsko dejstvo kako na Gram (+) tako i 

na Gram (-) bakterije. Dejstvo metanolnih ekstrakata na Gram (+) bakterije bilo je snažnije 

od streptomicina i ampicilina. E. coli i E. cloacae su ispoljile najveću senzitivnost prema 

delovanju metanolnih ekstrakata kao i etarskog ulja T. vulgare. Značajno je da su metanolni 

ekstrakti cveta, lista, stabla i korena pokazali različite minimalne inhibitorne i minimalne 

baktericidne vrednosti što se može objasniti njihovim različitim hemijskim sastavom. 

Metanolni ekstrakt cveta ispoljio je najjaču antimikrobnu aktivnost što se može dovesti u 

vezu sa antimikrobnom aktivnosti izokvercetina u ovom ekstraktu. Antimikrobnu aktivnost 

izokvercetina potvrdili su Vijaya i Ananthan (1996) i u in vivo studiji koja je ukazala na to 

da ovaj flavonoid sprečava infekciju svinja izazvanu Shigella bakterijom. Ranija 

istraživanja ukazuju na to da su za antimikrobnu aktivnost ekstrakata odgovorne kako 

dominantne komponente tako i komponente koje su prisutne u manjoj koncentraciji u 

ekstraktu i da se ne može zanemariti njihov sinergistički ali i antagonistički efekat (Gallucci 

i sar., 2009; Hyldigaard i sar., 2012; Manzoor i sar., 2013). Alves je sa saradnicima (2013) 

ukazao na to da derivati cimetne kiseline ispoljavaju jaču antibakterijsku aktivnost prema 

Gram (+) i Gram (-) kokama u odnosu na ostale grupa bakterija. Flavonoidi i njihovi 

derivati imaju različite ciljne tačke preko kojih ispoljavaju svoju antimikrobnu aktivnost u 

zavisnosti od njihove hemijske strukture i rasporeda hidroksilnih i funkcionalnih grupa 

(Haraguchi i sar., 1998; Tsuchiya i sar., 2000). Sato i sardnici (1996, 1997) su ukazali na to 

da je 2' pozicija hidroksilne grupe važna za antimikrobnu aktivnost dok je Alcaraz sa 

saradnicima (2000) istakao važnost hidroksilne grupe na poziciji 5 za aktivnost prema 

meticilin rezistentnom Staphylococcus aureus. Prema E. coli ekstrakt T. vulgare je pokazao 

umerenu antimikrobnu aktivnost dok je S. aureus pokazao rezistentnost (Rauha i sar., 

2000). Bączek i saradnici (2017) su ispitivali antibakterijsko dejstvo vodeno-etanolnih 
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ekstrakata T. vulgare i T. balsamita. Ekstrakt T. vulgare je ispoljio slabije antibakterijsko 

dejstvo u poređenju sa ekstraktom T. balsamita. U ovom radu je pokazano da su Gram (+) 

bakterije osetljivije na dejstvo vodeno-etanolnog ekstrakata T. vulgare u odnosu na Gram (-

), osim u slučaju K. pneumoniae i Y. enterocolitica. Razliku u antibakterijskoj aktivnosti 

autori ove studije su objasnili razlikom u koncentraciji flavonoida koja je bila veća u 

vodeno-etanolnom ekstaraktu T. balsamita u odnosu na T. vulgare.  

U dostupnoj literaturi nisu pronađeni podaci o antifungalnoj aktivnosti etarskog ulja i 

ekstrakata vrste T. vulgare. Osim što neke od vrsta mikromiceta mogu svojim 

mikotoksinima da dovedu do narušavanja zdravlja ljudi, toksičnih efekata na pojedine 

organe, pa čak i da indukuju mutagenezu ili ogenezu, mnogi sojevi mikromiceta imaju 

štetno dejstvo i u prehrambenoj industriji (Jay i sar.,2005; Bath i sar., 2010; Reddy i sar., 

2010). Mogu se pojaviti na biljkama u samom polju, neke tokom žetve, a neke prilikom 

neprimerenog skladištenja, a zatim mogu dovesti do kontaminacije namirnica koje koriste 

kako životinje, tako i ljudi (Jay i sar., 2005). S toga je pronalaženje jedinjenja kojima je 

moguće inhibirati rast ovih mikromiceta ili ih čak potpuno eliminisati danas jedan od 

prioriteta velikog broja istraživanja.  

Rezultati dobijeni tokom istraživanja u okviru ove doktorske disertacije pokazali su da je 

etarsko ulje ispoljilo jaku antifungalnu aktivnost koja je bila na nivou referentnih 

antimikotika prema svim testiranim sojevima, osim prema mikromicetama A. niger i T. 

viride. Posebno snažna aktivnost etarskog ulja, oko sto puta jača nego aktivnost bifonazola 

i ketokonazola, se ispoljila prema biljnom patogenu Penicillium funiculosum. 

I metanolni ekstrakti su ispoljili odličan fungistatski i fungicidni efekat. Značajnu aktivnost 

na sve ispitivane mikromicete pokazao je metanolni ekstrakt cveta čija aktivnost je bila 

snažnija nego aktivnost korišćenih antimikotika. Ovaj metanolni ekstrakt u poređenju sa 

ostalim sadrži značajnu količinu izokvercetina, čime se može objasniti njegova 

antifungalna aktivnost. Yung i saradnici (2015) su dokazali snažnu antifungalnu aktivnost 

izokvercetina prema pet patogenih mikromiceta. U njihovom radu u in vivo testu pokazano 

je da izokvercetin uzrokuje premeštanja molekula unutar fosfolipidnog dvosloja i da dovodi 

do poremećaja u propustljivosti membrane ćelija gljiva. Ove promene uzrokuju skupljanje 
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ćelije izazvano povećenjem permeabilnosti membrane, gubitkom jona i padom osmotskog 

potencijala te na kraju dovode do smrti ćelije (Yung i sar., 2015). Autori prethodne studije 

su predložili primenu izokvercentina u kliničkim studijama kao stabilnog antifungalnog 

agensa koji pritome ne izaziva hemolizu.  

Na osnovu rezultata ove disertacije koji opisuju uglavnom visoku antimikrobnu, a naročito 

antifungalnu aktivnost, etarsko ulje i metanolni ekstrakti T. vulgare bi se mogli koristiti u 

prevenciji, ali i lečenju određenih bolesti izazvanih vrstama prema kojima je pokazana 

visoka aktivnost, ali i kao agensi u konzerviranju i očuvanju kvaliteta namirnica u 

prehrambenoj industriji. 

 

5.5. Citotoksična aktivnost etarskog ulja i metanolnih ekstrakata 

Zbog velikog broja obolelih i veoma teške kliničke slike koju većina malignih oboljenja 

ima, onkoligija je danas svuda u svetu jedna od grana medicine u kojoj se najčešće traga za 

alternativama klasičnom lečenju. Terapija malignih oboljenja, koja nažalost često ne pruža 

adekvatan tretman koji bi doveo do izlečenja, zasniva se pored hirurgije i zračenja 

(radioterapije), na korišćenju različitih hemijskih jedinjenja sa citotoksičnim efektom 

(hemoterapija). Osnovni problem kod primene hemoterapije jeste što većina korišćenih 

medikamenata deluje neselektivno te se toksičan efekat ispoljava i na zdrave ćelije čime se 

izaziva čitav niz veoma negativnih kontraindikacija, kao što su supresija imunog sistema, 

alergijske reakcije, promene u srčanom radu, disbalans elektrolita, povraćanje i slično. 

Stoga postoji stalna potreba za pronalaženjem novih jedinjenja koja će biti visoko efikasna 

prema ogenim ćelijama, ali nisko toksična za ostatak organizma. 

U ovoj doktorskoj disertaciji ispitivan je citotoksični potencijal etarskog ulja i metanolnih 

ekstrakata cveta, lista, stabla i korena T. vulgare na maligne ćelijske linije adenokarcinoma 

cerviksa (HeLa). Radi utvrđivanja nivoa selektivnog efekta, ispitivana je i aktivnost 

gorepomenutog etarskog ulja i ekstrakata na zdrave humane ćelijske linije fetalnih 

fibroblasta pluća (MRC-5). Posmatrane su i promene u morfologiji tretiranih ćelija koje 
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vode ka programiranoj ćelijskoj smrti nakon izlaganja ekstraktima, a dobijena citotoksična 

aktivnost je upoređena sa često korišćenim citostatikom, cisplatinom. 

Ranija istraživanja ukazuju na to da brojna etarska ulja koja čine kompleksne smeše 

jedinjenja mogu posedovati supresivnu aktivnost prema ćelijskim linijama a mozga, 

debelog creva, jetre, pluća, dojke, leukemije i drugih. Tako etarsko ulje matičnjaka 

(Melissa oficinalis L.) pokazuje citotoksičnu aktivnost prema mnogim tumorskim ćelijskim 

linijama (De Sousa i sar., 2004), dok etarsko ulje australijskog čajevca (Melaleuca 

alternifolia) izaziva apoptozu ćelija melanoma pri čemu je antiogena aktivnost pripisana 

monoterpenskom alkoholu terpinen-4-olu (Calcabrini i sar., 2004). Etarska ulja ispoljavaju 

antiogeno dejstvo zahvaljujući antioksidativnim, antimutagenim i/ili antiproliferativnim 

osobinama svojih konstituenata (Bhalla i sar., 2013). Većina ispitivanih etarskih ulja sa 

citotoksičnim efektom delovala su na slobodne radikalske grupe, koje osim što izazivaju 

mnoga degenerativna stanja, mogu da deluju i na jačanje imunih funkcija organizma ili na 

modulaciju rezistencije prema citostaticima. Sa druge strane i pojedini izolovani 

konstituenti etarskih ulja mogu pokazivati antiproliferativnu i citotoksičnu aktivnost prema 

tumorskim ćelijama. Citotoksičnost etarskih ulja uglavnom uključuje poremećaj u strukturi 

biomembrana koji uključuje prooksidativnu aktivnost etarskih ulja. Seskviterpenski laktoni 

iz etarskog ulja kamilice (Matricaria chamomilla) indukuju apoptozu kod ćelija a mozga 

(Cavalieri i sar., 2004). Slično, geraniol, d-limonen, 1,8 cineol, α-terpinen izolovani iz 

etarskih ulja različitih biljaka i primenjeni kao pojedinačna jedinjenja pokazuju citotoksičnu 

aktivnost in vitro (Carnesecchi i sar., 2004; Moteki i sar., 2002; Fresco i sar., 2006). 

Etarsko ulje T. vulgare ispoljilo je citotoksičnu aktivnost pri većim primenjenim 

koncentracijama (IC50=290mg/mL). Pritom je etarsko ulje pokazalo i selektivnost jer je 

citotoksičnost bila nešto jača prema HeLa nego prema kontrolnim MRC-5 ćelijskim 

linijama. Čak je etarsko ulje pri najnižoj primenjenoj koncentraciji stimulisalo proliferaciju 

zdravih MRC-5 ćelija. U ranijim studijama je monoterpenskom alkoholu terpinen-4-olu, 

koji je prisutan i u analiziranom etarskom ulju T. vulgare sa 2,92% udela, pripisana 

antiogena aktivnost etarskog ulja australijskog čajevca (Calcabrini i sar., 2004). Autori ove 

studije su pokazali da terpinen-4-ol deluje na reorganizaciju membranskih lipida plazma-

membrane. Dodatno, u etarskom ulju T. vugare detektovano je prisustvo i 1,8-cineola 
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(3,88%) za koga je pokazano da u tretmanu humanih HL-60 ćelijskih linija leukemije 

uzrokuje morfološke promene i fragmentaciju DNK što ukazuje na indukciju apoptoze 

(Moteki i sar., 2002; Yoo i sar., 2005). 

U dostupnoj literaturi je pokazano da etarsko ulje nekih vrsta roda Tanacetum poseduje 

citotoksičnu aktivnost. Posebno se izdvaja aktivnost seskviterpenskg laktona partenolida iz 

T. parthenium koji ispoljava značajnu citotoksičnost prema različitim tipovima ćelija a 

među kojima su ćelije a pluća (A549), a debelog creva (HT-29), a mozga (TE671) i 

melanoma (Parada-Turska i sar., 2007; Ghantous i sar., 2010; Lesiak i sar., 2010; Mathema 

i sar., 2012). Ipak jedno od najznačajnijih karakteristika ovog jedinjenja jeste da pokazuje 

selektivnost u odnosu na zdrave ćelije (Patel i sar., 2000; Mathema i sar., 2012) te su 

intenzivna klinička ispitivanja partenolida kao mogućeg citostatika u toku. U etarskom ulju 

T. vulgare čiji je citotoksični efekat u ovoj doktorskoj disertaciji ispitivan, partenolid nije 

detektovan. Seskviterpenski ugljovodonici kojima prirada ovo jedinjenje činili su svega 

0,03%, te slabo citotoksično dejstvo ovog ulja ne može da se pripiše ovom jedinjenju već 

su najverovatnije nosioci citotoksične aktivnosti monoterpenoidna jedinjenja među kojima 

su i jedinjenja sa dokazanim antiogenim delovanjem. 

S druge strane, metanolni ekstrakti cveta, lista, stabljike i korena T. vulgare ispoljili su 

nešto bolji citotoksičan efekat koji je bio dozno i vremenski zavistan. Od svih testiranih 

ekstakata metanolni ekstrakti cveta i lista su pokazali najveću citotoksičnost, koja je bila u 

mikrogramskom opsegu koncentracija (do 100 μg). Najjaču antiproliferativnu aktivnost 

ispoljio je metanolni ekstrakt lista koji je pokazao i blagu selektivnost, delujući jače na 

HeLa ćelije. Takođe, oba ova ekstrakta izazvala su gubitak athezije kod HeLa ćelija što 

ukazuje na indukovanu ćelijsku smrt. S druge strane ova promena nije zabeležena kod 

MRC-5 ćelija nakon delovanja ekstrakata. Selektivna antiproliferativna aktivnost mogla bi 

da se objasni delovanjem različitih kostituenata iz ekstrakata na specifične molekule 

onkogenih signalnih puteva koji učestvuju u regulaciji ćelijskog rastenja, proliferacije i 

apoptoze. Selektivnost u citostatičkoj aktivnosti prema malignim ćelijskim linijama u 

odnosu na zdrave ukazuje na to da ekstrakt lista poseduje citotoksični potencijal.  
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Analiza hemijskog sastava primenjenih metanolnih ekstrakata pokazala je da je relativna 

zastupljenost 3,5-O-dikafeoilhininske kiseline najveća upravo u najefikasnijim metanolnim 

ekstraktima, izolovanim iz cveta i lista. Miccadei i saradnici (2008) su ukazali na antiogeno 

dejstvo hidroksicinamičnih kiselina koje dovode do redukcije ćelijske vijabilnosti i 

indukcije apoptoze. Ovi autori su antiogenu aktivnost ovih kiselina doveli u vezu sa 

njihovom antioksidativnom sposobnosti delujući pri tom i na povećenje ekspresije i 

aktivnosti antioksidativnih enzima. Puangpraphant i saradnici (2011) su pokazali da 

dikefeoilhininska kiselina (DCQA) inhibira proliferaciju CRL-2577 i HT-29 humanih 

ćelijskih linija karcinoma debelog creva. Amigo-Benavent i saradnici (2017) su ukazali na 

to da derivati kefeoilhininske i dikafeoilhininske kiseline redukuju oksidativni stres i 

produkciju ROS koje su u vezi sa inicijacijom a i njegovom daljom progresijom.  

U metanolnim ekstraktima lista i cveta T. vulgare detektovani su i glukozidi luteolina. U 

literaturi postoje brojni podaci o antiogenom dejstvu luteolina. U radu Horinaka i saradnika 

(2005) pokazano je da luteolin izaziva apoptozu HeLa ćelijskih linija dok je Xie sa 

saradnicima (2012) ukazao na to da luteolin inhibira Aurora B serin/treonin kinazu koja 

reguliše mitozu u HeLa ćelijama.Antiogenu aktivnost luteolin je ispoljio i preko zastoja 

ćelijskog ciklusa u S i G2/M fazama MDA-MB-231 ćelija adenocarcinoma dojke i 

indukcijom apoptoze ovih ćelija (Lee i sar., 2012). 

Metanolni ekstrakt cveta ispitivan u ovoj disertaciji je jedini sadržavao izokvercetin, dok su 

jedino u metanolnom ekstraktu lista detektovani kvercetagetin-3,6-dimetiletar i eupalitin. 

Izokvercetin je glikozid kvercetina za koga je pokazano da je jedan od najjačih antiogenih 

agenasa (Waterhouse, 2002). Prema literaturnim podacima kvercetin je ispoljio antiogenu 

aktivnost prema različitim tipovima malignih ćelijskih linija uključujući HeLa ćelije 

adenocarcinoma cerviksa, MDA-MB-453 ćelije karcinoma dojke, Vo Lo ćelije karcinoma 

debelog creva, A549 ćelije karcinoma pluća i K562 ćelija mijeloidne leukemije (Murakami 

i sar., 2008; Chien i sar., 2009; Vidya i sar., 2010; Dajas, 2012). Jaku citotoksičnu aktivnost 

kvercetin je ispoljio prema HeLa ćelijskim linijama uzrokujući zastoj HeLa ćelija u G2/M 

fazi ćelijskog ciklusa kao i indukciju apoptoze aktivacijom unutrašnjeg mitohondrijalnog 

puta (Vidya i sar., 2010). 
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Kvercetagetin deluje kao inhibitor protoonkogenih kinaza (Kang i sar., 2011), dok je 

eupalitin ispoljio značajnu citotoksičnost prema ćelijama a debelog creva i karcinom 

prostate indukujući apoptozu (Ghalib i sar., 2013). Slično rezultatima prikazanim u ovoj 

disertaciji i Negrín i saradnici (2015) su ukazali na antiproliferativnu aktivnost etanolnih 

ekstrakata T. oshanahanii i T. ptarmiciflorum prema ćelijskim linijama melanoma i 

leukemije. Ova studija je pokazala da je eudezmanolid tanapsin iz ekstrakta T. oshanahanii 

nosilac citotoksične aktivnosti kod ove vrste pošto je ekstrakt T. ptarmiciflorum koji nije 

sadržavao tanapsin ispoljio slabu citotoksičnost.  

Za razliku od metanolnih ekstrakata T. vulgare analiziranih u ovoj disertaciji gde su 

dominantna jedinjenja pripadala grupi fenolnih kiselina, Roselli i saradnici (2012) su 

publikovali studiju o citotoksičnoj aktivnosti dihlormetanskog ekstrakta cveta T. vulgare. Iz 

ovog ekstrakta izolovano je pet jedinjenja, seskviterpenskih laktona kod kojih je potvrđena 

citotoksična aktivnost in vitro prema A549 ćelijskim linijama karcinoma pluća kao i prema 

zdravim ćelijama plućnih fibroblasta (V79379A). S druge strane, vodeno-etanolni ekstrakt 

T. vulgare je ispoljio dozno i vremenski zavisnu citotoksičnost prema MCF7 ćelijskim 

linijama karcinoma dojke (Gospodinova i sar., 2014). U ovom radu IC50 vrednost je 

iznosila 286,8 μg/mL a tretman malignih ćelija ovim ekstraktom izazvao je morfološke 

promene na ćelijama. Wegeira i saradnici (2012) su u pilot studiji ispitivali citotoksični 

efekat lekovitih biljaka iz familije Asteraceae na J-45.01 humane ćelijske linije leukemije i 

utvrdili da etanolni ekstrakt T. vulgare ispoljava antiogenu aktivnost indukujući apoptozu. 

U ovom radu IC50 vrednosti su iznosile 360 μg/mL (herba), 200μg/mL (cvet) i 300μg/mL 

(koren). IC50 vrednosti dobijene kao rezultat ove disertacije ukazuju na jaču antiogenu 

aktivnost metanolnih ekstrakata cveta, lista, stabljike i korena u poređenju sa rezultatima 

Wegeira i saradnika (2012). 

 Kao kontrola citotoksičnog delovanja u eksperimentima opisanim ovom doktorskom 

disertacijom korišćen je široko primenjivani cisplatin. Ovaj citostatik koji u svom sastavu 

sadrži platinu i koji svoju aktivnost ispoljava vezujući se i blokirajući duplikaciju DNK 

molekula, odlikuje se niskom selektivnošću, te pored efekta na tretirane onkoćelije dovodi i 

do pojave niza veoma ozbiljnih kontraindikacija 
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(www.drugs.com/monograph/cisplatin.html). Međutim i etarsko ulje T. vulgare kao i svi 

ispitivani metanolni ekstrakti ispoljili su znatno slabiju antiproliferativnu aktivnost na ciljne 

ćelije u odnosu na ovaj citostatik, što njihovu aplikaciju dovodi u pitanje. Ipak, prisustvo 

derivata kvercetina u ekstraktima sa najjačim dobijenim antiproliferativnim efektom i 

dokazanoj selektivnoj indukciji apoptoze ukazuje na mogućnost direktne poveznosti ove 

grupe jedinjenja i specifičnog citostatičkog delovanja na testirane onkogene ćelije. 

Kontrolisana proizvodnja ovih aktivnih citotoksičnih jedinjenja u in vitro kulturama 

izdanaka T. vulgare putem mikropropacije mogla bi da predstavlja perspektivni pristup koji 

je potrebno detaljno istražiti.  

 

5.6. Efekat etarskog ulja T. vulgare na gusenice gubara (Lymantria dispar L.) 

Gusenice gubara (Lymantria dispar L.) predstavljaju jedne od glavnih štetočina listopadnih 

šuma severne hemisfere (Elkinton i Liebhold, 1990). Pored toga, ove gusenice predstavljaju 

opasnost i za urbane ekosisteme, parkove, drvorede i voćnjake. Gusenice gubara su 

polifagne i hrane se lišćem i pupoljcima više od 300 vrsta drveća izazivajući golobrst. 

Hrane se lišćem svih drvenstih vrsta uključujući lišćare, četinare i voćke kao i žbunaste 

vrste (Mihajlović, 2008). Na Balkanskom poluostrvu ovaj insekt se sreće na području do 

1600 m nadmorske visine i predstavlja najveću štetočinu šuma u Srbiji (Janković, 1954; 

Mihajlović, 2008). Povremeno populacije gubara dostižu veliku brojnost odnosno dolazi do 

gradacije koja traje tri do šest godina, izazivajući golobrste šuma, voćnjaka ali i urbanog 

zelenila. Usled golobrsta dolazi do fiziološkog slabljenja stabala koja postaju osetljiva na 

druge štetočine i bolesti što može uzrokovati njihovo sušenje. Najveće štete prave šumama 

cera jer za razvoj gusenica najviše odgovaraju čiste hrastove šume (Milanović, 2006). 

Sve prethodno upućuje na zaključak da se suzbijanju gubara mora posvetiti posebna pažnja. 

Preventivne mere suzbijanja uključuju stalno praćenje populacija gubara različitim 

metodama (Cameron, 1979; Tabaković–Tošić, 2004; Mihajlović, 2008). Represivne mere 

uključuju mehaničke, hemijske i biološke mere. 

http://www.drugs.com/monograph/cisplatin.html�
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 U cilju kontrole ove štetočine najčešće se koriste konvencionalni pesticidi, koji se često 

upotrebljavaju preobimno i nepravilno što uzrokuje dodatnu štetu u ekosistemima. U skladu 

sa savremenim pristupima integrisane kontrole štetočina (IPM, eng. Integrated Pest 

Management) koja kombinuje biološke i hemijske mere kontrole određenih štetočina, danas 

se u cilju smanjivanja brojnosti populacija gusenica gubara primenjuju i biološke mere u 

formi Bt (Bacillus thuringiensis) insekticida. Ovaj kristalni protein izolovan je iz bakterije 

Bacillus thuringiensis (Bt), a svoje insekticidalno dejstvo ostvaruje vezivanjem za aktivno 

mesto receptora epitelijalnih ćelija digestivnog sistema insekta, čime narušava varenje i 

apsorpciju hrane koja dovodi do neefikasne ishrane i smrti (Kumar i sar. 1996). Otkriveno 

je da antibiotik zvitermicin A pospešuje toksično delovanje Bt insekticida, a pri tome ne 

ispoljava toksični efekat na gusenice gubara (Broderick i sar., 2000). 

Iako su gusenice gubara poznate kao polifagne i veoma “proždrljive” pokazano je da u 

listopadnim šumama ne hrane lišćem jasena (Fraxinus pennsylvanica Marsh). Marković i 

sar (1996a) su pretpostavili da larve izbegavaju ovu vrstu jer bivaju odbijene dejstvom 

isparljivih jedinjenja listova. U daljim istraživanjima Marković i saradnici (1996b) su 

izdvojili nekoliko isparljivih jedinjenja iz listova jasena i analizirali efekte kompleksne 

smeše ovih jedinjenja, ali i pojedinačnih komponenti na gusenice gubara. Autori su ukazali 

na repelentno delovanje linaloola, metil salicilata i farnezena, dok dominantno jedinjenje 

trans-ocimen nije ispoljilo repelentnu aktivnost.  

U poslednje vreme rukovodeći se sve većim zahtevima za očuvanjem prirodnih ekosistema 

i životne sredine dominantne su studuje u čijem fokusu su analize različitih biljnih 

komponenti, prevashodno produkata sekundarnog metabolizma, koja mogu da se koriste 

kao biološke mere suzbijanja štetočina. Unapređuju se varijateti Bt preparata (Khodyrev i 

sar., 2010) i intenzivno se ispituju jedinjenja koja se klasifikuju kao sekundarni metaboliti a 

koji mogu imati repelentno ili insekticidno dejstvo, uključujući i etarska ulja kao 

kompeksne smeše jedinjenja sa različitim biološkim aktivnostima. Etarska ulja su posebno 

značajna jer ispoljavaju nisku toksičnost i u preparatima su uglavnom zastupljena u niskoj 

koncentraciji pa ne izazivaju neželjene posedice na druge organizme u ekosistemu.  
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Dosadašnja ispitivanja efekta etarskih ulja na larve gusenica pokazala su da su ulja vrsta 

Athamanta haynaldii i Myristica fragrans ispoljila antifidnu aktivnost, utičući na 

smanjivanje unosa i efikasnosti ishrane gusenica, dok je larvicidalna aktivnost ovih ulja 

procenjena pomoću testa rezidualne toksičnosti i mortaliteta larvi, bila slaba (Kostić i sar., 

2013). Isti testovi korišćeni su i za analizu toksičnosti etarskog ulja bosiljka (Ocimum 

basilicum) i linaloola kao njegove dominantne komponente na gusenice gubara (Kostić i 

sar., 2008). I ulje i linalool, ispoljili su značajnu antifidnu aktivnost pri čemu je toksičnost 

bila na niskom do umerenom nivou.  

U okviru ove disertacije ispitivan je efekat etarskog ulja T. vulgare na gusenice gubara u 

laboratorijskim uslovima. Ispitivan je direktan toksični potencijal etarskog ulja praćenjem 

mortaliteta gusenica i presvlačenja larvi iz drugog u treći stupanj kao i indirektan toksični 

potencijal izazvan digestivnom toksičnošću koja se ogleda i u promenama performansi 

rastenja i razvića larvi. Slično već opisanim studijama, ni etarsko ulje T. vulgare nije 

ispoljilo akutnu toksičnost na gusenice gubara. Samo u slučaju najveće primenjene 

koncentracije (1,0%) etarsko ulje je preko rezidualne kontaktne toksičnosti izazvalo 

mortalitet 8% gusenica.  

Analiza direktne toksičnosti posmatrana kroz uticaj na razviće larvi, koje je praćeno kroz 

presvlačenje larvi iz drugog u treći stupanj, ukazala je na to da je etarsko ulje T. vulgare 

izazvalo odlaganje presvlačenje i značajno smanjenje procenta presvučenih gusenica. 

Nakon delovanja etarskog ulja gusenice gubara su duže ostajale u istom stadijumu razvića, 

odnosno etarsko ulje je usporilo njihovo normalno razviće. Poznato je da je larvama 

insekata za prelazak iz jednog u drugi stupanj razvića neophodno da dostignu određenu 

masu i da prestanu da se hrane da bi usledila metamorfoza (Nijhout, 1994). Digestija hrane 

u kojoj se nalazilo etarsko ulje T. vulgare smanjila je efikasnost ishrane i dovela do 

smanjenog prirasta telesne mase, a samim tim i na odlaganje trenutka kada se dostiže 

kritična masa koja indukuje proces presvlačenja. Na ovaj način značajno je smanjen 

procenat presvučenih gusenica u analiziranoj grupi. Toksičnost hranom unetog etarskog 

ulja se ispoljila već nakon 24 h od ingestije. Mortalitet nije zabeležen jedino kod gusenica 

koje su unosile hranu u kojoj je bilo etarsko ulje u najmanjoj ispitivanoj koncentraciji dok 
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je kod grupe gusenica koje su hranom unele i etarsko ulje u koncentraciji od 1,0% 

zabeleženi mortalitet bio čak 72%. U odnosu na kontrolnu grupu gusenica hranjenih 

veštačkom hranom bez dodatog etarskog ulja uočava se da digestija hrane sa dodatkom 

etarskog ulja u svim ispitivanim koncentracijama znatno smanjuje ili u potpunosti 

zaustavlja presvlačenje i na taj način usporava razviće gubara. Usporavanje razvića sa jedne 

strane smanjuje verovatnoću preživljavanja larvi jer ostaju duže izložene predatorima, a sa 

druge strane odlaže pojavu adulta i reprodukciju (Roff, 2000). Na ovaj način etarsko ulje T. 

vulgare ostvaruje negativan efekat na preživljavanje gubara. Etarsko ulje T. vulgare je 

produžilo razviće larvi manjeg brašnara Alphitobius diaperinus (Szolyga i sar., 2014). 

Ponekad smeša etarskog ulja ima jače delovanje nego njena dominantna komponenta i 

obrnuto (Abbasay i sar., 2009; Szczepanik i sar., 2012). Studija Szolyga i saradnika (2014) 

je ukazala i na to da nije bilo razlike u aktivnosti prema larvama A. diaperinus kompleksne 

smeše etarskog ulja u odnosu na β-tujon, dominantnu komponentu ulja. Digestivnu 

toksičnost prema gusenicama gubara ispoljavaju i etarska ulja Rosmarinus officinalis Linn. 

i Thimus herba-barona Loisel (Moretti i sar., 2002). 

Pored toga što je uticala na preživljavanje i presvlačenje gusenica gubara, ingestija etarskog 

ulja T. vulgare uticala je i na druge parametre rastenja i razvića gubara posmatrane kod 

gusenica četvrtog stupnja razvića. Etarsko ulje je smanjilo dnevni prirast mase gusenica 

četvrtog stupnja. Najmanja ispitivana koncentracija etarskog ulja uzrokovala je smanjenje 

relativnog dnevnog prirasta mase za 37% dok je etarsko ulje u koncentraciji od 1,0% 

smanjilo dnevni prirast mase za 80% u odnosu na kontrolu. Povećanje koncentracije 

etarskog ulja u veštačkoj hrani kojom su gusenice hranjene dovelo je do smanjenja brzine 

konzumacije hrane te su gusenice gubara sa povećanjem koncentracije etarskog ulja u hrani 

unosile sve manje hrane po miligramu sopstvene mase. Tako su kontrolne gusenice unosile 

50% više hrane po miligramu sopstvene mase od gusenica čija hrana je sadržavala etarsko 

ulje u koncentraciji od 1,0%. Ova koncentracija etarskog ulja (1,0%) smanjila je efikasnost 

asimilacije unete hrane koja nije značajno smanjena ingestijom etarskog ulja manjih 

koncentracija (0,1 i 0,5%). Negativan efekat digestije etarskog ulja ogledao se i u 

značajnom smanjenju konverzije unete hrane u biomasu gusenica koja je unosom etarskog 

ulja u koncentraciji od 0,5 i 1,0% smanjena za 60% u odnosu na kontrolu. Iako je etarsko 
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ulje uticalo i na smanjenje konverzije svarene hrane u biomasu gusenica, to smanjenje se 

nije pokazalo kao statistički značajno pa se može zaključiti da su time smanjen negativni 

efekat ingestije etarskog ulja i delom kompenzovan smanjeni unos hrane izazvan 

prisustvom etarskog ulja. 

Ranije je ukazano na to da neke komponente etarskih ulja mogu oštetiti ćelije epitela 

srednjeg creva i uticati na rad digestivnih enzima što se dovodi do smanjanja efikasnosti 

asimilacije hrane i utiče na normalano rastenje i razviće insekata (Koul et al., 2004; Zibaee 

i Bandani, 2010; Shannag i sar., 2015). Neke studije su pokazale da etarska ulja bogata 

tujonskim komponentama utiču na intestinalnu mikrofloru zahvaljujući svojoj 

antimikrobnoj aktivnosti te tako remete digestivne procese i apsorpciju hrane (Brenes i 

Roura, 2010; Srivastava et al., 2012). Etarsko ulje T. vulgare nije ispoljilo samo kratkoročni 

efekat koji se ogleda u smanjenju relativne brzine konzumacije hrane već je redukovalo 

konverziju unete hrane u biomasu. Za rastenje i razvoj insekata neophodan je adekvatan 

nivo unosa nutrijenata i konverzije unete hrane u energiju i biomasu (Reese, 1978). 

Efikasnost konverzije unete i svarene hrane u biomasu je merilo sposobnosti insekata da 

iskoristi hranu unetu ingestijom za sopstveni rast i razvoj (Naseri i sar., 2009). Smatra se da 

etarsko ulje ne ispoljava hroničnu toksičnost ukoliko ne uzrokuje promene u parametrima 

efikasnosti konverzije hrane u biomasu (Koul i sar., 2008). Smanjenje unosa hrane kao i 

smanjenje efikasnosti konverzije hrane u biomasu produžavaju razviće larvi verovatno i iz 

razloga što je hormonalni mehanizam koji reguliše razviće većine životinja delom regulisan 

i unosom hrane (Bernard i Lagadic, 1993). Pored toga, smanjenje parametara konverzije 

unete i svarene hrane u biomasu gusenica može se objasniti i time da insekti veliki deo 

energije dobijene hranom troše na indukciju enzima koji učestvuju u detoksifikaciji nekih 

od komponenata etarskog ulja (Khosravi i Sendi, 2013). 

Ovi rezultati ukazuju na to da je etarsko ulje ispoljilo negativan efekat na rastenje i razviće 

kako mlađih tako i starijih larvi gubara što se razlikuje od podataka Szolyga i saradnika 

(2014) koji su ukazali na to da etarsko ulje T. vulgare ima jače dejstvo na mlađe nego na 

starije larve. Etarsko ulje T. vulgare ispoljilo je repelentnu aktivnost prema zlatici 

(Leptinotarsa decemlineata Say) u studiji u kojoj je T. vulgare zasađen između biljaka 
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krompira (Solanum tuberosum L.) (Panasiuk, 1984). Nešto kasnije je Hough-Goldstein 

(1990) pokazao da vodeni ekstrakt lista T. vulgare ispoljava jaku antifidnu aktivnost prema 

zlatici kao i da je uzrokovao značajan mortalitet larvi koje su hranjene listovima isprskanim 

ovim ekstraktom. Larocque i saradnici (1999) su pokazali da etarsko ulje T. vulgare dodato 

u hranu povećava smrtnost larvi polifagne štetočine Choristoneura rosaceana Harris, koja 

pravi velike štete na stablima jabuke. Ova studija je ukazala i na to da hronična izloženost 

etarskom ulju preko hrane ne deluje na parametre rasta i razvića kod mužjaka ali dovodi do 

smanjenja biomase pupe kod ženki i do odlaganja poleganja jaja. Gabel i Thiery (1994) su 

predložili to da isparljiva jedinjenja iz etarskog ulja T. vulgare utiču na fiziološke i 

bihevioralne mehanizme koji su povezani sa polaganjem jaja. 

U novije vreme upotreba etarskih ulja kao insekticida niskog rizika je u sve većem porastu 

naročito sa rastom popularnosti organskog uzgoja i ekološke svesnosti korisnika. Uz retke 

izuzetke etarska ulja su nisko toksična za sisare i kratko opstaju u ekosistemu što još više 

favorizuje upotrebu ovih produkata niskog stepena rizika a visoke koristi. 

 

5.7. Efekat etarskog ulja T. vulgare na indukciju odbrambenih mehanizama kod 

krompira gajenog in vitro 

Jedan od najvećih izazova poljoprivredne proizvodnje s početka XXI veka je bilo 

obezbeđivanje dovoljno hrane za rastuću ljudsku populaciju (Hertel, 2015). Unapređivanja 

u proizvodnji hrane započeta samom domestifikacijom biljnih vrsta uglavnom su se 

zasnivala na unapređivanju karakteristika koje su u direktnoj vezi sa povećanjem prinosa. 

Međutim, usled ovako ciljane selekcije neretko je dolazilo do gubitka otpornosti gajenih 

kultura prema štetočinama i bolestima izazvanim različitim patogenima (Wink, 1988; 

Rosenthal i Dirzo, 1997). Rešenje problema osetljivosti prema štetočinama uglavnom je 

podrazumevalo korišćenje sintetičkih pesticida i to najčešće u velikim količinama i potpuno 

neselektivno. To je rezultovalo ozbiljnim problemima sa kojima se u savremeno doba 

suočavaju proizvođači hrane širom sveta, a koji podrazumevaju razvijanje otpornosti 

štetočina na aktivne komponente pesticida, štetan neselektivan efekat na vrste koje nisu 

štetočine ali i zagađenje prirode i potencijalne štetne efekte po zdravlje ljudi i domaćih 
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životinja (Handford i sar., 2015). Stoga je poslednjih decenija potraga za alternativnim 

pristupom u rešavanju problema štetočina u poljoprivredi okrenuta ka istraživanju prirodnih 

jedinjenja kojima bi se delovalo direktno na štetočine ili pak povećala otpornost 

poljoprivrednih useva. 

Sekundarni metaboliti biljaka prepoznati su kao potencijalne alternative pesticidima i 

predstavljeni kao nova generacija zelenih insekticida sa velikim potencijalom za 

komercijalno korišćenje u poljoprivredi (Adeyemi, 2010; Dayan i sar., 2009). Međutim, 

osim potencijala da direktno deluju na ciljane insekte, o čemu je prethodno bilo reči, 

pokazano je da etarska ulja mogu i da indukuju “priming” odgovore kod biljaka koje se 

nalaze u okolini suseda koji emituju ove smeše isparljivih jedinjenja. Do sada je publikovan 

veliki broj studija koje se bave efektom etarskih ulja na povećanje ”priming” indukovane 

otpornosti pojedinih biljnih vrsta ali pre svega na patogene bakterije i gljive. U najvećem 

broju slučajeva analizirana je ekspresija gena uključenih u sistemsku izazvanu rezistenciju 

(SAR; eng. Systemic Aquied Resistance), koja podrazumeva niz odbrambenih reakcija 

iniciranih akumulacijom salicilne kiseline (SA) na mestu infekcije patogenima. Pokazanao 

je da tokom ”priming” dolazi do promene u ekspresiji gena povezanih sa patogenezom 

(PR) (Jung i sar., 2009; Dempsey i Klessig, 2012).  

Među prvim istraživanjima koja su dokazala indukovanu odbranu protiv insekata štetočina i 

“priming” nakon delovanja VOC publikovana je studija Arimure i saradnika (2000). U 

svojim eksperimentima ova grupa je pokazala da nakon napada paučinara Tetranychus 

urticae, listovi lima pasulja (Phaseolus lunatus) emituju smešu isparljivih jedinjenja koja 

privlači predatore ovih vaši, vrstu Phytoseiulus persimili ali istovremeno indukuju sličnu 

reakciju i u susednim neinficiranim biljkama kao i aktivnost gena koji kodiraju proteine 

uključene u različite mehanizme odbrane. Zanimljivo, odgovor indukovan smešom 

isparljivih jedinjenja nakon napada herbivora (HIPVs) izostao je kada su listovi bili izloženi 

isparljivim jedinjenjima mehanički povređenih listova. 

Etarsko ulje T.vulgare prisutno u atmosferi suda u kome su rasle biljke krompira in 

vitro, izazvao je veoma intenzivnu indukciju dva analizirana PR gena, PR-2 i PR-5. Prve 

promene u ekspresiji uočene su nakon 8 sati od izlaganja. Ovo se smatra veoma brzim 



Diskusija 

 

164 

 

odgovorom, s obzirom da verujemo da je za ovo vreme bilo potrebno da se dostigne 

kritična koncentracija aktivnih isparljivih jedinjenja u atmosferi, da biljka reaguje na 

“priming” stimulus i signalnom kaskadom indukuje ekspresiju ovih gena. Iako se o 

mehanizmu percepcije, signalnim molekulima i faktorima koji regulišu transkripciju ovih 

gena malo zna, kod većine publikovanih studija vremenski okvir za koji se akumulira 

količina ovih transkripata je slična. Jedna od najsveobuhvatnijih studija poslednjih godina 

bavio se proučavanjem potencijala korišćenja etarskog ulja vrste Gaultheria procumbens u 

cilju biokontrole na model biljci Arabidopsis thaliana (Vergnes i sar., 2014). Nakon 

aplikacije etarskog ulja praćena je ekspresija čak 96 gena koji učestvuju u odbrani tokom 1, 

6 i 24 h. Zabeležena je intenzivna indukcija odbrambenih markera uključenih u regulatorne 

puteve salicilne kiseline, kao i akumulacija same SA. Među najintenzivnije pogođenim 

genima bili su PR-1 i PR-5. I dok se ekspresija PR-5 gena udvostručila već 1 h nakon 

aplikacije ovog etarskog ulja prskanjem po listovima, kasnije se aktivnost ovog gena vratila 

na nivo kao kod kontrolnih netretiranih biljaka. Međutim drugi analizirani gen bio je PR-1 

kod koga je najviši stepen indukcije zabeležen 6 sati nakon tretmana, sa blizu 60 puta 

većom ekspresijom koja je nastavila da se intenzivira. Nakon 24 h u tretiranim biljkama je 

bilo 120 puta više transkripata ovog gena nego u kontroli. Ovako intenzivan odgovor 

mogao bi da se objasni činjenicom da je osnovni sastojak ovog ulja sa preko 96% 

zastupljenosti metil-salicilat (MeSA), koji u biljnim tkivima može biti metabolisan u 

salicilnu kiselinu koja direktno indukuje aktivnost ovih gena. Dodatnu potvrdu prajminga 

ovi autori su prikazali merenjem stepena rezistentnosti biljaka A. thaliana nakon delovanja 

etarskog ulja prema patogenoj gljivi Colletotrichum higginsianum. Rezultati su pokazali da 

je razviće patogena u biljkama A. thaliana koje su bile u stanju indukovane odbrane bilo 

redukovano za 60%, dok se  efikasnost etarskog ulja G. procumbens mogla porediti sa 

komercijalom preparatom BION®, čija je aktivna komponenta BTH (benzo(1,2,3)-

tiadiazol-7 karbotiolna kiselina) funkcionalni analog salicilne kiseline. 

U slučaju PR-2 gena indukcija ekspresije  je bila vrlo intenzivna i nakon 12 h delovanje 

etarskog ulja T. vulgare, ekspresija ovog gena je dostigla maksimum koji je bio 50 puta 

veći u odnosu na kontrolu. Promena u ekspresiji PR-5 gena izazvana isparljivim jedinjenja 

etarskog ulja T. vulgare je bila znatno manje intenzivna. Ali za razliku od etarskog ulja G. 
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procumbens sa dominantnim učešćem samo jednog jedinjenja (MeSA) ulje T. vulgare je 

mnogo složenija smeša u kojoj je prema GC-MS analizi dominantno jedinjenje trans-

hrizantenil acetat bilo zastupljeno sa manje od 50%. Ipak, na osnovu preliminarne PTR-MS 

analize i merenja zastupljenosti pojedinačnih jedinjenja u atmosferi teglica u kojima je bio 

krompir, tokom prva dva sata tokom kojih verujemo da dolazi do indukcije “priming” 

reakcija, trans-hrizantenil acetat je bio čak 65 puta manje zastupljen od monoterpenskih 

ugljovodonika α-pinena i p-cimena. Pored ovih jedinjenja i artemizia-keton, cis-tujon, 

trans-tujon i kamfor su bili veoma zastupljeni, nagoveštavajući da bi možda upravo ove 

grupe jedinjenja, a ne najdominantnije jedinjenje mogli biti odgovorni za stimulisanje 

“priming” odgovora kod krompira.    

Zanimljivo da je aktivnost PAL1 gena, koji kodira enzim fenil alanin lijazu koji katalizuje 

konverziju fenil alanina u SA (Yalpani et al., 1993) u biljkama krompira bila čak 

suprimirana nakon delovanja etarskog ulja T. vulgare skoro tokom čitavog perioda trajanja 

tretmana.  

Za razliku od studija koje se bave istraživanjima potencijala etarskih ulja da indukuju 

“priming” efekat u borbi protiv mikrobnih patogena, malo je istraživanja u kojima je opisan 

efekat sekundarnih metabolita na “priming” reakcije usmerene protiv insekata. Uglavnom 

se ispitivanja odnose na efekat emitovanih isparljivih jedinjenja na predatore herbivornih 

insekata koji ovim jedinjenjima bivaju privučeni ka biljci kojia ih je kao “poziv u pomoć” 

odaslala. Međutim, zanimljivo je istražiti kako ovi signali deluju na okolne biljke i da li 

imaju potencijal da indukuju ekspresiju gena uključenih u odbranu od insekata. U ovim 

odbrambenim reakcijama umesto SA odlučujuću ulogu ima jasmonska kiselina (JA) i njeni 

derivati, koji deluju kao regulatorni faktori koji učestvuju u regulaciji ekspresije gena 

uključenih u metabolizam ovih jedinjenja. Proučavajući efekat isparljivih jedinjenja koja su 

se oslobodila nakon napada paučinara kod susednih biljaka pasulja Arimura i sar. (2000) su 

potvrdili indukciju 6 odbrambenih gena. Među njima je i LOX gen koji kodira 

lipoksigenazu, ključni enzim u putu biosinteze JA, čija je potvrđena indukcija dovela do 

aktiviranja i drugih odbrambenih gena.  
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Jedan od tih gena koji su regulisani nivoom JA a za koji se zna da direktno deluje na 

rastenje i razviće insekata herbivora jeste i Pin2 koji kodira inhibitor proteinaza prisutnih u 

digestivnom sistemu ovih štetočina. Kao i svi inhibitori proteinaza nakon unosa putem 

hrane u digestivnom sistemu se ireverzibilno vezuje za proteinaze čime sprečava proteolizu 

hrane i umanjuje efikasnost ishrane koja će imati posledice po rastenje i razviće insekata, a 

može da dovede i do smrti. Nakon izlaganja biljaka krompira etarskom ulju T. vulgare 

došlo je do indukcije ekspresije ovog gena, ali je ona u odnosu na gene regulisane SA dosta 

kasnila i bila značajno manjeg intenziteta. Maksimum u ekspresiji ovoga gena dostignut je 

tek nakon 48 sati od izlaganja delovanju ulja ali je nakon 72 h ekspresija vraćena na 

kontrolni nivo. Potpuno različiti obrazac indukcije kao i značajno slabiji nivo ekspresije 

ukazuje da je etarsko ulje T. vulgare potentnije u indukciji prajminga usmerenog ka odbrani 

od patogena u odnosu na insekte štetočine. Nije neobično da odgovor iste biljke na različita 

jedinjenja bude potpuno drugačiji, što ukazuje na značaj hemijske prirode “priming” 

stimulusa u indukciji odbrambenog odgovora. Iako mehanizmi ove indukcije ostaju 

nedovoljno razjašnjeni ne sme se zanemariti ni uloga pojedinačnih receptora, signalnih 

molekula i ostalih komponenti ovog složenog odgovora.  

Jedna od prednosti uvođenja biljke u stanje indukovane odbrane pre direktnog izlaganja 

stresnom faktoru, bio on biotičke ili abiotičke prirode, jeste neremećenje fitnesa biljke. 

“Priming” stimulus treba da indukuje odbranu, ali i da ne dovede do drastično izmenjenog 

metabolizma koji bi skrenuo u peavcu intenzivne produkcije odbrambenih resursa na uštrb 

primarnog metabolizma. Ovo je posebno važno kod poljoprivrednih kultura kod kojih bi 

velike promene u prinosu i nutritivnom kvalitetu kao posledica “priming” delovale potpuno 

ne afirmativno za sprovođenje ovakvih mera zaštite. S druge strane, prvi koraci u 

odbrambenom odgovoru biljke i signalnoj kaskadi koja se pokreće nakon delovanja 

stimulusa su vezani za membrane i za brzu produkcija vrlo reaktivnih i toksičnih 

kiseoničnih vrsta, čija akumulacija može dovesti do geneze oksidativnog stresa. Među 

različitim vrstama ROS, slobodnodifundujući i relativno dugoživeći molekul H2O2 ima 

centralnu funkciju u putevima signalne transdukcije tokom stresa. Male dimenzije i 

relativno dug život ovog molekula omogućuju da H2O2 prolazi kroz membrane i ulazi u 

različite ćelijske odeljke što olakšava njegovu signalnu funkciju (Noctor i sar., 2014). Ovi 
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putevi zatim aktiviraju različite odgovore na biotičke i abiotičke stresore. Međutim, da bi se 

H2O2 koristio kao signalni molekul njegova netoksična koncentracija mora da se održava u 

delikatnom balansu između njegove produkcije i eliminisanja (Hossain i sar., 2015). Smatra 

se da je H2O2 signalni molekul koji učestvuje i u aktivaciji rezistentnosti na patogene 

(Pastor i sar., 2013). Pastor i saradnici (2010) su ispitivali ulogu ROS u rezistenciji prema 

Plectosphaerella cucumerina, indukovanoj sa β-amino butiričnom kiselinom (BABA). 

Uočeno je da su biljke koje su tretirane BABA a zatim suočene sa patogenom, produkovale 

više H2O2 u odnosu na biljke tretirane samo vodom. 

Takođe, egzogena aplikacija flavonoidnog derivata o-hidroksietilorutina na biljke paradajza 

indukuje rezistenciju na Botrytis cinerea što uzrokuje povećanu akumulaciju H2O2 u ranim 

koracima u poređenju sa biljkama paradajza tretiranih vodom (Malolepsza, 2005). Pored 

toga što učestvuje u promociji oksidativnog praska i što ima funkciju odbrambenog signala, 

Luna i saradnici (2011) su ukazali na to da H2O2 posreduje u taloženju kaloze što je 

odgovor na infekciju sa bakterijskim ili gljivičnim patogenima. Zimmerli i saradnici (2000) 

su pokazali da kod biljaka A. thaliana koje su bile u stanju indukovane odbrane delovanjem 

BABA, dolazi do povećane akumulacije PR-1 transkripta nakon infekcije sa P. syringae i 

da ove biljke u stanju indukovane odbrane modifikuju ROS homeostazu i pokazuju 

povećan nivo akumulacije kaloze nakon infekcije. Ton i Mauch-Mani (2004) su pokazali da 

biljke A. thaliana akumuliraju kalozu nakon infekcije gljivičnim patogenom. Stoga, uloga 

H2O2 i njegova interakcija u akumulaciji kaloze ukazuje na to da je za rezistenciju 

indukovanu “priming” signalom neophodna odgovarajuća ROS homeostaza. Toksičnost i 

pretnja po ćeliju povezane sa produkcijom H2O2 sa jedne strane i signalne kaskade sa druge 

strane čine H2O2 svestranim molekulom čija koncentracija u ćeliji mora da bude precizno 

kontrolisana (Petrov i VanBreusegem, 2012). 

Razumevanje suptilnih i osetljivih mehanizama kojima biljke blago povećavaju titar H2O2 

što je u vezi sa signalnim kaskadama koje potom slede daće doprinos mozaičnoj slici 

funkcija ovog molekula u biljnoj ćeliji. U prilog navedenim studijama idu i rezultati 

prikazani u ovoj doktorskoj disertaciji u kojima je analizirana aktivnost CAT, jednog od 

najzastupljenijih i najaktivnijih enzima koji ukljanjaju H2O2 iz biljne ćelije. Pokazano je da 
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nakon delovanja etarskog ulja T. vulgare i indukcije odbrambenog odgovora detektovanog 

kroz povećanu ekspresiju pojedinih gena (PR-2, PR-5, Pin2) ne dolazi do značajnog 

povećanja u aktivnosti ovog enzima. Čak štaviše, u tačkama u kojima je dolazilo do 

najintenzivnije ekspresije odbrambenih gena primećena je blaga smanjenje u aktivnosti 

CAT. Ovo ukazuje na to da etarsko ulje nije izazvalo oksidativni stres praćen naglim 

povećanjem aktivnosti CAT kao odgovor na eventualnu povećanu produkciju H2O2, već da 

su biljke krompira održale ROS homeostazu i nakon izlaganja ulju. 

 

*** 

Tanacetum vulgare L. od davnina je smatran eliksirom besmrtnosti i često korišćen u 

narodnoj medicini za tretiranje različitih tegoba. I pre nego što je savremenim metodama i 

tehnikama bilo moguće determinisati i okarakterisati hemijski sastav ekstrakata i etarskog 

ulja ove vrste bio je pokazan širok spektar bioloških aktivnosti sekundarnih metabolita ove 

biljke. Zbog toga ova vrsta i dalje izaziva veliko interesovanje, a rezultati izloženi u ovoj 

disertaciji doprinose rasvetljavanju hemijske prirode i mehanizama odgovornih za 

raznovrsne biološke aktivnosti koje ova vrsta pokazuje.  

Uspostavljanjem in vitro kulture i optimizacijom protokola za gajenje i multiplikaciju 

izdanaka i korenova, omogućena je produkcija uniformnog materijala koja omogućava 

analizu komponenti sekundarnog metabolizma pod strogo kontrolisanim uslovima, čime se 

izbegava nestabilnost u sastavu i koncentraciji hemijskog sastava koja u prirodi nastaje kao 

posledica delovanja uslova sredine u kojima biljka raste (Robles i Garzino, 2000; Demetzos 

i sar. 2002). Takođe, dobro razvijeni protokoli za in vitro gajenje biljaka predstavljaju i 

preduslov za otvaranje novih pravaca istraživanja kojima bi se moglo uticati na produkciju 

sekundarnih metabolita manipulacijom hemijske i fizičke mikrosredine, dodavanjem 

prekursora, aplikacijom elicitora ili genetičkom transformacijom kojom bi se uticalo na na 

ekspresiju gena koji čine biosintetski put ciljnog jedinjenja.  

Dobru polaznu tačku za ovakva istraživanja daju i rezultati analiza hemijskog sastava 

etarskog ulja i metanolnih ekstrakata, kako iz biljaka sakupljenih u prirodi tako i onih 
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gajenih in vitro, koji su pokazali da je način gajenja ovih biljaka značajno uticao na sastav 

sekundarnih metabolita. Posebno je značajno da je u metanolnom ekstaktu korena gajenog 

in vitro relativna zastupljenost 3,5-O-dikefeolihininske kiseline bila i 7 puta veća nego u 

metanolnim ekstraktima herbe i korena biljaka iz prirode, a upravo je ovo jedinjenje 

poznato po izuzetno visokom antioksidativnom kapacitetu i sposobnosti da inhibira 

integraciju virusa humane imunodeficijencije (HIV-1) i blokira njegovu replikaciju in vitro, 

zahvaljujući čemu se smatra da ima veliki terapijski potencijal u terapiji HIV infekcije 

(Tamura i sar., 2006). Zanimljivo je i da je raznovrsnost jedinjenja okarakterisanih u 

etarskom ulju bila veća kod biljaka gajenih in vitro naročito iz grupe seskviterpena. Ipak 

zbog smanjenog prinosa i limitacija, pre svega prostornih ali i ekonomskih, koje sa sobom 

nosi gajenje biljaka u laboratorijskim uslovima, dobijanje zadovoljavajuće količine 

etarskog ulja iz biljaka gajenih in vitro najčešće je objektivni problem. Uvođenje 

bioreaktora velikih kapaciteta i masovna mikropropagacija kultura izdanaka i korenova 

mogao bi da bude način kojim bi se ovaj problem prevazišao (Werner i sar. 2017). Iako su 

metanolni ekstrakti stabljike, lista, cveta i korena, kao i etarsko ulje dobijeni iz biljaka 

raslih u prirodi pokazali širok spektar bioloških aktivnosti, od značaja bi bilo uporediti ih sa 

aktivnostima sekundarnih metabolita iz in vitro biljaka. 3,5-O-dikefeolihininska kiselina, 

kojoj se pripisuje izuzetna antioksidativna aktivnost dobijena kod analiziranih ekstrakata, a 

koja je detektovana u velikoj količini kod in vitro biljaka mogla bi da bude označena kao 

jedinjenje od interesa za dalja istraživanja. Dalji rezultati pokazuju i da ovo i njemu slična 

jedinjenja iz ekstrakata zahvaljujući visokoj antioksidativnoj aktivnosti koju su pokazala na 

direktan ili indirektan način mogu uticati i pojave koje dovode do ogeneze ili infekcija 

patogenim mikroorganizmima.    

Posebno zanimljiva je i pokazana aktivnost etarskog ulja T. vulgare na larve gubara, ali i na 

biljke krompira koje su rasle u atmosferi zasićenoj isparljivim jedinjenjima ovog ulja. U 

oba slučaja pokazanje potencijal za korišćenje ovog ulja u cilju prevencije štete koju insekti 

štetočine nanose gajenim kulturama. To bi mogao da bude veoma značajan rezultat s 

obzirom da i pored svih napora koji se ulažu u promovisanje i razvijanje alternativa 

hemijskim pesticidima koje se baziraju na korišćenju fitohemijskih biopesticida, savremeni 

podaci pokazuju da svega 1% od svih pesticida koji se danas koriste spade u grupu 
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biopesticida (Walia i sar., 2017). Sa korišćenjem nikotina, kao prve generacije biopesticida, 

krenulo još 90-tih godina XX veka (Ujvary, 1999), ali je zbog visoke toksičnosti prema 

sisarima i visokom stepenu rizuka koje predstavlja po ljudsko zdravlje i okolinu izbačeno iz 

upotrebe. Osim nikotina slično se desilo i sa nekim drugim prirodnim jedinjenjima kao što 

su rotenon, piretrini i Sabadilla alkaloidi koji su takođe pokazivali visok stepen štetnosti na 

neciljane organizme. Danas postoje različite formulacije sprejeva, uljnih rastvora, grnula ili 

čvrstih preparata koji su od strane US Food and Drug Administration preopoznati kao 

bezbedni biopesticidi. Među njima najzastupljniji su preparati bazirani na etarskim uljima 

limun trave (Cimbopogonwinteriana), karanfilića (Eugenia caryophyllus), bosiljka 

(Ocimumbasilicum), eukaliptusa (Eucalyptus globulus), ruzmarima (Rosmarinusofficinalis), 

vetivera (Vetiveriazizanioides), kadifice (Tageteserecta), majčine dušice (Thymus vulgaris), 

zimzelena (Gaultheria procumbens), cimeta (Cinnamomumzeylanicum), lavande 

(Lavandulaangustifolia(syn. L. officinalis), iđirota (Acoruscalamus), kumina 

(Cuminumcyminum), crnog kumina (Buniumpersicum), ajovana (Trachyspermumammi), 

komorača (Foeniculumvulgare), muska (Abelmoschusmoschatus). Ipak, za korišćenje 

etarskih ulja i sekundarnih metabolita kao biopesticida neophodno je prevazići nekoliko 

trenutnih problema pre njihove komercijalizacije. Naime, osnovni problem sa kojim bi se 

proizvođači ovih alternativnih pesticida susretali odnosi se na izuzetno nisku rastvorljivost 

ovih jedinjenja u vodi. Stoga se većina ovih jedinjenja rastvara i razblažuje u organskih 

rastvaračima (alkoholima, hlorovanim ugljenim hidratima i nitrilima) pri čemu se rastvarači 

najčešće koriste u izuzeno velikim količinama (Anjali i sar., 2010). Poslednjih godina radi 

se veoma intenzivno na pronalaženju alternativnih rastvarača, koji bi bili manje toksični za 

same biljke i okolinu, jeftini i laki za korišćenje, a sve u skladu sa postojećom sve strožijom 

zakonskom regulativom koja se bavi pitanjima zaštite životne sredine (Smith, 2014). Nova 

klasa tzv. “zelenih medijuma” (NADES; eng. Natural Deep Eutectic Solvents), nametnula 

se kao moguće rešenje koje ispunjava većinu napred opisanih kriterijuma, predstavljajući 

veliki potencijal za agrohemijsku industriju (Choi i sar., 2011). NADES su najčešće 

sačinjeni od biljnih jedinjenja i to najčešće produkata primarnog metabolizma. Naime, 

prilikom pronalaženja jedinjenja koja bi odgovarala ovoj nameni pošlo se od pretpostavke 

da se u biljkama već nalaze rastvarači koji nisu voda ili lipidi a koji bi bili analozi 
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sintetičkim rastvaračima. Postojanje ovakvih rastvarača koji zapravo predstavljaju DES 

smeše, objašnjava određene biohemijske procese kao što su biosinteza, transport i 

skladištenje pojedinih teško rastvorljivih jedinjenja (Choi i sar., 2011). Do sada je 

formulisano više od 100 stabilnih kombinacija NADES u čiji sastva ulaze amino kiseline, 

organske kiseline, šećeri i holinski derivati (Dai i sar., 2013), a njihova osnovna prednost je 

značajno snižavanje temperature topljenja u odnosu na temperature pojedinačnih 

komponenti čime rastvori na sobnoj temperature ostaju u tečnom stanju.  
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6. ZAKLJUČCI 

∗ Uspešno je uspostavljena in vitro kultura Tanacetum vulgare L. iz semena biljaka 

sakupljenih u prirodi. Biljke dobijene in vitro su uspešno umnožavane na podlozi sa 

dodatkom BAP koncentracije 0,5 mg/L a zatim ožiljavane na podlozi obogaćenoj sa 

IBA koncentracije 0,2 mg/L. In vitro kultura korenova uspostavljena je u tečnoj 

podlozi sa dodatkom IBA koncentracije 0,5 mg/L. 

 

∗ Histohemijskom analizom utvrđeno je da su na listovima in vitro gajenih biljaka 

prisutne biserijatne glandularne trihome sa sekrecionim sadržajem u kojem su 

detektovani lipidi, terpeni i alkaloidi.  

 
∗ Hemijska karakterizacija etarskog ulja biljaka iz prirode pokazala je prisustvo 65 

isparljivih komponenti od kojih je 58 identifikovano. Najzastupljenija jedinjenja u 

sastavu etarskog ulja su: trans-hrisantenil acetat (41.37%), trans-hrizantenol 

(12.51%), trans-tujon (9.04%) i cis-tujon (5.28%). Na osnovu kvalitativnog i 

kvantitativnog sastava ulje je opisano kao trans-hrisantenil acetatni hemotip. 

 

∗ Hemijskom analizom etarskog ulja biljaka T. vulgare gajenih in vitro detektovano je 

88 isparljivih jedinjenja od kojih je 42 identifikovano, što predstavlja 72,3% 

ukupnog sadražaja ulja. U ukupnom sadržaju etarskog ulja sa 40% su zastupljeni 

monoterpeni a sa 33,4% seskviterpeni. Dva jedinjenja koja određuju hemotip i 

dominiraju u etarskom ulju in vitro biljaka su oksidovani monoterpen trans-tujon 

(22,7%) i oksidovani seskviterpen neril izovalerat (20,6%).  

 

∗ Hemijskom analizom metanolnih ekstrakata cveta, lista, stabljike i korena biljaka iz 

prirode detektovano je 36 jedinjenja od kojih je identifikovano 25.  Utvrđeno je da 

su fenolne kiseline i flavonoidi zajedno sa njihovim derivatima glavne komponente 

metanolnih ekstrakata. Najzastupljenija jedinjenja su fenolne kiseline iz grupe 

derivata cimetne kiseline i to: neohlorogena, 3,5-O-dikafeoilhininska i 
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dikafeoilhininska kiselina. Pored fenolnih kiselina u metanolnim ekstraktima T. 

vulgare je detektovano i 17 flavonoida. Relativni udeo fenolnih kiselina i flavanoida 

se razlikovao u zavisnosti od dela biljke korišćenog za pripremanje metanolnog 

ekstrakta. 

 

∗ Hemijska analiza metanolnih ekstrakata herbe i korena in vitro biljaka ukazala je na 

to da su ekstrakti biljaka gajenih in vitro kvalitativno siromašniji u odnosu na 

metanolne ekstrakte biljaka iz prirode ali su se pritom ekstrakti biljaka in vitro 

odlikovali višestruko većom zastupljenošću 3,5-O-dikafeoilhininske kiseline. 

 

∗ Metanolni ekstrakti cveta, lista, stabljike i korena T. vulgare pokazuju značajnu 

antioksidativnu aktivnost koja korelira sa sadržajem ukupnih fenola u ektraktima. 

Najveću antioksidativnu aktivnost ispoljio je metanolni ekstrakt korena. 

 

∗ Etarsko ulje i metanolni ekstrakti cveta, lista, stabljike i korena T. vulgare 

ispoljavaju antimikrobnu aktivnost. Etarsko ulje T. vulgare ispoljilo je jako 

antimikrobno dejstvo prema većini ispitivanih bakterijskih (5 od analiziranih 8) i 

svih 8 vrsta mikromiceta. Gram (-) E. coli i E. cloacae su bile najsenzitivnije na 

dejstvo etarskog ulja. Metanolni ekstrakti korena, lista, cveta i stabljike T. vulgare 

ispoljili su jaku antimikrobnu aktivnost na sve testirane vrste bakterija i većinu 

mikromiceta. Stoga bi se etarsko ulje i metanolni ekstrakti T. vulgare bi se mogli 

preporučiti u prevenciji i lečenju infekcija izazvanih vrstama prema kojima je 

pokazana visoka aktivnost ali i kao agensi u konzerviranju i očuvanju kvaliteta 

namirnica u prehrambenoj industriji. 

 

∗ Testom in vitro citotoksičnosti na tumorske HeLa ćelije pokazano je da su 

metanolni ekstrakti lista i cveta ispoljili jak citotoksični efekat na ciljne ćelije koji je 

bio značajno viši od efekta koji su izazvali ekstrakati stabljike i korena, dok je 

etarsko ulje ispoljilo najslabiju citotoksičnost. Metanolni ekstrakti lista i cveta 

ispoljili su značajnu citotoksičnost koja se kretala u mikrogramskim 
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koncentracijama (do 100 µg). Nakon tretmana metanolnim ekstraktima lista i cveta, 

kod HeLa ćelija je primećeno skupljanje membrane i zaokrugljivanje ćelija dok je 

kod većine ćelija došlo je do gubitka adhezije što je ukazivalo na ćelijsku smrt. 

 
∗ Etarsko ulje T. vulgare nije ispoljilo akutnu toksičnost i povećanje mortaliteta 

gusenica gubara (Lymantria dispar L.) ali je izazvalo odlaganje presvlačenja i 

značajno smanjenje procenta presvučenih gusenica. Ingestija etarskog ulja uticala je 

značajno na rastenje i razviće gusenica četvrtog stupnja razvića tako što je smanjila 

dnevni prirast mase gusenica i brzinu konzumacije hrane, te su gusenice gubara 

unosile sve manje hrane po mg sopstvene mase. Smanjenje konverzije svarene 

hrane u biomasu gusenica se nije pokazalo kao statistički značajno pa se može 

zaključiti da je time smanjen negativni efekat ingestije etarskog ulja i delom 

kompenzovan smanjeni unos hrane izazvan prisustvom etarskog ulja. 

 

∗ Analiza ispitivanja aktivnosti etarskog ulja T. vulgare u indukciji odbrambenih 

mehanizama krompira (Solanum tuberosum L.) gajenog in vitro pokazano je da su 

isparljiva jedinjenja etarskog ulja dovela do statistički značajnih razlika u nivou 

ekspresije svih analiziranih gena tokom 72 h. Prisustvo etarskog ulja izazvalo je 

najintenzivniju indukciju kod dva analizirana PR gena, PR-2 i PR-5. Prve promene 

u ekspresiji uočene su nakon 8 h od izlaganja, a maksimum ekspresije od oko 50 

puta zabeležen je za PR-2 gen nakon 12 h.  

 

∗ Na osnovu preliminarne PTR-MS analize i merenja zastupljenosti pojedinačnih 

jedinjenja etarskog ulja u atmosferi teglica u kojima je bio krompir, dominantno 

jedinjenje ulja, trans-hrizantenil acetat bio je znatno manje zastupljen od 

monoterpenskih ugljovodonika α-pinena i p-cimena. Pored ovih jedinjenja i 

artemizia-keton, cis-tujon, trans-tujon i kamfor su bili veoma zastupljeni, 

nagoveštavajući da bi možda upravo ove grupe jedinjenja mogle biti odgovorne za 

indukciju odbrane krompira. 
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