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Utjecaj botanickog sastava
pasnjaka na imunosni status
ovaca pasmine licka

pramenka

D. Spoljarié, G. Kis, K. Vlahovic, I. Mujezinovié, A. Hrkovi¢ Porobija, L. Pajurin,
T. Malone, S. Vince, V. §egota, M. M. Kardum Paro, B. Spoljuric* i M. Popovic

Sazetak

Procjena botanic¢kog sastava pasnjaka na
razli¢itim podrudjima s posebnim osvrtom na
udjele terpena, koji osim ucinka na terpenski
profil arome mesa prezivaca mogu imati i
potencijalni imunomodulacijski ucinak, od
bitnog je interesa suvremenog ovcarstva u
R. Hrvatskoj. U istrazivanjima u okviru ovog
rada, pokazano je da ljekovite svojte bogate
terpenima poput gospine trave (Hypericum
perforatum L.), stolisnika (Achillea millefolium
L.) i maticnjaka (Melissa officinalis L.) zbog
statisticki znacajno vece ucestalosti, gustoce

Uvod

Ljekovito bilje imalo je vaznu ulogu
u civilizaciji i povijesti naroda. Vec¢inu
biljaka izgraduju bioaktivni sekundarni
metaboliti koji posjeduju mnoga medi-

i pokrovnosti na pasnjacima Velike Crkvine,
u odnosu na pasnjake u Kvarte, potencijalno
utjecu na bolji imunosni status ovaca. Stoga
su u ovom radu dobiveni rezultati znanstvena
preporuka za daljnju procjenu biljnog
sastava pasnjaka u Velikoj Crkvini tijekom
istrazivanja HRZZ projekta IP-2016-06-3685
u cilju postizanja dodatnih saznanja o ucinku
terpena na zdravlje i aroma sastav janjeceg
mesa i to sve u svrhu proizvodnje inovativnih
funkcionalnih proizvoda od janje¢eg mesa.
Kljucne rijeci: pasnjak, terpeni, ovca

cinski vazna svojstva od interesa humane
i veterinarske medicine. Naime, brojne
ljekovite biljke ili njihovi dijelovi (korijen,
stabljika, lis¢e, cvijece, plod, sjemenka)
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ugodnog su mirisa, specificnog okusa i
cesto imaju specificno farmakolosko dje-
lovanje (Toplak, 2005.). U njihovoj cito-
plazmi nastaju etericna ulja kao produkt
metabolizma, odnosno kao sekundarni
metaboliti te se izlucuju u specificnim
uljnim stanicama ili Supljinama smjeste-
nim u biljnim organima. To su smjese
bioloski aktivnih kemijskih spojeva lako
hlapivih svojstava koje imaju znatnu ulo-
gu u zastiti organizma, kod nedostatka
vlage, hrane i sl. Dobro je poznato da su
etericna ulja izvor brojnih bioloski aktiv-
nih spojeva koja se u narodnoj medicini
koriste u razlicite svrhe zbog svoga anti-
bakterijskog, antivirusnog, fungicidnog,
antiparazitnog i insekticidnog djelova-
nja, a upotrebljavaju se i u kozmeticke
svrhe. Sastav se eteri¢nog ulja moze ra-
zlikovati izmedu pojedine biljne vrste ili
podvrste, kao i kod iste vrste s razlicitog
lokaliteta zbog utjecaja ekoloskih uvjeta.
Etericna se ulja sastoje od lako hlapivih
komponenti, koje svrstavamo u skupine:
terpeni (monoterpeni, alifatski i ciklicki,
oksidirani i neoksidirani; seskviterpeni,
alifatski i ciklicki, oksidirani i neoksidira-
ni; iterpeni, alifatski i ciklicki, oksidirani
i neoksidirani), fenilpropanski spojevi i
ostali spojevi (neoksidirani ugljikovodi-
ci, alifatski i ciklicki; oksidirani ugljiko-
vodici, alkoholi, aldehidi, ketoni, eteri,
esteri i karboksilne kiseline). Od velikog
su interesa veterinarske medicine upravo
terpeni. Naime, oni su hlapive tvari koje
daju biljkama i cvije¢u njihov karakteri-
stican miris. Bioloska i kemijska funkcija
terpena u biljkama jo$ nije u potpunosti
prepoznata. Brojne biljke proizvode hla-
pive terpene s ciljem privlacenja odre-
denih insekata u svrhu oprasivanja ili
odbijanja pojedinih zivotinja. Terpeni
imaju i vaznu ulogu kao signalni spoje-
vi i ¢imbenici rasta (fitohormoni). Brojni
insekti metaboliziraju terpene iz biljaka
i na taj nac¢in proizvode hormone rasta
i feromone (Breitmaier, 2006.). Najcesci
monotepreni koji se javljaju u etericnim
uljima su: a-pinen, 3-pinen, mircen, p-ci-

men, limonen, kamfor, timol, karvakrol,
mentol te a-terpinen za koje je u literaturi
opisan i potencijalni imunomodulacijski
ucinak u monogastri¢nih i poligastri¢nih
zivotinja (Kumar i sur., 2012., Zeng i sur.,
2015., Balenovi¢ i sur., 2018., Ribeiro i
sur., 2019., Valdivieso-Ugarte i sur., 2019.,
Yang i sur., 2019.). Vecina biljaka iz poro-
dice Labiateae kao osnovnu djelatnu tvar.

Nakon dugogodisnje uporabe
u humanoj i veterinarskoj medicini
spoznalo se da timol ima, prije svega
dobro antibakterijsko djelovanje protiv
velikog broja Gram-pozitivnih i Gram-
negativnih bakterija. U veterinarskoj
praksi dokazana je i u¢inkovitost timola
u lijeCenju varooze pcelinjih zajednica
(Mujezinovi¢ i sur.,, 2018.). Nadalje,
prema istrazivanjima Peterfalvi i sur.
(2019.), esencijalna ulja pojedinih biljaka
posjeduju imunomodulatorna svojstva na
stani¢nojimolekularnojraziniimunosnog
sustava, odnosno na T stanice, citokine te
na proizvodnju serumskih protutijela. U
literaturi se spomenuti terpeni opisuju
i kao mogudi pouzdani biomarkeri
zemljopisnog uzgoja. Naime, terpeni su
isklju¢ivo metaboliti biljaka, pri ¢emu ih
biljke dvosupnice sadrze znatno vise u
odnosu na biljke jednosupnice (Krvavica
i sur., 2020.). Nadalje, u prezivaca zbog
njihove fiziologije probave, terpeni se
izravno iz hrane, bilo da se radi o pasi ili
sijenu, ugraduju u njihova tkiva pri ¢emu
terpenski profil njihovog mesa izravno
ukazuje na podrudje njihovog uzgoja,
odnosno botanicki sastav pasnjaka na
kojima su zivotinje uzgajane.

Pajurin i sur. (2020.) opisali su
da bogatstvo i raznolikost flore
R. Hrvatske cine 4462 vrste i 1131
podvrsta, ukljucuju¢i 349 endema i
96 stenoendema na ukupnoj drzavnoj
povrsini od ~56000 km?, pri cemu je opce
poznato da je njihova iskoristivost od
ukupnih biljnih vrsta nekog podrudja
>20 % i to za prehranu i sto¢nu hranu,
odnosno u medicinske svrhe, u tekstilnoj
i kemijskoj industriji, u hortikulturi i
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drugdje. Prema dostupnim podatcima,
u R. Hrvatskoj distribucija flore nije
sustavno istrazena (Nikoli¢, 2006.,
Nikoli¢, 2013.). Tako, temeljem dostupnih
literaturnih  podataka o hlapivim
sastojcima dalmatinske, licke, paske i
kupreske janjetine, pretpostavka je da
zemljopisno podrudje uzgoja, odnosno
botanicki sastav pasnjaka na kojima se
janjad uzgaja ima znacajan ucinak na
aroma sastav janjeceg mesa (Krvavica
i sur., 2015.a,b,c, Krvavica i sur., 2016.,
Krvavica i sur., 2020.). Vecina se autora
slaZze da postoji mogucnost identifikacije
i pradenja specifi¢nih biljnih biomarkera
u proizvodima i tkivima zivotinja koji
se pouzdano mogu povezati s nacinom
hranidbe i hranom, pri ¢emu meso
janjadi uzgojene na pasSi sadrzi vise
fenola, terpena, indola i sumpornih
spojeva (Cvrtila i sur., 2018.). Pri tomu
znacajni doprinos na formiranje arome
tipicne za pojedine vrste janjetine
imaju terpeni koji se izravno iz biljaka
ugraduju u tkiva prezivaca ili nastaju
kao rezultat razgradnje klorofila pod
utjecajem mikroflore buraga (Vasta i
Priolo, 2006.). U literaturi se opisani
ucinak opisuje kao ,terroir effect” ili
efekt teritorija” (Krvavica i sur., 2015.a).
Krvavica i sur. (2015.b) su u svojim
istrazivanjima opisali da se aroma licke
janjetine podrijetlom od janjadi uzgojene
na podrucju Like sastoji od 34 hlapiva
spoja od kojih su 2 terpena (kariofilen i
a-kopaen). Od predhodno navedenih
34 hlapiva spoja u sastavu arome
dalmatinske janjetine nije ustvrdeno
njih 9, dok aroma licke janjetine ne
sadrzi cak 23 hlapiva spoja koja su
ustvrdena u aroma sastavu dalmatinske
janjetine (Krvavica i sur., 2015.c). U
okviru HRZZ projektnih aktivnosti (IP-
2016-06-3685) pasa predstavlja temeljni
obrok stada ovaca/janjadi pasmine licka
pramenka, buducdi da Zivotinje borave na
pasnjacima gotovo tijekom cijele godine.
NasSa su opaZanja tijekom terenskog
rada na ispasi, u suglasju sa zapazanjima

Mioc¢ i sur. (2007.). Naime, poznato je
da su ovce/janjad vrlo izbirljive, jer
najprije jedu list i cvijet, a tek nakon toga
stabljiku (Vanden Broeck i sur., 2015.).
Njihov obrok sadrzi veliki broj biljnih
vrsta, trava i leguminoza, u okviru
kojeg konzumiraju bioaktivne molekule,
odnosno smjese terpenoidnih spojeva.
Stoga je od velikog interesa pratiti
kvalitativne i kvantitativne promjene u
odabranom stanistu, odnosno mjerenjaili
procjenjivanja promjena u broju i sastavu
znacajnih ili svih biljnih vrsta (npr.
ucestalost, gustoca, pokrovnost) stanista,
s osobitim osvrtom na ljekovite svojte
¢iji terpeni potencijalno istovremeno
pozitivno djeluju na zdravlje Zivotinje i
na aroma sastav profila njihovog mesa
i proizvoda namijenjenih za prehranu
ljudi. Stoga, zbog sve veleg interesa
znanstvene javnosti za procjenom
moguceg imunomodulatornog ucinka
terpena iz biljaka, cilj istrazivanja ovog
rada je procjena imunosnog statusa
ovaca ovisno o botanickom sastavu
pasnjaka, odnosno o ucestalosti, gustoci
i pokrovnosti ljekovitih svojti poput
majcine dusice, gospine trave, mente i
stolisnika.

Materijali i metode

Procjenjivana svojta

Krajem lipnja 2017. godine na 20
ha pasnjaka u Kvarte, Lika te krajem
lipnja 2018. godine na 20 ha pasnjaka u
Velikoj Crkvini, Kordun zabiljeZene su
u punom cvatu sljedece svojte: gospina
trava (Hypericum perforatum L.), stolisnik
(Achillea millefolium L.) i maticnjak (Melissa
officinalis L.). S obzirom da su navedene
svojte bile, subjektivnom procjenom,
razli¢ite ucestalosti, gustoce i pokrovnosti
pristupilo se njihovoj procjeni prema
modelu Pajurin i sur. (2020.). Sve svojte
progjenjivane su na plohama kao
busenovi krajem lipnja 2017. i 2018. te su
svi rezultati bili pohranjeni do trenutka
statisticke obrade tijekom 2020. godine.
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Slika 1. Buseni gospine trave (Hypericum perforatum L.), stolisnika (Achillea millefolium L.) i
mati¢njaka (Melissa officinalis L.) na procjenjivanim pasnjacima

Slika 2. Procjenjivani pasnjaci pasnjaka u Kvarte, Lika (a) i u Velikoj Crkvini, Kordun (b)

Za dokumentiranje nalaza svojti na
pasnjacima u Kvarte i u Velikoj Crkvini
digitalnim su fotoaparatom napravljene
snimke  prikupljenog  herbarijskog
primjerka biljke te panoramske snimke
staniSta i ploha (Slika 1.).

Velicina, polozaj, trajnost i broj ploha
procjenjivanog stanista

Krajem lipnja 2017. godine na 20 ha
pasnjaka u Kvarte, Lika te krajem lipnja
2018. godine na 20 ha pasnjaka u Velikoj
Crkvini, Kordun, namjernim odabirom
poloZaja postavljeno je 10 jednokratnih
ploha preporudljive minimalne veli¢ine
sukladno biljnom pokrovu livade od
25 m?. Svaka ploha povrsine 25 m? (100 %
promatrane povrsine), podijeljena je na
25 kvadrata, svaki s povrsinom od 1 m?
(Pajurin i sur., 2020.) (Slika 2.).

Procijena ucestalosti, gustoce i
pokrovnosti svojte

Na svih 10 odabranih ploha oba
pasnjaka procjena ucestalosti, gustoce
i pokrovnosti za svaku procjenjivanu
svojtu napravljena je prema modelu
Pajurin i sur. (2020.).

Zivotinje

Krajem lipnja 2017. godine na 20 ha
pasnjaka u Kvarte, Lika boravilo je stado
od 200 ovaca pasmine licka pramenka.
Stado je u cjelosti tijekom ozujka 2018.
godine preseljeno na 20 ha pasnjaka u
Velikoj Crkvini, Kordun. Za potrebe
HRZZ projekta “Inovativni funkcionalni
proizvodi od janjeceg mesa” (IP-2016-06-
3685) odabrano je krajem lipnja 2017.
godine 45 ovaca u dobi od 2-4 godine
kojima je izvadena krv za viSebojnu
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Slika 3. Stado ovaca pasmine licka pramenka na procjenjivanim pasnjacima

proto¢nu citometrijsku analizu. Krajem
lipnja 2018. godine istim Zivotinjama, u
dobi od 3-5 godina takoder je izvadena
krv za viSebojnu protocnu citometrijsku
analizu (Slika 3.). Ovo istrazivanje dio je
HRZZ projekta “Inovativni funkcionalni
proizvodi od janje¢eg mesa” (IP-2016-06-
3685) za koje je dobivena Odluka Etickog
povjerenstva u veterinarstvu (klasa
640-01/16-17/54; Ur. broj 25161-01/139-
16-2) od strane Veterinarskog fakulteta
Sveucilista u Zagrebu i RjeSenje od
Ministarstva poljoprivrede R. Hrvatske,
Uprave za veterinarstvo i sigurnost hrane
Hrvatske (klasa: UP/I-322-01/17-01/31;
Ur. br.: 525-10/052917-2).

Visebojnu protocnu citometrijska

analizu
ViSebojna  proto¢na  citometrijska

analiza T- i B-limfocita iz uzoraka
periferne krvi ovaca napravljena je na
proto¢nom citometru (Slika 4.) prema
protokolu kojeg su opisali Valpoti¢ i sur.

(2014.) koristeci fluorokromom direktno

obiljeZena specificna misja monoklonska

protutijela za sljedece kombinacije
antigena leukocita ovaca:

- citoliticki T-limfocite (panel:
CD45°CD3*CD8'CD4CD21"):  protu-
CD45:FITC/protu-CD3:Pacific Blue®/
protu-CD8:PE (BIO-RAD);

- pomocnic¢ki  T-limfocite  (panel:
CD45'CD3*CD8CD4'CD21°):  protu-
CD45:FITC/protu-CD3:Pacific Blue®/
protu-CD4:Alexa FLUOR®  (BIO-
RAD);

- memorijski ~ T-limfocite  (panel:
CD45'CD3"CD8'CD4'CD21"):  protu-
CD45:FITC/protu-CD3:Pacific Blue®/
protu-CD8:PE/protu-CD4:Alexa
FLUOR® (BIO-RAD);

- B-limfociti (panel: CD45+CD3+CD§
CD4CD21+): protu-CD45:FITC/
protu-CD3:Pacific Blue®/protu-
CD8:PE (BIO-RAD).

—N4 T 7;

o =

Slika 4. Videbojni proto¢ni citometrar (Beckman
Coulter Navious) smjesten u Klinickom zavodu za
medicinsku biokemiju i laboratorijsku medicinu,
Klini¢ka bolnica Merkur, Zagreb, Hrvatska

Statisticka analiza podataka

Statisticka analiza podataka odradena
je pomocu programskog paketa SAS 9.4
(Statistical Analysis Software 20022012
by the SAS Institute Inc., Cary, USA).

Statisticka analiza ukupne populacije
progjenjivanih  ljekovitih ~ svojti  na
pasnjacima ukljucivala je opisnu obradu
osnovnih statistickih parametara (PROC
FREQ, PROC MEANS). Za dostatan broj
mjerenja populacije ljekovitih svojti (n=10,
koja su provedena tijekom istrazivanja)
odstupanja od srednje vrijednosti se
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s povecanjem mjerenja se znatno ne
mijenjaju, Sto je potvrdeno procjenom
standardne pogreske srednje vrijednosti
(engl. standard error, SE). Procjena
ljekovitih svojti na ukupnoj povrsini
pasnjaka provedena je izracunom gustoce
prema procjenjivanoj plohi i gustode
prema Braun-Blanquetu skali s pet
stupnjeva. Kako bi se ustanovila razlika
izmedu ljekovitih svojti na dva pasnjaka
radena je dvosmjerna analiza varijance
(PROC ANOVA).

Statisticka analiza T i B limfocita peri-
ferne krvi ukljucivala je test normalnosti
koristenjem procedure UNIVARIATE. U
slucajevima velikog rasipanja podataka
oko srednje vrijednosti, pomoc¢u proce-
dure ROBUSTREG uklonjene su ekstre-
mne vrijednosti. Odredivanje statisticke
znacajnosti izmedu dva nezavisna uzorka
radena je pomocu t-testa (PROC TTEST).
Analiza je smatrana statisticki znacajnom
ako je P<0,05.

Rezultati i rasprava

Jos se tijekom 2017. godine provedba
,Programa uzgoja ovaca u Republici
Hrvatskoj”, kao temeljnog dokumenta
u organizaciji i provedbi uzgojno
selekcijskog rada u ovcarstvu, odvijala
u okviru aktivnosti poput kontrole
reproduktivnih osobina u stadima ovaca
uzgajivaca upisanih u Upisnik uzgajivaca
uzgojno valjanih grla, kontrole mlije¢nosti
u stadima mlijecnih i kombiniranih
pasmina ovaca, provedbom performance
testa odabrane muske janjadi u field
uvjetima, izracunom procjene uzgojnih
vrijednosti za sve mlije¢ne pasmine ovaca
prema BLUP (engl. Best Linear Unbiased
Prediction) metodi izracuna, suradnjom
s Hrvatskim savezom uzgajivaca ovaca
i koza u provedbi uzgojno selekcijskog
rada i edukacijama uzgajivaca kroz
organizaciju predavanja s razlicitim
temama vezanim uz poboljSanje ovcarske
proizvodnje. Svi postupci u provodenju
kontrole proizvodnih osobina su u

skladu s procedurama propisanim
ICAR-om (engl. International Committee
for Animal Recording), medunarodnom
organizacijom za provodenje kontrola
u stocarstvu (Sinkovic i Cadié, 2018.).
Od ukupnog broja ovaca u Republici
Hrvatskoj najvedi broj uzgojno valjanih
grla uzgajao se u Zadarskoj (9.051 grlo
ili 22,19 %) i Licko-senjskoj Zzupaniji
(8.559 grla ili 20,98 %), dok je najveci
broj uzgajivata rasporeden u Sibensko-
kninskoj (78 stada ili 20,10 %) i Zadarskoj
zupaniji (64 stada ili 16,49 %). Na nasim
otocima i priobalju ukupno se uzgaja
viSe od 80 % uzgojno valjanih ovaca $to
dokazuje ¢injenicu tradicijskog uzgoja na
ovim podrudjima gdje je ovcarstvo glavna
stocarska grana proizvodnje. Najmanji
broj uzgojno valjanih ovaca i uzgajivaca
je u Viroviticko-podravskoj i Zagrebackoj
zupaniji. Devedeset posto uzgajanih
ovaca ¢ine hrvatske autohtone pasmine:
dalmatinska pramenka, dubrovacka
ruda, cigaja, creska ovca, istarska ovca,
krcka ovca, paska ovca, rapska ovca
i licka pramenka (Vince i sur., 2017.).
Pretpostavlja se da se danas uzgaja oko
12000 umaticenih ovaca i ovnova licke
pramenke, stoga se ne moze govoriti o
ugrozenosti ove pasmine. U buducnosti je
nuzno odrediti tocan broj grla te definirati
populaciju koju treba zastiti od mijeSanja
s drugim genotipovima (Sinkovi¢ i Caci¢,
2018.). Po broju umaticenih grla je treca
po velicini populacija, poslije dalmatinske
pramenke i paske ovce (Sinkovi¢ i Caéi¢,
2018.), a uzgaja se u stadima prosjecne
veli¢ine od 168 grla (Mulc i sur., 2012.).
Pramenka je dobila ime po otvorenom
runu s jasno uocljivim pojedinacnim
pramenovima. To je pasmina koja je
inace rasprostranjena u Sirem podrudju
jugoistocne  Europe. Glava, donji
dijelovi tijela i noge te pasmine obrasli
su dlakom, a ostali dio tijela vunom.
Ovnovi imaju snaZne rogove, a ovce
su najces¢e bez rogova. Boja vune je
pretezito bijela, ali ucestalo se javlja i
siva, smeda ili crna boja vune. U veéine
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bijelih grla na glavi i nogama javljaju se
tockasta i veéa podrucja tamne dlake.
Jedno od najvaznijih osobina pramenke
jest njezina velika otpornost i izdrzljivost
za kretanje na velike udaljenosti te dobro
iskoriStavanje travnjaka losije kakvoce.
Tjelesna masa je jedno od obiljeZja koje
pokazuje najveci opseg varijacija. Tako
je, ovisno o uvjetima hranidbe, tjelesna
masa ovaca od 25 do 70 kg, a ovnova od
30 do 90 kg. Runo je otvorenog tipa, sa
Siljastim pramenovima, a finoca vlakna
je prosjecno 30 do 50 mikrona. Godisnji
nastrig vune je nizak, od 1,0 do 3,0 kg.
Duljina pramenova je od 12 do preko 20
cm, a randman vune je relativno visok (50
do 70 %). Pramenke su izrazito kasnozrele
ovce koje se prvi put pripustaju u dobi od
godine i pol. Plodnost ovaca je prosjecno
90 %. Porodna masa janjadi je od 2 do 4,5
kg. Proizvodnja mesa po ovci je niska.
Janjad se kolje s malom tjelesnom masom,
prosjecno oko 20 kg zive vage. Prosjecna
proizvodnja mlijeka u pramenke je
varijabilna i krece se od 30 do 60 L (bez
mlijeka koje posiSe janje) u laktaciji
koja traje oko Sest mjeseci. Klaonicka
iskoristivost zaklane janjadi je relativno
niska i kre¢e se oko 45 %. Medutim,
kakvoca mesa je izvrsna i stoga se smatra
kulinarskim  specijalitetom.  Naime,
kakvocu janjeceg mesa konzumenti
najces¢e progjenjuju temeljem okusa i
arome toplinski obradenog mesa, a koje
se s obzirom na zemljopisno podrucje
uzgoja razlikuje (Krvavica i sur., 2020.).
Tako, Priolo i sur. (2004.) napominju
da je aroma profil (sastav hlapivih
spojeva) janjeceg mesa ovisan o pasmini
te o sustavu uzgoja, odnosno o sastavu
dnevnog obroka sto ukljucuje i botanicki
sastav pasnjaka. Krvavica i sur. (2020.)
napominju da je upravo geografsko
podrudje ispase vazan cimbenik koji
utjeCe na formiranje specificne arome
zivotinjskih  proizvoda, odnosno da
terpeni iz biljaka pri tome imaju vrlo
znatnu ulogu. Stoga, iz svega prethodno
navedenog od interesa je suvremenog

ovcarstva procjena botanickog sastava
pasnjaka na razli¢itim podrudjima i to
s posebnim osvrtom na udjele terpena.
Pajurin i sur. (2019.a,b) opisuju da su
travnjacima u ispasi s podrucja Velike
Crkvine (zemljopisne  koordinate:
45° 18’ 46.8" N, 15° 31’ 30") pripadaju
suhim kontinentalnim travnjacima na
vapnencima iz razreda Festuco-Brometea
i reda Brometalia erecti, za razliku od
krskih pasnjaka na podrudju Kvarte
(zemljopisne koordinate: 44°40'42.1”"N
15°23’12.6”). U ovim istrazivanjima, na
promatranim pasnjacima krajem lipnja
2017. (Kvarte) i krajem lipnja 2018. godine
(Velika Crkvina) temeljem provedenih
kombiniranih procjena ljekovitih svojti
u vegetacijskim snimkama zabiljezene
su gospina trava (Hypericum perforatum
L.), stolisnik (Achillea millefolium L.) i
maticnjak (Melissa officinalis L.) 1z Tabele
1. je vidljivo da procjenjivane ljekovite
svojte na pasnjaku u Velikoj Crkvini
imaju statisticki znacajno vec¢u ucestalost,
gustoéu i pokrovnost u odnosu na
iste na pasnjaku u Kvarte (P<0,05). U
ovom radu nije provedena usporedna
kombinirana procjena izmedu dva
pasnjaka s obzirom na ucestalost, gustocu
i pokrovnost majcine dusice (Thymus
pulegioides L.) jer navedena svojta nije
zabiljezena u vegetacijskim snimkama
pasnjaka u Kvarte na kraju lipnja 2017.
godine. Medutim, Pajurin i sur. (2020.)
su u Velikoj Crkvini na 20 ha povrsine
procijenjenog pasnjaka zabiljezili da
majcina dusica (Thymus pulegioides L.) ima
zamjetnu procjenu ucestalosti od 19,2 %
* 4,54 % (95%-tne granice pouzdanosti
10,77-27,64 %) i1 mjerenu gustocu po
kvadratnom metru od 0,26+0,09 (95%-tne
granice pouzdanosti 0,09-0,44), odnosno
procijenjenu gustocu od 2,5+0,53 (95%-
tne granice pouzdanosti 1,52-3,48)
stupnja prema Braun-Blanquetu skali s
pet stupnjeva od ukupno determiniranih
ljekovitih i aromati¢nih vrsta lipnja 2019.
godine. Nadalje, njezina je pokrovnost
procijenjena dronom iznosila 15,8+2,20
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Tabela 1. Srednje vrijednosti i standardna pogreska srednje vrijednosti parametara ljekovitih svojti na

dva razlic¢ita procjenjivana pasnjaka.

Utestalost (%) Velika Crkvina

Kvarta
, Velika Crkvina
Gustoca (X/25)
Kvarta
Gustoca prema Velika Crkvina
Braun-Blanquet skali  Kyarta

ljekovita svojta na 20 ha pasnjaka

10,8+0,8 10,0+0,8 7,6+0,7*
9,6+0,8 8,4+0,7 5,2+0,6*
0,28+0,01 0,24+0,01 0,21+0,01*
0,27+0,01 0,24+0,01 0,15+0,01*
2,6£0,1* 2,3+0,1* 2,0£0,1*
1,440,1* 1,1£0,1* 1,0£0,1*

*oznacava statisticki znacajnu razliku odredene ljekovite svojte izmedu dva pasnjaka.

(95%-tne granice pouzdanosti 11,71-
19,89), odnosno pripada 2a i 2b stupnju
Braun-Blanquetove  devetostupanjske
skale.

U naSim do sada neobjavljenim
rezultatima HRZZ projekta IP-2016-06-
3685 metodom GCMS-a ustvrdeno je
da gospina trava (Hypericum perforatum
L.), stolisnik (Achillea millefolium L.) i
maticnjak (Melissa officinalis L.) s pasnjaka
u Velikoj Crkvini sadrze terpene za
koje je temeljem literaturnih podataka
poznat njihov imunostimulacijski uc¢inak
(Kumar i sur., 2012., Zeng i sur., 2015,
Balenovicisur., 2018., Ribeiroisur., 2019.,
Valdivieso-Ugarte i sur., 2019., Yang i

ur., 2019.). Tako je u nasim, do sada
neobjavljenim rezultatima HRZZ projekta
IP-2016-06-3685, u svih procjenjivanih
svojti pasnjaka Velike Crkvine GCMS
metodom ustvrdeno prisustvo sljedec¢ih
monoterpena: a-pinen, (3-pinen, mircen
i p-cimen, pri ¢emu je zabiljezeno da je
p-cimen zastupljen u aroma sastavu mesa
janjadi uzgajanih u Velikoj Crkvini Sto se
moze povezati i s rezultatom ovoga rada
o statisticki znacajno vecoj ucestalosti,
gustodi i pokrovnosti ljekovitih svojti na
pasnjaku u Velikoj Crkvini u odnosu na
iste na pasnjaku u Kvarte.

Nadalje, temeljem literaturnih po-
dataka poznato je da monoterpeni osim
ucinka na aroma profil mesa imaju i po-
tencijalni imunomodulacijski ucinak u

zivotinja (Manuele i sur., 2008.). Navede-
nom u prilog govore izvrsni zdravstveni
parametri jedinki (poput hematologije,
biokemije, imunologije i mikrobiolos-
ke i koproloske analize) koje smo kroz
projektne aktivnosti pratili i ustvrdili na
pasn]aama u Velikoj Crkvini (Jelencic,
2018., Zura Zaja i sur., 2019.). Stoga, s ob-
zirom na rezulate procjene ucestatolosti,
gustode i frekvencije procjenjivanih svoj-
ti pasnjaka Velike Crkvine u odnosu na
iste parametre pasnjaka u Kvarte (Tabela
1.), ne iznenaduju bolji imunosni status
ovaca nakon napasivanja na pasnjaci-
ma u Velikoj Crkvini (Tabela 2). U ovim
istrazivanjima iako su dobiveni rezultati
za glavne limfocitarne populacije iz pe-
riferne krvi ovaca neovisno o mjestu uz-
goja u suglasju s referentnim vrijednosti-
ma koje je opisao za ovcu Tizard, (2004.),
vidljivo je da su vrijednosti statisticki
znacajno vede u ovaca uzgajanih na
pasnjacima u Velikoj Crkvini. Nadalje,
s obzirom da su u kraljesnjaka poznata
dva tipa receptora T limfocita (engl. T
Cell Receptors, TCR) povezanih sa CD3,
a to su TCR-af i TCR-yd, u bududim
istrazivanjima od velike bi vaznosti bilo
ustvrditi i udjele T limfocita ovaca ovi-
sno sadrzi li njihov TCR receptor a- i
(- ili y- i d-lance. Naime, yd T-limfociti
tek su djelomice opisani uz naznaku da
su najucestaliji u crijevnoj sluznici i na
mjestima u organizmu gdje koZa prelazi
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Tabela 2. Srednje vrijednosti i standardna pogreska srednje vrijednosti T i B limfocita iz periferne krvi
ovaca drzanih na dva razli¢ita procjenjivana pasnjaka.

SREDNJE VRIJEDNOSTI | STANDARDNA POGRESKA SREDNJE

PROCJENJIVANI

VRIJEDNOSTI T i B LIMFOCITA 1Z PERIFERNE KRVI OVACA

PASNUACI pomotrif | citolitik B timiciti (%
T-limfociti (%) limfociti (%) imfociti (%)
VELIKA CRKVINA 18,15+0,12 10,87+0,10 2,95+0,05 24,46%0,15
KVARTA 17,65+0,11 9,76+0,11 2,800,06 19,81£0,12
VRIJEDNOST P<0,01 P<0,0001 P>0,05 P<0,0001
u sluznicu pa se zbog toga nazivaju in-  Zahvala

traepitelnim limfocitima kojih je funkci-
ja u lokalnoj obrani (Hajsig i sur., 2013.).
Nadalje, u perifernoj krvi ovjeka i misa
njihov je sadrzaj vrlo mali za razliku u
ovaca, goveda i svinje kod kojih mogu
Ciniti do 15-60 % mononuklearnih stani-
ca periferne krvi (Piccinni i sur., 2015.,
Guerra-Maupome i sur., 2019., Andrisi¢
isur., 2020.).

Zakljucak

Opcenito  je malo znanstvenih
spoznaja o uc¢inku zemljopisnog podrucdja
uzgoja, odnosno botanickog sastava
pasnjaka na aroma sastav janjeceg
mesa, tako da su dobiveni podatci
u ovom radu od velikog znacenja.
Ocekuje se da ¢e provedeno istrazivanje
pridonijeti daljnjim istraZivanjima o
mogucnostima, ne samo identifikacije i
pracenja terpena kao specifi¢nih biljnih
biomarkera u proizvodima i tkivima
janjadi koji se pouzdano mogu povezati
s nacinom uzgoja i hranidbe, ve¢ i o
njihovom istovremenom potencijalnom
imunomodulacijskom ucinku. Stoga su u
ovom radu dobiveni rezultati znanstvena
preporuka za daljnju procjenu biljnog
sastava pasnjakau Velikoj Crkvini tijekom
istrazivanja HRZZ projekta IP-2016-06-
3685 u cilju postizanja dodatnih saznanja
o ucinku terpena na zdravlje i aroma
sastav janjeceg mesa i to sve u svrhu
proizvodnje inovativnih funkcionalnih
proizvoda od janjeceg mesa.

oh Hrzz
Hrvatska zaklada

za znanost

Ovaj je rad financirala Hrvatska
zaklada za znanost projektom “Inovativni
funkcionalni proizvodi od janjeceg mesa”
(IP-2016-06-3685).
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The effect of the botanical composition of pastures on the

immune status of the Lika Pramenka sheep breed
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The botanical composition of pastures in
various areas, with special regard to terpene
proportions, have an effect on the terpene
profile of ruminant meat aroma, and may also
have a potential immunomodulation effect in
the animals. Therefore, assessments of pasture
composition are of great interest to modern
sheep breeding in Croatia. They study showed
that medicinal plants with high terpene
content, such as St. John’s Wort (Hypericum
perforatum L.), yarrow (Achillea millefolium L.)
and lemon balm (Melissa officinalis L.) have a
potential effect on improving immune status
in sheep. The pastures of Velika Crkva had

a statistically significant higher frequency,
density and cover of these species than the
pastures in Kvarte. Therefore, the results
presented here contributed to the scientific
recommendation for further assessment of
the plant composition of pastures in Velika
Crkvina during a separate study the research
of the Croatian Science Foundation project
IP-2016-06-3685 in order to gain additional
knowledge about the effect of terpenes on
the health and flavour composition of lamb
meat and to contribute to the production of
innovative and functional lamb meat products.
Key words: pasture; terpenes; sheep
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