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1. UVOD

1.1. Problem istraZivanja

Tvari koje mogu izazvati stres u bioloskim sustavima (zagadivala/ksenobiotici) neizostavno
su prisutne u svim ekoloskim sustavima, a njihova su rasprostranjenost i koliina najcesce
korelirana s intenzitetom ljudskog djelovanja. Neprestani razvoj novih kemijskih spojeva i
materijala te razvoj primarnog i sekundarnog sektora industrije, posebice poljoprivrede,
rezultiraju povecanjem izloZenosti organizama zagadivalima (Rhind, 2009). Toksi¢ni ucinci
mnogih zagadivala utvrdeni su na razli¢itim razinama bioloske i1 ekoloske organizacije i u
razli¢itih biljnih 1 Zivotinjskih vrsta (Truhaut, 1977). Pesticidi, kao najces¢e koriStena
zagadivala u poljoprivredi, predstavljaju znacajnu prijetnju ekosustavima zbog svog
potencijala da uzrokuju Sirok spektar bioloskih efekata, ne samo na ciljne vrste, ve¢ 1 na
neciljne organizme (Zaller 1 Briihl, 2019). Uc¢inak zagadivala zapocinje na stani¢noj razini,
kratkoro¢nim 1 lokaliziranim biomolekularnim odgovorom. Izostankom prikladnih zastitnih
stani¢nih odgovora, djelovanje kemijskih spojeva na stani¢noj razini odrazava se i na vi§im
razinama bioloske i ekoloSke organizacije, od organizama, preko populacija 1 zajednica, do

citavih ekoloskih sustava; postupno zahvacajuci sve vece vremenske i prostorne skale (Slika

).

contaminant

environmental
fate

environmental
chemistry

i

ecology
toxicology

organelles  (environmental)

% molecules oKy

Slika 1. Shematski prikaz preklapanja toksikologije, ekotoksikologije, kemije okoliSa i
ekologije te Sirenje (eko)toksi¢nih ucinaka kroz bioloske sustave (izvor: Blaha i Hofman

(2020)).
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Sukladno tome, cilj ekotoksikologije je istraziti odgovore na izloZenost zagadivalima na razini
jedinki 1 ekstrapolirati nalaze na viSe razine bioloske i ekoloSke organizacije, primjenom

teorijskih i empirijskih pristupa skaliranja (Johnson i Rodgers, 2005; Solomon i sur., 2008).

Ekotoksikoloski testovi provode se u strogo kontroliranim uvjetima i sukladno metodologiji
propisanoj u standardiziranim protokolima, koriStenjem ne-ciljnih modelnih organizama.
Tradicionalni biomonitoring 1 ekotoksikoloski testovi Cesto se oslanjaju na fizioloSke i
biokemijske promjene kao krajnje toCke (eng. emdpoints) odnosno pokazatelje toksicnosti,
poput promjena aktivnosti biokemijskih biomarkera stresa (npr. acetilkolinesteraze (AChE),
superoksid dismutaze (SOD), katalaze (CAT) i dr.), prezivljavanja jedinki, dinamike rasta
jedinki, reakcije izbjegavanja, imobilizacije 1 stope razmnozavanja uslijed izloZzenosti
zagadivalima (Schuijt 1 sur., 2021; Walker 1 sur., 2012). Rano otkrivanje toksi¢nih ucinaka je
prioritet suvremene organizacije biomonitoringa i upravljanja okoliSnim i ekoloSkim rizicima.
Krace vrijeme detekcije znac¢i i mogucénost pravovremenog djelovanja u smjeru sanacije Stete.
Zbog toga korisStenje mjerljivih promjena ponaSanja (bihevioristicki biomarkeri) uslijed svog
kratkog vremena odziva na okoliSni stres, postaju sve znacajniji biomarkeri izloZenosti
(Doving, 1991). Sve veca dostupnost racunalne opreme i programskih alata potrebnih za
detekciju promjena ponaSanja organizama pod utjecajem zagadivala omogucili su razvoj

bihevioristicke ekotoksikologije.

PonaSanje organizama pruZza jedinstvenu priliku za identifikaciju suptilnih promjena koje se
dogadaju kao posljedica izlozenosti zagadivalima, i stoga moze posluziti kao rani indikator
stresnih uvjeta u okoliSu. DosadasSnja istrazivanja su pokazala da promjene u ponasSanju mogu
biti osjetljivije 1 brze detektirati stres izazvan zagadivalima nego biokemijske promjene
(Agerstrand i sur., 2020; Ford i sur., 2021). Medutim, bihevioristicki parametri se u praksi
koriste rijetko, dijelom zbog ograniene standardizacije metodologija za kvantifikaciju tih
promjena, ali 1 zbog tehnickih poteSkoca u kontinuiranom i preciznom pracenju ponasanja
organizama. Uz to, vecina istrazivanja fokusirana je na nekoliko standardnih bihevioristi¢kih
elemenata, kao Sto su brzina kretanja ili ucestalost promjene smjera, dok potencijal novih
bihevioristickih elemenata ostaje nedovoljno istrazen (Melvin 1 sur., 2017). U ovom
kontekstu, ekotoksikoloSki testovi koji se temelje na kvantifikaciji ponasanja modelnih
organizama, poput gujavica (Lumbricidae) i vodenbuha (Daphniidae), nude izniman
potencijal za poboljSanje interpretacije utjecaja pesticida i drugih kemijskih zagadivala na
ekosustave (Beaumelle 1 sur, 2021). Ove vrste organizama cesto se Kkoriste u

ekotoksikoloskim istrazivanjima zbog svoje ekoloske vaznosti i osjetljivosti na promjene u
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okoliSu (Friind i1 sur., 2011). Gujavice su klju¢ne za odrzavanje strukture tla i kruzenje
hranjivih tvari, dok vodenbuhe igraju vaznu ulogu u slatkovodnim ekosustavima, posebno u
procesima prociS¢avanja vode. Njihovo ponasanje moze reflektirati promjene u okolisSnim
uvjetima uzrokovane izlozenos$¢u razliitim zagadivalima. Medutim, unato¢ vaznosti ovih
organizama, postoje¢i ekotoksikoloski testovi cCesto nisu prilagodeni za precizno
kvantificiranje kompleksnih bihevioristickih odgovora na zagadivala. Standardni testovi
uglavnom ukljucuju praéenje osnovnih oblika ponasanja, dok su slozeniji bihevioristicki
elementi, poput frakcionalne brzine ili promjena u strukturi kretanja organizama, manje
istrazeni 1 slabo dokumentirani (Arrazola-Vasquez i sur., 2022; Bownik, 2017; Capowiez i
sur., 2003). To rezultira ograni¢enim razumijevanjem o tome kako razli¢ita zagadivala utjeCu

na energetsku ravnotezu i resurse organizama u okolisu (Billoir i sur., 2007).

Potreba za detaljnijim razumijevanjem bihevioralnih odgovora na zagadivala proizlazi i iz
¢injenice da koncentracije pesticida u okoliSu variraju, ¢esto u niskim, subletalnim razinama,
koje mogu imati kroni¢ne ucinke na ponaSanje i1 prezivljavanje organizama (Walker 1 sur.,
2012). Takoder, u okoliSu su zagadivala Cesto prisutna u mjeSavinama, $to moze izazvati
sinergijske ili antagonisticke efekte na organizme, a takvi efekti su trenutno nedovoljno

istrazeni u kontekstu istrazivanja usmjerenih na ponasanje organizama (Fleeger i sur., 2003).

Istrazivanja u ovoj grani ekotoksikologije u najveéoj mjeri su zastupljena u akvatickim
sustavima, koriStenjem standardnih akvatickih modelnih organizama, vodenbuha (Daphnia
magna Straus, 1820) i zebrica (Danio rerio F. Hamilton, 1822). Bihevioristicki elementi
prepoznati su kao osjetljivi biomarkeri izloZenosti subletalnim koncentracijama zagadivala u
akvatickih modelnih organizama (Bownik, 2017; Hussain i sur., 2020) te privlace sve vecu
pozornost znanstvenika ne samo kao segment istraZivanja, ve¢ 1 u svrhu njihove primjene kao
krajnjih toéaka u regulaciji kemijskih spojeva (Agerstrand i sur., 2020). Najées¢e krajnje
tocke bihevioristiCkih istraZzivanja u akvatickim sustavima su prosjecna brzina plivanja,
maksimalna brzina plivanja, udio vremena koje je jedinka provela kre¢uéi se, broj promjena
smjera, stupanj sloZenosti putanja jedinki, intenzitet pokretljivosti i dr. (Bownik, 2017).
Dosadasnjim istrazivanjima dokazan je utjecaj brojnih kemijskih tvari i abiotickih ¢imbenika
na najces¢e proucavane bihevioristicke elemente vodenbuha. Znanstvene publikacije opisuju
utjecaj pojedinih pesticida (npr. Duquesne i1 Kiister, 2010), nanocestica (npr. Lovern i sur.,
2007), antibiotika (npr. Bownik i sur., 2019), i drugih kemijskih spojeva (npr. Untersteiner i
sur., 2003) te temperature, pH, prozirnosti vode, fotoperioda i drugih ¢imbenika (npr. Chen i

sur., 2012) na znacajke ponaSanja akvatickih modelnih organizama. Pri tome, vecina
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istrazivanja u kojima su kao modelni organizmi koriStene vodenbuhe primjenjuje gotova
hardverska 1 softverska rjeSenja za analizu bihevioristickih elemenata modelnih organizama
(npr. Bownik i Pawlik-Skowronska, 2019; Duquesne i Kiister, 2010). Iako koriStenje gotovih
uredaja 1 softverskih alata omogucuje kalibraciju viSestrukim medusobnim usporedbama (eng.
cross-calibration) 1 medusobnu provjeru (validaciju) rezultata neovisnih timova, ono u isto
vrijeme smanjuje fleksibilnost u obradi podataka u smislu uvodenja novih indeksa ponaSanja i
kvantifikacije bihevioristickih elemenata organizama, a time onemogucéuje precizniju

interpretaciju rezultata istraZivanja 1 nova istrazivanja.

Zbog vazne uloge u procesima koji se odvijaju u tlu i osjetljivosti na prisutnost zagadivala,
gujavice se smatraju indikatorima stanja u okoliSu te se koriste kao modelni organizmi u
standardnim ekotoksikoloskim testovima Organizacije za ekonomsku suradnju i razvoj (eng.
Organisation for Economic Cooperation and Development, OECD) 1 Medunarodne
organizacije za standardizaciju (eng. International Organization for Standardization, 1SO).
Medu biomarkerima utjecaja subletalnih koncentracija zagadivala od posebne su vaznosti
pokazatelji ponaSanja organizama, budu¢i da promjene u ponaSanju mogu upucivati na
Stetnost zagadivala na kondicijsko stanje jedinki, a koje se moze odrazavati i na viSim
stupnjevima bioloske i ekoloske organizacije (Deving, 1991; Little, 1990). Ponasanje
izbjegavanja jedan je od ceSce pracenih krajnjih toCaka istrazivanja ucinaka subletalnih
koncentracija zagadivala na gujavice. Test izbjegavanja predstavljen je u radu Yeardley i sur.,
(1996), a danas, kada se provodi prema ISO protokolu (ISO, 2008), je gotovo neizostavni dio
preliminarnih ekotoksikoloskih istrazivanja. Prema standardnom protokolu, test izbjegavanja
izvodi se u zatvorenim posudama s dva ili Sest odjeljaka, pri ¢emu se organizmi na pocetku
ispitivanja pustaju u sredisnji prostor, a tijekom trajanja testa je osigurano njihovo neometano
kretanje 1 “istrazivanje” odjeljaka testnih tala. Po zavrSetku perioda inkubacije, izmedu
odjeljaka se umecu pregrade i slijedi prebrojavanje organizama prisutnih u svakom odjeljku.
Postotak izbjegavanja testne tvari ili uzorka nepoznatog sastava porijeklom iz okolisa

izraCunava se na temelju broja gujavica u kontrolnom i testnom odjeljku.

Istrazivanja usmjerena na kvantifikaciju elemenata ponaSanja direktnim opaZanjem u
kopnenih organizama su malobrojna i slabo zastupljena zbog poteSkoca koje proizlaze iz
karakteristika tla kao medija. Metodologija koriStena u veéini istrazivanja usmjerenih na
proucavanje znacajki ponasanja gujavica tijekom vremena, direktno u tlu, razvijena je
sredinom proslog stoljec¢a (Evans, 1947). Ona podrazumijeva koristenje tzv. 2D terarija kao

eksperimentalne komore ispunjene testnim tlom ¢iji dizajn, u smislu njegovih dimenzija 1
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Sirine prostora ispunjenog testnim tlom, je potrebno prilagoditi anatomskim 1 ekoloskim
znaCajkama odabrane testne vrste. PoloZaj gujavice u 2D terariju registrira se nekoliko
(najces¢e pet) puta dnevno, ru¢nim ocrtavanjem i rekonstrukcijom sustava hodnika na
prozirnoj foliji prema subjektivnoj procjeni osobe zaduzene za ovaj zadatak (istrazivaca ili
laboratorijskog tehniCara). Po zavrSetku izlaganja, sustav hodnika naslikan na transparentnoj
foliji digitalizira se pomocu skenera te sluzi kao ulazni podatak za izracun osnovnih znacajki
ponasanja gujavica - ukupne duzine tunelskog sustava, stope ponovnog iskoristavanja hodnika
1 ukupne prijedene udaljenosti (Capowiez 1 Bérard, 2006). Budu¢i da su bihevioristicki
elementi gujavica dokazani kao vrlo osjetljivi biomarkeri izloZenosti organizama subletalnim
koncentracijama zagadivala, nekoliko timova znanstvenika je tijekom posljednjih godina
razvilo inovativna alternativna rjeSenja za kontinuirano pracenje ponasanja gujavica direktno
u tlu temeljenih na suvremenim racunalnim metodama. Takva rjeSenja ukljucuju detekciju
reakcije izbjegavanja kontinuiranim mjerenjem elektricne impendance tla (Rastetter i
Gerhardt, 2018), kontinuirano vizualno dokumentiranje polozaja gujavica na temelju niza
fotografija semi-automatskom metodom (Arrdzola-Vasquez i sur., 2022) i automatsku
rekonstrukciju tunelskog sustava te izraCun parametara kretanja i topoloskih znacajki
tunelskog sustava primjenom umjetne neuronske mreze (eng. Artificial Neural Network,

ANN) (Djerdj i sur., 2020).

1.2. Ciljevi istrazivanja

Znanstveni kontekst ovog istraZivanja leZzi u potrebama za razvijanjem preciznijih,
kvantitativnih metoda za pracenje i analizu ponaSanja organizama, koji mogu pruziti bolji
uvid u utjecaj zagadivala na ekosustave. Razvoj novih metoda temeljenih na racunalnim
tehnikama, poput strojnog ucenja, omogucava automatizirano i to¢no biljezenje kompleksnih
bihevioristickih elemenata, ¢ime se otvara mogucnost za standardizaciju i Siru primjenu ovih

pristupa u ekotoksikoloskim testovima (He i sur., 2019).

Kljuéni izazov u ovom istrazivanju je identificirati i kvantificirati nove bihevioristicke
elemente koji do sada nisu mjereni, ali koji imaju potencijal znacajno poboljsati
interpretabilnost ekotoksikoloskih testova. Ti elementi mogu ukljucivati parametre kao $to su
impulzivnost, prosje¢na i maksimalna duzina segmenata trajektorija, te druge pokazatelje koji
reflektiraju suptilne promjene u energetskom stanju organizama (Posthuma i sur., 2019). Osim
toga, istrazivanje ¢e nastojati procijeniti razlike u osjetljivosti razli¢itih bihevioristi¢kih
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elemenata na promjene u koncentraciji zagadivala i duzinu izlaganja, Sto je klju¢no za
razumijevanje kako razli€ite vrste organizama odgovaraju na stresne uvjete u okolisu (Hellou,

2011).

Ovo istrazivanje ima za cilj ne samo unaprijediti postojece ekotoksikoloske metode, ve¢ i
doprinijeti razvoju novih biomarkera koji mogu biti koristeni u procjeni rizika od izlaganja
zagadivalima (Hellou, 2011). Ocekuje se da c¢e rezultati istrazivanja pruziti dublje
razumijevanje o ucincima zagadivala na ponaSanje organizama, kao i nove alate za pracenje
ekoloskog stanja okoliSa (Ford i sur.,, 2021). Time ¢e se otvoriti mogucénost za primjenu
bihevioristickih elemenata u Sirokom spektru ekotoksikoloskih studija, ukljucujuci
istrazivanja utjecaja klimatskih promjena i1 novih zagadivala na bioloSku raznolikost i

ekosustave (Lemm i sur., 2021; Melvin i sur., 2017; X. Wang i sur., 2019).

1.2.1. Osnovni cilj istrazivanja

Osnovni cilj ovog istrazivanja bio je detektirati i1 kvantificirati standardne i1 nove
bihevioristicke elemente odabranih modelnih organizama, gujavica (Lumbricidae) i
vodenbuha (Daphniidae) te utvrditi njihovu primjenjivost kao biomarkera izloZenosti

modelnim zagadivalima.
1.2.2. Specificni ciljevi istraZivanja
1. Identifikacija i kvantifikacija standardnih bihevioristiCkih elemenata

Jedan od prvih specificnih ciljeva ovog istraZzivanja bio je analizirati standardne
bihevioristicke elemente kod gujavica (srednja brzina, indeks pokretljivosti, ukupna prijedena
udaljenost, ukupna duZina tunelskog sustava) i vodenbuha (srednja i maksimalna brzina,
indeks pokretljivosti, broj promjena smjera, fraktalna dimenzija), te utvrditi u kojoj mjeri

navedeni elementi reflektiraju utjecaj zagadivala u kontroliranim laboratorijskim uvjetima.
2. IstraZivanje novih bihevioristickih elemenata

Drugi kljuéni specifi¢ni cilj bio je identificirati i kvantificirati nove bihevioristicke elemente
koji do sada nisu bili mjerenti ili analizirani u kontekstu ekotoksikoloskih testova. Cilj je bio
kvantificirati nove bihevioristicke elemente ukljucuju¢i udio vremena peovedenog uz rub

Petrijeve zdjelice, udio vremena provedenog u kretanju unatrag, broj podizanja prostomija,
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udaljenost i udio puta u postoje¢im hodnicima kod gujavica te frakcionalnu brzinu, prosjecnu
1 maksimalnu duljinu segmenata trajektorija, ucestalost perioda nepokretnosti i indeks
promjene smjera nakon odmora kod vodenbuha, te procijeniti njihovu primjenjivost u
poboljsanju sposobnosti predvidanja i interpretacije bihevioristickih odgovora organizama na

izloZenost zagadivalima.

3. Procjena osjetljivosti bihevioristiCkih elemenata na koncentraciju i trajanje izloZenosti

zagadivalima

Treci cilj bio je istraziti kako se bihevioristicki elementi (standardni i novi) mijenjaju ovisno o
koncentraciji zagadivala te o vremenu izlaganja organizama zagadivalima, uz kvantifikaciju

osjetljivosti razli¢itih bihevioristi¢kih elemenata na prisutnost pesticida.
4. IstraZivanje sinergijskih i antagonistickih ucinaka binarnih mjeSavina pesticida

Cetvrti cilj bio je istraziti kako binarne mjesSavine pesticida utjecu na ponaSanje organizama te
istraziti postojanje interakcija izmedu komponenti mjeSavina mjerljivih na razini

bihevioristickih biomarkera.
5. Razvoj racunalnog softvera za automatiziranu kvantifikaciju bihevioristickih elemenata

Peti specifi¢ni cilj bio je razvoj i primjena ra¢unalnog softvera temeljenog na suvremenim
raCunalnim tehnikama za detekciju 1 kvantifikaciju bihevioristickih elemenata odabranih

modelnih organizama.

7. PoboljSanje metodologija za ekotoksikoloSka istraZivanja putem integracije

bihevioristickih biomarkera

Posljednji specificni cilj bio je procijeniti mogucénost unaprjedenja postojece ekotoksikoloske
metodologije kroz integraciju standardnih i novih bihevioristickih elemenata u postojece

testove toksi¢nosti.



1.3. Hipoteze

HI1. Promjena koncentracije zagadivala mjerljivo mijenja kvantitativna obiljeZja

bihevioristickih elemenata kod gujavica (Lumbricidae) i vodenbuha (Daphniidae).

Ova hipoteza pretpostavlja da razliite koncentracije pesticida uzrokuju kvantitativno
mjerljive promjene u standardnim 1 novim bihevioristickim elementima, kao §to su brzina
kretanja, frekvencija promjene smjera, duljina trajektorija i druge karakteristike ponasanja.
Ocekuje se da bihevioristi¢ki odgovori na izloZenost pesticidima budu osjetljivi na varijacije u

koncentraciji zagadivala.

H2. DuZina trajanja izlaganja je znacajna varijabla kvantitavne karakterizacije

bihevioristickih elemenata.

Ova hipoteza sugerira da trajanje izlaganja zagadivalima igra klju¢nu ulogu u promjenama
bihevioristickih elemenata organizama. Ocekuje se da ¢e duZze trajanje izlaganja pesticidima
izazvati veée promjene u ponasanju, Sto ¢e biti kvantitativno izrazeno kroz razliCite

bihevioristicke parametre.

H3. Bihevioristicki elementi se medusobno razlikuju u osjetljivosti na prisutnost i

koncentraciju zagadivala te na duZinu trajanja izlaganja.

Ova hipoteza predvida da bihevioristicki elementi, kao Sto su brzina kretanja, impulzivnost,
duljina trajektorija i drugi parametri, imaju razli¢itu osjetljivost na promjene u koncentraciji
pesticida, dok ¢e drugi pokazivati ve¢e promjene tek pri visSim koncentracijama ili duzem

izlaganju.

Hd4. Postoje bihevioristicki elementi koji do sada nisu mjereni, a znacajno poboljSavaju

interpretabilnost rezultata bihevioristickih ekotoksikoloSkih testova.

Ova hipoteza polazi od pretpostavke da postoje do sada neistrazeni bihevioristicki elementi,
poput impulzivnosti i segmentne duljine trajektorija, koji mogu znacajno unaprijediti
interpretaciju rezultata ekotoksikoloSkih testova. Ovi novi elementi mogu pruziti dublji uvid u
utjecaj zagadivala na organizme, $to nije moguce posti¢i samo analizom standardnih

bihevioristickih parametara.



1.4. Znacaj istrazivanja

Istrazivanje predstavljeno u ovoj doktorskoj disertaciji ima znanstvenu i prakti¢nu vaznost u
podrucju ekotoksikologije, biomonitoringa i zastite okolia. Uvodenjem novih bihevioristi¢kih
biomarkera, koji omogucuju kvantitativnu procjenu utjecaja zagadivala na kopnene 1 vodene
organizme, istrazivanje popunjava vaznu prazninu u dosadasnjem znanju. Bihevioristic¢ki
biomarkeri nude osjetljiv i brz odgovor na prisutnost toksi¢nih tvari, pruzajué¢i uvid u
subletalne ucinke zagadivala koji se ¢esto ne mogu detektirati konvencionalnim biokemijskim
ili fizioloskim metodama. Navedeno ima vazne implikacije na ekotoksikoloska istrazivanja,

ali 1 na Siru primjenu u industriji, zastiti okoli$a i javnom zdravstvu.
1. Unapredenje ekotoksikoloskih metoda

Jedan od klju¢nih doprinosa ovog istrazivanja je razvoj novih i unapredenje postoje¢ih metoda
za kvantifikaciju ponaSanja organizama pod utjecajem zagadivala. Tradicionalne
ekotoksikoloske metode obi¢no se fokusiraju na biokemijske i fizioloske pokazatelje, kao Sto
su enzimske aktivnosti, oksidativni stres ili smrtnost organizama. Medutim, ove metode ¢esto
ne detektiraju subletalne ucinke koji se javljaju kod izlozenosti niskim koncentracijama
jer reflektira trenutne promjene u organizmu koje se dogadaju zbog toksi¢nog stresa. Razvoj
novih bihevioristiCkih biomarkera, kao S§to su frakcionalna brzina, parametri povezani s
fragmentima trajektorija, usio vremena provedenog uz rub eksperimentalne komore te u
kretanju unatrag i broj podizanja prostomija, donosi inovativni pristup u kvantificiranju
utjecaja zagadivala. Ovi bihevioristicki parametri omogucuju bolje razumijevanje suptilnih
promjena u fizioloSkom i psiholoSkom stanju organizma koje bi tradicionalne metode mogle
zanemariti. To dovodi do preciznijeg i sveobuhvatnijeg ocjenjivanja toksic¢nosti zagadivala i

omogucuje razvoj boljih standarda za procjenu rizika.
2. PoboljSanje biomonitoringa okolisa

Primjena bihevioristickih biomarkera moze znacajno unaprijediti biomonitoring okoliSa.
Tradicionalni biomonitoring cesto se oslanja na fizioloske biomarkere koji zahtijevaju
uzorkovanje tkiva organizama i slozenu laboratorijsku analizu, $to moze biti vremenski i
financijski zahtjevno. KoriStenje bihevioristickih elemenata omogucuje kontinuirano i
neinvazivno pra¢enje organizama u stvarnom vremenu, S$to je posebno korisno u procjeni

kvalitete okoliSa. Kroz ovaj rad razvijeni su novi pristupi pracenju i kvantifikaciji
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bihevioristickih odgovora organizama u odnosu na koncentracije pesticida i zagadivala u
okoliSu. Integracija bihevioristickih biomarkera u sustave za pracenje omogucuje brze reakcije
na promjene u okoliSnim uvjetima, ¢ime se moze poboljSati upravljanje rizicima zagadenja.
Ova istrazivanja takoder pruzaju mogucnost razvoja automatiziranih sustava pracenja koji
koriste raCunalne tehnologije za analizu ponasanja organizama, $to moze biti korisno za javne

institucije 1 industrije odgovorne za o¢uvanje okolisa.
3. Bolje razumijevanje u¢inaka subletalnih koncentracija zagadivala

Vecina ekotoksikoloskih istrazivanja fokusira se na letalne uCinke zagadivala, no u prirodnim
uvjetima organizmi su Cesto izloZeni subletalnim koncentracijama toksikanata kroz dulje
vremensko razdoblje. Takva izlozenost moze dovesti do promjena u ponasanju, §to moze
utjecati na prezivljavanje, reprodukciju 1 interakcije medu vrstama. Doprinos ovog
istrazivanja su nova saznanja glede osjetljivosti bihevioristickih biomarkera na subletalne
koncentracije zagadivala i1 kao alata rane indikacije stresa u organizmima, ¢ak i kada fizioloski
pokazatelji jo§ ne pokazuju promjene. Ova saznanja o subletalnim ucincima mogu imati
dalekosezne posljedice za procjenu rizika zagadivanja okoliSa. Primjena novih
bihevioristickih parametara omogucuje bolje razumijevanje dugoro¢ne ucinke izlozenosti
niskim koncentracijama zagadivala, §to je vazno za procjenu ekoloskih rizika i uspostavljanje

regulatornih granica.
4. Razvoj novih tehnologija za kvantifikaciju bihevioristickih elemenata

Znacajan doprinos ovog istrazivanja je razvoj softvera i primjena tehnika strojnog ucenja za
kvantifikaciju bihevioristickih elemenata organizama. KoriStenje racunalne tehnologije
omogucuje automatsku analizu ponaSanja, smanjuje mogucnost ljudske pogreske te osigurava
objektivnost u pradenju promjena u ponaSanju organizama. Softver razvijen u sklopu
istrazivanja u okviru ove disertacije koristi industrijske kamere za snimanje ponaSanja
organizama te analizira podatke pomocu algoritama strojnog ucenja za detekciju i
kvantifikaciju  bihevioristickih ~ elemenata. Primjena ovih tehnologija omogucuje
automatiziranu analizu velikih koli¢ina podataka, ¢ime se smanjuje potreba za dugotrajnim
ru¢nim analizama i tako se povecava ucinkovitost istrazivanja. Ove inovacije primjenjive su u
Sirokom spektru znanstvenih i industrijskih istrazivanja, ukljucujuéi testiranje pesticida,
procjenu zagadenja u prirodnim ekosustavima i1 pracenje u€inaka klimatskih promjena na

ponasanje organizama.
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5. Povecanje preciznosti u procjeni ekoloSkih rizika

Koristenje bihevioristickih elemenata kao biomarkera omogucuje preciznije i sveobuhvatnije
ocjenjivanje ekoloSkih rizika povezanih s izlaganjem zagadivalima. Tradicionalni pristupi
procjene rizika Cesto se oslanjaju na letalne ucinke, dok subletalni uc¢inci ostaju neistraZeni.
Bihevioristicki biomarkeri omoguéavaju ranu detekciju toksi¢nih ucinaka te pruzaju vazne
informacije o energetskim potrebama organizama, Sto moze myjerljivo doprinijeti boljoj
procjeni dugoro¢nih ucinaka zagadivanja. Povecanje preciznosti u procjeni ekoloskih rizika,
doprinosi se zastiti prirodnih ekosustava, odrzivom upravljanju resursima i ocuvanju
bioraznolikosti. Rezultati ovog istrazivanja mogu posluziti kao temelj za buduce

standardizirane metode procjene rizika od zagadivala u okolisu.
6. Mogucnost Siroke primjene u industriji i regulaciji pesticida

Rezultati ovog istrazivanja imaju potencijal za Siroku primjenu u industriji pesticida,
poljoprivredi i1 regulatornim tijelima. Koristenje bihevioristickih biomarkera moze pomoc¢i u
procjeni sigurnosti pesticida i njihovom utjecaju na neciljne organizme u ekosustavima.
Industrijski proizvodaci pesticida mogli bi koristiti ove metode za testiranje sigurnosti svojih
proizvoda prije stavljanja na trziste, dok bi regulatori mogli primijeniti rezultate istrazivanja u

kreiranju smjernica i normi za koriStenje pesticida u poljoprivredi.

Ovo istrazivanje ima veliki znac¢aj za unapredenje ekotoksikoloskih istrazivanja, razvoj novih
metoda za procjenu rizika i zaStitu okoliSa, kao 1 za primjenu novih tehnologija u
kvantifikaciji bihevioristickih biomarkera. Rezultati ovog rada pridonose boljem
razumijevanju utjecaja pesticida na ekosustave, ali i postavljaju temelje za buducée inovacije u

procjeni okoli$nih rizika.
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2. LITERATURNI PREGLED

2.1. Bihevioristi¢ki elementi kao biomarkeri

Bihevioristicki elementi predstavljaju osjetljiv alat za procjenu ekoloskih u¢inaka zagadivala.
Tradicionalni biomarkeri, kao Sto su biokemijske i fizioloSke promjene poput enzimske
aktivnosti 1 oksidativnog stresa, fokusiraju se na kasnije faze toksi¢nosti, dok bihevioristicki
biomarkeri omogucuju ranije otkrivanje subletalnih ucinaka (Porras-Rivera i sur., 2024).
PonaSanje organizama odrazava integrirani odgovor na okoliSne stresore, omogucujuci
identifikaciju ranih znakova toksi¢nosti, Sto ¢ini bihevioristicke biomarkere klju¢nim u

procjeni rizika za okoli$ (Little, 1990).

Istrazivanja koja su ukljucivala primjenu bihevioristickih elemenata kao biomarkera zapocele
su sredinom 20. stolje¢a, kada je prepoznata vaznost ponasanja u ekoloSkim istrazivanjima.
Kretanje, prehrambeni obrasci i izbjegavanje toksi¢nih spojeva bili su medu prvim
bihevioristickim indikatorima koriStenim u ekotoksikoloSkim studijama. Zahvaljujuci
napretku u tehnologijama pracenja, bihevioristicka istraZivanja su znacajno proSirena
(Capowiez i sur., 2005; Dell’Omo, 2002; Duquesne i Kiister, 2010; Gerhardt, 2007; Yuan i
sur., 2021).

Akvati¢ki organizmi poput vodenbuha (Daphnia spp.) i riba intenzivno se koriste kao modelni
organizmi u bihevioristickim istrazivanjima. Na primjer, eksperimenti na vodenbuhama
pokazali su da izlozenost pesticidima i teSkim metalima uzrokuje promjene u obrascima
plivanja, ukljucujuéi smanjenje brzine plivanja i promjene u trajektorijama kretanja. Promjene
u ponasanju mogu biti vrlo specificne za odredenu vrstu zagadivala, §to omogucava preciznu
procjenu toksi¢nih ucinaka. Ribe su takoder vazni modelni organizmi, jer je dokazano kako
izloZzenost teskim metalima, poput Zive 1 kadmija, uzrokuje promjene u obrascima plivanja,
ukazuju¢i na neurotoksicne i hormonske poremecaje (Liu i sur., 2024; Ren i sur., 2015; Scott i
Sloman, 2004). Nadalje, istrazivanja su pokazala kako izloZenost zebrica pesticidima, poput
neonikotinoida 1 piretroida, moze uzrokovati hiperaktivnost, hipokineticke reakcije te
smanjenje sposobnosti promjene smjera plivanja, S$to upucuje na ozbiljne poremecaje

neuroloske regulacije kretanja i reakcija na svjetlosne podrazaje (Hussain i sur., 2020).

Gujavice (Lumbricidae) su klju¢ni modelni organizmi u ekotoksikoloskim istraZivanjima tla.
Njihovo ponaSanje, poput kretanja i kopanja, moze pruziti vazne informacije o zdravlju tla.

Na primjer, studije su pokazale da izlozenost gujavica teSkim metalima smanjuje njihovu
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sposobnost kopanja tunelskih sustava, Sto se koristi kao indikator ekotoksi¢nosti tla. Pored
toga, smanjenje brzine kretanja pri izlaganju subletalnim koncentracijama pesticida

omogucuje ranu detekciju toksi¢nih uc¢inaka (De Silva i sur., 2010).

Neurotoksi¢nost zagadivala, kao §to su pesticidi i industrijske kemikalije, moZe se mjeriti kroz
bihevioristicke biomarkere. Organofosfatni pesticidi, koji inhibiraju enzim AChE, uzrokuju
neuroloske poremecaje u mnogim vrstama, uklju¢ujuci vodenbuhe, ribe i gujavice, Sto dovodi
do promjena u obrascima kretanja i motorickim funkcijama (Z. Ren i sur., 2007, 2009, 2015).

Ovi odgovori sluze kao rani indikatori prisutnosti zagadivala u okolisu.

Primjena bihevioristickih elemenata u ekotoksikologiji ima nekoliko prednosti.
Bihevioristicki odgovori organizama mogu biti brzi i osjetljivi, omoguéujuéi rano otkrivanje
toksi¢nih ucinaka (Jeong 1 sur., 2014). Takoder, ponaSanje reflektira integrirani odgovor na
stres, ukljucujué¢i neuroloske, fizioloskemetabolicke, stani¢ne 1 molekularne promjene. Ipak,
glavni izazov ostaje standardizacija metoda mjerenja 1 kvantifikacije bihevioristickih
odgovora, kao i prilagodba metoda razli¢itim vrstama organizama i ekosustavima (Dell’Omo,
2002). Napredak u tehnologiji pracenja ponasanja, ukljucujuéi racunalni vid i strojno ucenje,
znacajno je poboljsao preciznost i reproducibilnost ovih rezultata (Bianco i sur., 2013; Cho 1
sur., 2022; Heuschele i sur., 2019; Kim 1 sur., 2023; Kunze 1 sur., 2016; Liu 1 sur., 2012;
Rodriguez i sur., 2018; Saad Saoud i sur., 2024). Bihevioristi¢ki biomarkeri sve vise dobivaju
na znacaju u ekotoksikoloSkim istrazivanjima zbog svoje brzine i1 osjetljivosti u detekciji
subletalnih uc¢inaka zagadivala. UnatoC izazovima, poput standardizacije metoda, napredak u
tehnologiji omoguéava veéu pouzdanost i reproducibilnost rezultata (Agerstrand i sur., 2020;
Héader 1 Erzinger, 2017; Pérez-Escudero i sur., 2014). Integracija bihevioristickih elemenata s
drugim metodama biomonitoringa moZze poboljSati procjenu ekotoksi¢nih uc¢inaka i1 pruziti
sveobuhvatniju sliku utjecaja zagadivala na okoli§ (Bownik, 2017; Jeong i sur., 2014; Melvin 1

Wilson, 2013; Peterson i sur., 2017; Scott i Sloman, 2004).

PonaSanje organizama usko je povezano s fitnesom jedinki, a posljedicno i s dinamikom
populacija, interakcijama medu vrstama te funkcijama ekosustava. Bihevioristicki odgovori
mogu znacajno utjecati na reproduktivni uspjeh, prezivljavanje, hranjenje i rast, ¢ime utjecu
na dinamiku populacija i interakcije medu vrstama. Na primjer, odabir partnera za parenje ili
mjesta za razmnozavanje moZze izravno utjecati na kvalitetu i broj potomaka, dok reakcije na
predatore mogu znaciti razliku izmedu zivota i1 smrti (Alkimin i sur., 2020; Jennions i Petrie,

1997). Bihevioristicke promjene jedinki cesto imaju posljedice na razini populacije,
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ukljucujuc¢i stope nataliteta, mortaliteta i migracije, Sto dodatno naglasava vaznost
razumijevanja ponasSanja u ekotoksikoloSkim istrazivanjima (Dell’Omo, 2002). Medusobni
odnosi izmedu ponasSanja jedinki i znacajki populacija slozene su i dvosmjerne. Jedinke ¢esto
ispoljavaju ponaSanja koja povecavaju vlastiti fitnes, ali mogu biti Stetna za populaciju
(Cushing 1 sur., 2015; A. M. Fisher 1 sur., 2018; Fox, 1975). S druge strane, promjene u
dinamici populacija mogu utjecati na ponaSanje jedinki, npr. kroz gustoom uvjetovane
ucinke poput natjecanja za hranu, trazenja partnera ili agresije (Frid i Dill, 2002; Gordon,
1991; Jennions i Petrie, 1997). Ove promjene na razini populacije mogu se odraziti 1 na Sire
zajednice 1 ekosustave, gdje ponaSanje jedne vrste moze utjecati na jacinu i prirodu interakcija
s drugima, ¢ime se oblikuju struktura i stabilnost ekosustava (Falgueras-Cano 1 sur., 2024;

Roy i sur., 2020; Ushio i sur., 2018; Yachi i Loreau, 1999).

Eksperimenti u kontroliranim laboratorijskim uvjetima pruzaju vazne uvide u bihevioristicke
odgovore na zagadivala. Dobiveni podaci ¢esto se mogu povezati s procesima na razini
populacija 1 ekosustava. Na primjer, istrazivanja su pokazala da laboratorijski podaci o
ponaSanju, poput odvaznosti ili aktivnosti, Cesto predvidaju odgovaraju¢e promjene u
prirodnim uvjetima (D. N. Fisher i sur., 2015). Medutim, povremena neuskladenost izmedu
laboratorijskih 1 terenskih rezultata naglasava potrebu za integracijom laboratorijskih,
poluterenskih 1 terenskih istrazivanja kako bi se bolje razumjeli ucinci zagadivala na

ponaSanje (Bownik i Wlodkowic, 2021; Buskey i sur., 1996; Heugens i sur., 2001).

2.2. Gujavice (Lumbricidae) i vodenbuhe (Daphniidae) u ekotoksikoloSkim
istraZivanjima

Ekotoksikoloska istrazivanja Cesto koriste modelne organizme za procjenu ucinaka zagadivala
na ekosustave, a gujavice (Lumbricidae) i vodenbuhe (Daphniidae) predstavljaju kljuc¢ne
skupine organizama. Zbog svoje osjetljivosti na zagadivala i lako¢e manipulacije u
laboratorijskim uvjetima, ovi organizmi pruzaju vazne informacije o toksi¢nosti kemijskih
spojeva u terestrickim 1 akvatickim ekosustavima (ISO, 2008, 2023; OECD, 1984, 2004,
2012).
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2.2.1. Gujavice (Lumbricidae) u ekotoksikoloSkim istrazivanjima

Gujavice (Oligochaeta, Lumbricidae) su stanovnici tla koji svojom aktivnoS¢u znacajno
doprinose ocuvanju strukture i plodnosti tla u razlicitim ekosustavima, ukljucujuéi Sume,
travnjake i poljoprivredne povrSine (Edwards, 2004; Edwards i Arancon, 2022). Njihovo
kopanje 1 kretanje kroz tlo utjeCe na fizicke karakteristike tla, kemijski sastav i kruzenje
nutrijenata, $to posljedicno utjeCe na sastav zajednica i dinamiku populacija drugih vrsta.
Zbog toga se gujavice ¢esto nazivaju ,,inZenjerima ekosustava” (Jones i sur., 1994). Njihovo
kretanje i ponasanje uvjetovano je trima glavnim ¢imbenicima: ekoloskom kategorijom kojoj
pripadaju, abiotickim €imbenicima i biotickim interakcijama. S obzirom na ekoloSku niSu,
gujavice se dijele u tri glavne skupine: epigejne, endogejne i aneci¢ne vrste (Bouche, 1972,
1977). Epigejne vrste, poput Eisenia fetida 1 Dendrobaena veneta, nalaze se iznad mineralnog
sloja tla, ispod biljnih ostataka, te se hrane na povrSini tla bez kopanja tunela. Aneci¢ne i
endogejne vrste, poput Lumbricus terrestris 1 Aporrectodea caliginosa, prodiru dublje u tlo i
stvaraju slozene sustave hodnika. Aneci¢ne vrste zive u trajnim okomitim tunelima, dok
endogejne vrste formiraju horizontalne, privremene tunele u gornjim slojevima tla, gdje se
hrane tlom viSe ili manje obogac¢enim organskom tvari (Hackenberger Kutuzovi¢ i sur., 2015;
Keith 1 Robinson, 2012). Uz ekoloske znacajke vrste, abioticki ¢imbenici kao §to su vlaZznost
tla, dostupnost organske tvari, gustoca tla, temperatura i svjetlost takoder znacajno utjecu na
prisutnost i aktivnost gujavica u tlu. Vlaznost tla, odnosno koli¢ina bioloski dostupne vode,
primjerice, klju¢na je za rasprostranjenost vecine vrsta gujavica bududi kako gujavice diSu
¢itavom povrSinom koZe, koja mora biti vlazna za ucinkovitu izmjenu plinova (Lavelle 1
Spain, 2001). Kada su uvjeti nepovoljni, poput prevelike ili preniske vlaznosti, gujavice
pokazuju prilagodbe kao Sto su dijapauza ili uvijanje tijela (Holmstrup, 2001; Perreault i
Whalen, 2006). Temperatura tla takoder utjece na aktivnost gujavica. Epigejne vrste izlozene
su ve¢im temperaturnim promjenama, dok aneci¢ne vrste migriraju u dublje slojeve tla, kako
bi izbjegle temperaturne ekstreme (Lavelle 1 Spain, 2001). Koli¢ina i1 kakvoca organske tvari
kao izvora hranjivih tvari takoder potic¢e kretanje gujavica, osobito kod endogejnih vrsta koje
kopanjem traze mjesta povecane koncentracije organske tvari u tlu (Felten i Emmerling,
2009). Gustoca, odnosno rahlost tla takoder utjece na aktivnost gujavica, pri ¢emu povecanje
gustoce tla (smanjenje volumnog udjela pora u tlu) smanjuje njihovu aktivnost, ali i biomasu
(Arrazola-Vasquez i sur., 2022; Sochtig i Larink, 1992). Svjetlost takoder utjece na ponasanje
vrsta koje se hrane ili Zive blizu povrsine tla, poput aneci¢nih gujavica koje nocu izlaze na

povrsinu u potrazi za hranom (Nuutinen i sur., 2014). Gujavice detektiraju svjetlost pomocu
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vidnih stanica rasporedenih po Citavom tijelu, pri cemu kakvoca i koli¢ina svjetlosti regulira
njihov dnevno-no¢ni ritam aktivnosti, koji ¢e prekinuti samo u uvjetima gladovanja (Sandhu i
sur., 2018). Osim abiotickih ¢imbenika, na ponaSanje i aktivnost gujavica utjecu i bioticki
¢imbenici poput strategija hranjenja, razmnozavanja, razvojnog stadija i interakcija izmedu
vrsta. Na primjer, L. terrestris redovito izlazi na povrSinu u potrazi za hranom i moze prijeci
do 19 m u jednoj no¢i (Mather 1 Christensen, 1988), dok A. caliginosa ostaje u gornjim

slojevima tla i hrani se izravno iz tla (Felten i Emmerling, 2009).

Zbog stalnog kontakta s tlom, kako putem koze tako i putem probavnog sustava, gujavice su
osjetljive na prisutnost zagadivala u tlu te se smatraju indikatorima stanja u okolisu (Spurgeon
1 sur., 2000). KoriStenje gujavica u ekotoksikoloSkim istrazivanjima omogucuje procjenu
letalnih i subletalnih uc¢inaka zagadivala na terestricke organizme i zdravlje tla (Friind 1 sur.,

2011).

Uz prethodno navedene abioticke 1 bioticke ¢imbenike, prisutnost kemijskih zagadivala u tlu
takoder utjece na aktivnost i ponasanje gujavica (Capowiez i sur., 2003; Roeben i sur., 2020).
Buduc¢i da su zagadivala Cesto prisutna u koncentracijama koje ne uzrokuju smrt organizama,
u procjeni rizika za okoli§ (eng. environmental risk assessment) sve je veéi fokus na
biomarkerima izloZenosti subletalnim koncentracijama zagadivala. Biomarkeri su definirani
kao bioloski odgovori (biokemijski, stani¢ni, fizioloski, populacijski i dr.) koji omogucuju
procjenu izlozenosti toksi¢nim spojevima (Peakall, 1994; Vasseur 1 sur., 2021; Walker 1 sur.,
2012). Zbog brojnih vaznih uloga u tlu i utvrdene osjetljivosti na prisutnost relativno niskih
koncentracija zagadivala, gujavice se smatraju indikatorima stanja okoliSa 1 koriste se u
standardnim ekotoksikoloskim testovima prema smjernicama OECD-a i ISO-a. Najcesce
koriSteni biomarkeri izloZenosti su promjene u aktivnosti pojedinih enzima (npr. AChE, SOD,
CAT 1 dr.), smrtnost, promjene u reproduktivnom uspjehu, dinamici rasta i sl. uslijed
izlozenosti zagadivalu. IstraZivanja su pokazala kako izloZenost gujavica teSkim metalima,
poput olova i kadmija, znacajno smanjuje reproduktivnu sposobnost, uzrokuje oksidativni
stres te inhibira aktivnost gujavica, Sto posljedicno ima izrazito nepovoljne ucinke na

cjelokupni ekoloski sustav (Yadav i sur., 2023).
2.2.1.1. Gujavice i procjena ucinaka pesticida

Pesticidi u poljoprivredi predstavljaju glavni izvor zagadenja tla (FAO 1 UNEP, 2021).
Gujavice su vazan bioindikator u procjeni ucinaka pesticida na razli¢itim ekoloSkim razinama.

One omogucuju procjenu ucinaka na razini jedinki, populacija i ekoloskih sustava. Analiza
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biomarkera u gujavica, poput enzimske aktivnosti, genotoksi¢nosti i oksidativnog stresa,
omogucuje razumijevanje toksi¢nih ucinaka na jedinke. Promjene u ovim biomarkerima
ukazuju na Stetne ucinke pesticida na gujavice, a koje se ocituju kroz oSte¢enja DNA i
inhibiciju enzima odgovornih za detoksikaciju. Na primjer, enzimi poput AChE 1 GST c¢esto
se koriste za procjenu neurotoksic¢nih i detoksikacijskih u¢inaka pesticida. Organofosfatni 1
karbamatni pesticidi inhibiraju aktivnost AChE, klju¢nog enzima za prijenos Ziv€anih
impulsa. Studije su pokazale da izlaganje organofosfatima, poput dimetoata, moze znacajno
smanjiti aktivnost AChE kod vrste E. fetida, Sto uzrokuje neurotoksi¢nost i smanjenu
pokretljivost (Miglani 1 Bisht, 2019). GST ima vaznu ulogu u detoksikaciji pesticida.
Istrazivanja su pokazala da izloZenost pesticidima povecava aktivnost GST-a kao odgovor na
oksidativni stres, §to moze dovesti do iscrpljivanja rezervi glutationa i oStecenja stanica
(Tiwari 1 sur., 2016). U opseznom istrazivanju koje je ukljucivalo 45 pesticida iz razlicitih
kemijskih skupina, Wang i sur. (2012) utvrdili su izrazito visok stupanj toksi¢nosti (LC50 nize
od 10 pg/cm?) nekih pesticida, poput klotianidina i fenpiroksimata, dok su herbicidi poput
glifosata pokazali relativno nisku toksi¢nost. Istrazivanje je takoder otkrilo razlike u
toksi¢nosti izmedu razli¢itih skupina pesticida, pri ¢emu je najveca toksi¢nost utvrdena za
insekticide 1 fungicide, opcenito. Pesticidi takoder induciraju oksidativni stres kod gujavica,
Sto dovodi do stvaranja reaktivnih kisikovih vrsta (ROS). Ove molekule uzrokuju lipidnu
peroksidaciju, oSteCenja DNA 1 proteina, $to moZe smanjiti prezivljavanje gujavica u
kontaminiranom tlu. Studije su pokazale da katalaza (CAT) i superoksid dismutaza (SOD),
klju¢ni enzimi u obrani od oksidativnog stresa, pokazuju povecanu aktivnost kao odgovor na

izloZenost pesticidima (Pelosi i sur., 2014).

Gujavice se takoder koriste za pracenje ucinaka pesticida na razini populacije kroz analizu
reproduktivne uspjesnosti, rasta i prezivljavanja. Smanjenje broja jedinki, smanjena plodnost
ili povetana stopa smrtnosti ukazuju na potencijalne ekoloske rizike koje pesticidi
predstavljaju za populaciju gujavica (Miglani 1 Bisht, 2019). Pawar 1 Shahezad (2013) utvrdili
su kako nize koncentracije organofosfatnog insekticida klorpirifosa pokazuju slabiji u¢inak na
rast gujavica tijekom 7 i 14 dana, no znacajno inhibiraju rast pri duljoj izloZenosti (dulje od 14
dana). Booth i O’Halloran (2001) utvrdili su znac¢ajno smanjenje stope rasta jedinki vrste
Aporrectodea caliginosa pri izlozenosti dvama organofosfatima, diazinonu 1 klorpirifosu, pri
koncentracijama od 28 i 60 kg/ha. Malation, takoder organofosfat, znaCajno utjeCe na
smanjenje tjelesne mase i ima negativan utjecaj na muske reproduktivne organe, ukljucujuci

promjene u stanicnoj proliferaciji 1 strukturi DNA spermatogonija kod gujavica
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(Espinoza-Navarro i Bustos-Obregon, 2005). Broj spermija takoder se pokazao osjetljivim
markerom izloZenosti. Smanjenje broja spermija utvrdeno je kao posljedica izloZenosti
malationu, no njegovi metaboliti takoder mogu utjecati na kvalitetu spermija
(Espinoza-Navarro 1 Bustos-Obregon, 2005). Rajashree 1 Reddy (2014) utvrdili su toksi¢ne
uc¢inke metil-parationa i1 forata na gujavice, koje se ocituju kroz progresivne simptome
toksicnosti poput uvijanja, prekomjernog lucenja sluzi, tromih pokreta, oticanja klitela,

degenerativnih promjena u zivéanom sustavu i gubitka pigmentacije.

Na razini ekosustava, gujavice sluze kao pokazatelji opéeg zdravlja tla, jer one imaju vaznu
ulogu u razgradnji organske tvari i stvaranju humusa (Edwards i Arancon, 2022). Gubitak
bioloske aktivnosti u tlu zbog pesticida moze se pratiti kroz smanjenje aktivnosti gujavica i
promjene u strukturi populacije koje na kraju utjecu na cijeli ekosustav tla, uklju¢ujuci druge
organizme ovisne o procesima razgradnje tla (Beaumelle i sur., 2021, 2023). IstraZivanje
provedeno u Francuskoj na uzorcima tla iz podrucja na kojima je poljoprivreda dominantna
aktivnost pokazalo je prisutnost barem jednog pesticida u svim analiziranim uzorcima tla (n =
180) te u 92% analiziranih gujavica (n = 155), ¢ak 1 u staniStima koja nisu izravno tretirana
pesticidima, poput Zivica, travnjaka i usjeva pod ekoloskim uzgojem. Zagadenje mjeSavinama
barem jednog insekticida, herbicida i fungicida zabiljezena je u 90% uzoraka tla i 54%
analiziranih gujavica, €esto u koncentracijama koje predstavljaju ozbiljan rizik za gujavice 1
Citave zajednice organizama tla (Pelosi i sur., 2021). IzvjeS¢a Europske agencije za sigurnost
hrane (EFSA) istaknula su potrebu za prosirenjem ekoloske procjene rizika od pesticida, s
ve¢im naglaskom na utjecaje kemikalija na bioraznolikost u stvarnim terenskim uvjetima
(Axelman 1 sur., 2024). Istrazivanje Amossé 1 sur. (2020) provedeno je u okolisu tijekom 24
mjeseca, a ispitalo je ucinke dviju komercijalnih formulacija fungicida na zajednice gujavice,
pri pojedina¢nim tretmanima i u primjenom mjeSavina fungicida. Rezultati su pokazali
znacajno smanjenje bioraznolikosti vrsta, brojnosti i biomase gujavica nakon tretmana
visokim dozama jednog od fungicida, gdje je zabiljezeno smanjenje Shannonovog indeksa
raznolikosti na 54% u odnosu na kontrolu tijekom prvih 18 mjeseci pokusa. Sli¢no tome,
kombinirani tretmani preporucenim dozama oba fungicida uzrokovali su pad indeksa
raznolikosti na 68% kontrole u prvih Sest mjeseci. Medu vrstama gujavica, Lumbricus
terrestris, Aporrectodea caliginosa, Aporrectodea giardi, Aporrectodea longa 1 Allolobophora
chlorotica bile su najosjetljivije na prisutnost fungicida, Sto ukazuje na varijabilnu otpornost
medu vrstama. Ovo istraZivanje ne samo da je pruzilo vrijedne uvide u ekotoksikoloske

ucinke fungicida na razini zajednica i njihove sposobnosti oporavka, ve¢ je i ukazalo na
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metodoloske slabosti u smjernicama za odredivanje ucinaka pesticida u terenskim uvjetima.
Posebno su naglaseni izazovi u vezi s koncentracijama fungicida u tlu i statistickom obradom
podataka, Sto ukazuje na potrebu za daljnjim unapredenjem ovih procjena kako bi se osigurala

veca preciznost 1 relevantnost rezultata.
2.2.1.2. Izbjegavanje kontaminiranih podrudja kao bihevioristicki biomarker

PonaSanje izbjegavanja jedna je od Cesto proucavanih reakcija na subletalne koncentracije
zagadivala, a test izbjegavanja danas je standardizirani dio ekotoksikoloskih istrazivanja (ISO,
2008). Bihevioristicki testovi, poput izbjegavanja kontaminiranih podrucja, omogucuju
procjenu subletalnih u¢inaka zagadivala (Hund-Rinke i Wiechering, 2001). Test izbjegavanja
provodi se u posudama s odjeljcima za kontrolno i zagadeno tlo, omogucujuc¢i migraciju
organizama 1 kvantifikaciju izbjegavanja zagadivala (ISO, 2008). Ova metoda je brza,
osjetljiva 1 jednostavna za izvedbu. Garcia i sur. (2008) istrazili su utjecaj triju pesticida
(benomil, karbendazim i lambda-cyhalothrin) na ponaSanje izbjegavanja gujavica vrste E.
fetida u laboratorijskim uvjetima, simuliraju¢i umjerene i tropske uvjete. U istrazivanju je
koristeno nekoliko razli¢itih tipova tala. Jedan od ciljeva bio je usporediti osjetljivost testova
izbjegavanja s akutnim i kroni¢nim testovima toksi¢nosti. Gujavice su bile izlozene sedam
razli¢itih koncentracija pesticida kroz 48 sati, a biljezeno je njihovo kretanje izmedu
akutnog testa, a rezultati testa izbjegavanja su u velikoj mjeri usporedivi s rezultatima
kroni¢nih testova. Intenzitet izbjegavanja zagadenog tla ovisio je o tipu tla, okoliSnim
uvjetima (npr. temperatura i pH tla) i testiranom pesticidu. Temeljem rezultata istrazivanja,
test izbjegavanja preporucen je kao brza i u¢inkovita metoda za preliminarne procjene rizika
pesticida. Sli¢an zakljucak donesen je i na temelju istrazivanja izbjegavanja prirodnog tla
porijeklom s visoravni u Kolumbiji, u kojem je ispitano izbjegavanje medija zagadenog
karbofuranom, klorpirifosom, mankozebom i metamidofosom (Garcia-Santos i1 Keller-Forrer,
2011). Jednoznacan doza-odgovor tip odgovora izbjegavanja utvrden je za klorpirifos i
karbofuran, pri ¢emu je koncentracija koja je uzrokovala 50% izbjegavanja (AC50) iznosila
34,16 mg/kg klorpirofsa 1 15,05 mg/kg karbofurana, dok u sluc¢aju preostala dva ispitana
pesticida AC50 nije bilo moguce odrediti. Testovi provedeni na terenu potvrdili su rezultate
dobivene u laboratoriju za klorpirifos i mankozeb, dok su razlike zabiljezene za karbofuran i
metamidofos, §to se moze pripisati razli¢itim uvjetima tla i temperature. Ovo istrazivanje
naglasilo je vaznost prilagodbe testova lokalnim uvjetima tla i okoliSa te preporucuje

provodenje daljnjih studija kako bi se unaprijedilo razumijevanje subletalnih u¢inaka pesticida
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u tropskim predjelima. Test izbjegavanja cCesto se Kkoristi u kombinaciji s drugim
ekotoksikoloskim metodama, poput testova akutne i reproduktivne toksi¢nosti, kako bi se
pruzila sveobuhvatna procjena ucinaka zagadivala na organizme i funkcionalnost ekosustava.
Tako su, primjerice, Wang 1 sur. (2019) istrazili ucinke neonikotinoidnog insekticida
imidakloprida na gujavice (E. fetida) kroz niz testova, ukljuujuéi akutnu toksi¢nost, test
izbjegavanja, reproduktivnu toksi¢nost, aktivnosti detoksifikacijskih enzima i analizu
ekspresije gena. Cilj istrazivanja bio je obuhvatiti viSerazinske ekotoksikoloske ucinke ovog
pesticida na gujavice 1 identificirati osjetljive biomarkere za procjenu rizika. LC50 vrijednost
za 14 dana bila je 2,26 mg/kg suhog tla, Sto IMI klasificira kao umjereno toksi¢an za gujavice.
Mortalitet je bio povezan s koncentracijom 1 duljinom izlaganja. ACS50 vrijednost
(koncentracija koja inducira 50% izbjegavanja) iznosila je 1,34 mg/kg nakon 48 sati. EC50
vrijednost za reprodukciju (broj juvenilnih jedinki) iznosila je 0,87 mg/kg za 56 dana
izlaganja. Rast i reprodukcija gujavica pokazali su opadajuci trend s porastom koncentracije
IMI-a, uz znaCajnu inhibiciju u tretmanima s visokim koncentracijama. Aktivnosti
karboksilesteraze (CarE) i glutation-S-transferaze (GST) bile su narusene. CarE je bio
Geni povezani s reprodukcijom (annetocin), zaStitnim funkcijama (calreticulin 1 hsp70), i
detoksifikacijom (gst) pokazali su znacajne promjene ekspresije ovisno o koncentraciji i
vremenu izlaganja. Ovo istrazivanje potvrdilo je viSestruke Stetne u€inke imidakloprida na
gujavice, pri ¢emu je reprodukcija identificirana kao najosjetljivija krajnja tocka. Test
izbjegavanja istaknuo se kao brz i ucinkovit alat za rano otkrivanje zagadenja, dok su
molekularni biomarkeri pruZili dublje razumijevanje toksi¢nih mehanizama. Ovi rezultati
naglaSavaju potrebu za integriranim pristupom u procjeni rizika pesticida kako bi se zastitile
neciljane vrste 1 osigurao odrzivi razvoj tla. Yadav i sur. (2020) istrazilo je ucinke dvaju
pesticida, klorpirifosa (organofosfat) 1 karbofurana (karbamat), na gujavice vrste E. fetida
kroz analizu morfoloskih, bihevioristi¢kih i biokemijskih biomarkera. Proveden je standardni
test kontaktne toksi¢nosti na filter papiru te test izbjegavanja. Utvrdeno je znacajno
izbjegavanje pesticidima zagadenih tala cak i pri niskim koncentracijama klorpirifosa (0,13%)
1 karbofurana (2,57%), Sto ukazuje na sposobnosti detekcije i1 izbjegavanja toksicnih tvari u
tlu. Glede morfoliskih promjena, izloZzenost pesticidima izazvala je abnormalne simptome
poput prekomjernog izlucivanja sluzi, gubitka pigmentacije, deformacija tijela, oStecenja
kliteluma 1 osStecenja kolutica. Ti simptomi bili su izrazeniji kod gujavica izlozenih
klorpirifosu. Takoder su zabiljeZeni smanjenje aktivnosti 1 usporeni pokreti pri niZim
koncentracijama oba pesticida, dok su viSe koncentracije klorpirifosa izazvale nemir i trzajuce
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pokrete. Kod karbofurana je primije¢eno intenzivno uvijanje tijela kao reakcija na prisutnost
zagadivala. Aktivnost AChE smanjivala se ovisno o koncentraciji i vremenu izloZenosti, pri
¢emu je snaznija inhibicija AChE utvrdena pri izloZenosti klorpirifosu. Test izbjegavanja se
istaknuo kao osjetljiva metoda za otkrivanje subletalnih u¢inaka pesticida, dok je inhibicija
aktivnosti AChE utvrdena kao klju¢ni biomarker neurotoksi¢nosti ovih pesticida, pruzajuci

vrijedne podatke za procjenu rizika i upravljanje kontaminacijom tla.

2.2.2. Vodenbuhe (Daphniidae) u ekotoksikoloSkim istrazivanjima

Vodenbuhe, mali planktonski rakovi, a posebno D. magna, Cesto se koriste kao modelni
organizmi u ekotoksikoloSkim istrazivanjima akvatickih ekosustava zbog svoje osjetljivosti na
zagadivala i ekoloske vaznosti (Abdullahi i sur., 2022; Ebert, 2022; Persoone i sur., 2009).
Zbog svoje Siroke rasprostranjenosti i osjetljivosti na kemikalije, vodenbuhe su idealni
modelni organizmi za procjenu toksi¢nosti zagadivala poput pesticida (Erickson i sur., 2014),
teskih metala (Qin 1 sur., 2024), nanocestica (Reilly i sur., 2023) i mikroplastike (Yin i sur.,
2023).

Test akutne toksi¢nosti s vodenbuhama (D. magna) jedan je od najcescée koriStenih bioeseja za
procjenu toksi¢nosti kemikalija 1 kontaminiranih voda. Njegova popularnost temelji se na
Sirokoj rasprostranjenosti D. magna u prirodi, njthovom kratkom zivotnom ciklusu i relativno
jednostavnom uzgoju u laboratorijskim uvjetima. Tijekom desetlje¢a, razvijeni su
standardizirani protokoli koji su odobreni na nacionalnoj i medunarodnoj razini, ¢ime je ovaj
tip testa postao klju€an u regulatornim okvirima za procjenu rizika (Persoone i sur., 2009).
OECD standardi koriste vodenbuhe za procjenu toksi¢nosti u vodi, ukljucujuéi testove
pokretljivosti (OECD, 2004) i razmnoZzavanja (OECD, 2012). Tradicionalni testovi zahtijevaju
odrzavanje stabilnih kultura D. magna u laboratorijima, Sto moze biti skupo i logisticki
zahtjevno. Kako bi se zaobiSli ti izazovi, razvijeni su tzv. mikrobiotestovi koji koriste
dormantna jaja (ephippia). Ova metoda omogucéuje dugotrajno skladiStenje jaja, koja se mogu
izlegnuti prema potrebi za izvodenje testova. Mikrobiotestovi, poput Daphtoxkit F magna,
pokazali su usporedivu osjetljivost 1 preciznost u odnosu na tradicionalne testove, uz
smanjenje troSkova 1 logistickih izazova vezanih uz odrzavanje kultura (Persoone i sur.,
2009). Upotreba mikrobiotestova ne samo da je smanjila potrebu za odrzavanjem kultura, ve¢
je 1 povecala dostupnost metoda za istrazivanja i pracenje toksiCnosti diljem svijeta. Ova
tehnologija postala je klju¢na za istrazivanja ekotoksi¢nosti u laboratorijima koji nemaju
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resurse za uzgoj organizama tijekom cijele godine, ¢ime doprinosi globalnom standardiziranju

1 Sirenju ekotoksikoloskih istrazivanja.

Abdullahi 1 sur. (2022) predlaZzu inovativan trostupanjski okvir koji koristi D. magna kao
sentinel vrstu za procjenu opasnosti kemijskih mjeSavina iz stvarnog okolisa i identifikaciju
kljuénih molekularnih dogadaja (eng. putative molecular key events, mKEs) povezanih s
toksi¢noS¢u. Ovaj okvir omogucuje povezivanje toksicnih ucinaka izmedu razli¢itih vrsta
putem funkcionalno konzerviranih mreza gena i metabolita, Sto vodi prema in vivo i in vitro
validacijama toksi¢nih ucinaka u ljudskim modelima. Prva razina okvira ukljucuje
netargetiranu analizu kemijskih "otisaka" mjeSavina i bioloskih odgovora pomoéu omics
tehnologija, poput transkriptomike 1 metabolomike. Nakon izlaganja vodenbuha mjeSavinama,
prikupljaju se uzorci tkiva za mjerenje promjena ekspresije gena i metabolita, Sto omogucuje
detekciju potencijalno toksicnih komponenti. Druga razina identificira mKEs povezanih s
toksi¢nim ucéincima komponenti mjesavina zagadivala. Treca razina povezuje identificirane
bioaktivne komponente s molekularnim ucincima i1 omogucuje validaciju rezultata u ljudskim
1 drugim modelima. Integracijom podataka o bioaktivnim komponentama mjeSavina i mKEs
identificiranih kroz molekularne analize, predlozeni okvir omoguéuje sveobuhvatno
razumijevanje povezanosti izmedu kemijskih zagadivaca i njihovih bioloskih uc¢inaka. Ovakav
pristup doprinosi preciznijem prepoznavanju toksi¢nih spojeva i mehanizama djelovanja, Sto

predstavlja znacajan napredak u procjeni rizika i upravljanju kemijskim zagadenjem okolisa.

Reproduktivni biomarkeri vazan su element u procjeni subletalnih ucinaka zagadivala
(OECD, 2012). Pri povoljnim okolisSnim uvjetima, koji ukljuuju optimalni raspon
temperature (18-22 °C), pH (6-9) i zasienost otopljenim kisikom (>6 mg L),
razmnozavanje vrsta iz roda Daphnia je partenogenetsko (Ebert, 2005). Partenogeneza je
oblik nespolnog razmnozavanja (Ebert, 2005) (prema nekim autorima nepotpuni oblik
spolnog razmnoZzavanja (Boyden, 1950)) u kojem se iz neoplodene jajne stanice razvija nova
jedinka. Uslijed ovog oblika razmnozavanja nastaju genetski identi¢ni klonovi roditeljske
jedinke (majke). Proces partenogeneze se nastavlja dok okolis$ni uvjeti podrzavaju rast jedinki
1 njihovo razmnozavanje. Medutim, pod stresnim uvjetima, kao §to su prekomjerna gustoca
populacije, nedostatak hrane, izloZenost zagadivalima ili promjene u abiotickim ¢imbenicima
poput temperature i pH, razmnozavanje vodenbuha mijenja se u spolno. Spolno
razmnozavanje kod vodenbuha ukljucuje proizvodnju efipija, ili dormantnih jaja, koja mogu
prezivjeti u sedimentu dugi niz godina. Ova jaja sluze kao zastitni mehanizam, omogucujuci
opstanak populacije uslijed nepovoljnih uvjeta i ponovnu aktivaciju uslijed ponovnog
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nastupanja povoljnih uvjeta. Ova prilagodba ne samo da osigurava dugorocni opstanak
populacije nego i predstavlja osjetljiv biomarker za procjenu stresa uzrokovanog zagadivalima
(Reilly i sur., 2023). Izlozenost zagadivalima, poput teskih metala, pesticida ili farmaceutika,
moze poremetiti ravnotezu izmedu partenogeneze i spolnog razmnozavanja. Takvi ucinci
pruzaju uvid u mehanizme toksi¢nosti 1 omogucuju precizniju procjenu rizika za populacije u
prirodi. Promjena u reproduktivnoj strategiji, kao §to je povecana proizvodnja efipija, ukazuje
na subletalne ucinke zagadivala koji se mozda ne bi mogli detektirati drugim metodama.
Omjer izmedu zastupljenosti partneogenetskog 1 spolnog razmnozavanja moguce je odrediti
analizom strukture populacije 1 prebrojavanjem efipija. Takoder, genetske analize mogu
pomod¢i u utvrdivanju omjera izmedu potomaka nastalih iz partenogenetskog i spolnog
reproduktivnog ciklusa, dok analiza transkriptoma omogucéuje odredivanje omjera Zenki
ukljucenih u partenogenetski 1 spolni nafin razmnoZzavanja. Navedene tehnike omogucuju
procjenu stupnja zastupljenosti partenogeneze u populaciji. Ukljucivanjem reproduktivnih
biomarkera u ekotoksikoloska istraZivanja, moguce je bolje razumjeti utjecaj zagadivala na
populacije i ekosustave te unaprijediti strategije upravljanja i o¢uvanja okolisa. Zahvaljuju¢i
prilagodljivosti glede reproduktive strategije, D. magna, ostaje klju¢ni modelni organizam u
ovim procjenama, povezuju¢i molekularne odgovore s promjenama na populacijskoj razini

(Ebert, 2022; Persoone i sur., 2009; Reilly i sur., 2023).

Primjerice, Dang 1 sur. (2012) istrazili su primjenu 21-dnevnog testa razmnoZavanja s vrstom
D. magna za identifikaciju i procjenu rizika endokrinih disruptora. Test, koji je kljucan u
OECD-ovom konceptualnom okviru za testiranje toksi¢nosti, procjenjuje viSe apikalnih
krajnjih tocaka, ukljuuju¢i prezivljavanje, rast, presvlacenje, spolnu zrelost, broj
reproduktivnih ciklusa, ukupni broj potomaka i omjer spolova. Analiza 135 studija koje su
ukljucivale 86 kemikalija s razli¢itim mehanizmima djelovanja pokazala je da vec¢ina krajnjih
tocaka nije specificna za endokrine disruptore, osim omjera spolova, koji je povezan s
juvenilnim hormonima i njithovim mimeticima. Utvrdeno je da je osjetljivost omjera spolova
niza od osjetljivosti ukupnog broja potomaka, Sto ukazuje na ogranienja u detekciji ucinaka
endokrinih distruptora. Rezultati su takoder pokazali varijabilnost u ucincima medu
laboratorijima, osobito za odredene kemikalije poput bisfenola A i 3,5-diklorofenola. Autori
zakljuCuju da sam 21-dnevni test s D. magna nije dovoljan za identifikaciju endokrinih
disruptora, ali je vazan za odredivanje NOEC (koncentracije bez opazenih u¢inaka) u procjeni

rizika za okoli§. Preporucuju integrirani pristup koji ukljucuje testove na drugim vrstama, in
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vitro testove 1 QSAR analize kako bi se poboljsala identifikacija i regulacija endokrinih

disruptora.

Biokemijski biomarkeri, poput aktivnosti AChE, glutation-S-transferaze (GST) 1 CAT, klju¢ni
su alati u ekotoksikologiji jer omogucuju rano otkrivanje subletalnih ucinaka zagadivala na
organizme, pruzaju¢i uvid u mehanizme toksi¢nosti na molekularnoj i stani¢noj razini. Jemec
1 sur. (2007) istrazili su primjenjivost AChE 1 GST kao biomarkera u standardnim akutnim
testovima toksi¢nosti na D. magna pri izlaganju kromu, kadmiju i diazinonu. Rezultati su
pokazali da se promjene aktivnosti enzima nisu dosljedno povezivale s imobilizacijom
organizama, $to ogranicava upotrebu ovih biomarkera kao rutinskih alata u akutnim testovima
toksi¢nosti. Povecana aktivnost AChE u prisutnosti kadmija sugerirala je hormeticki ucinak,
dok diazinon nije pokazao znacajne promjene aktivnosti AChE ili GST pri testiranim
koncentracijama. Kasnije istrazivanje ove istrazivacke grupe nadovezuje se na ovu temu,
analiziraju¢i intrinzi¢na svojstva biomarkera, katalaze (CAT), GST i kolinesteraze (ChE), u D.
magna 1 kopnenog raka Porcellio scaber (Jemec 1 sur., 2010). Autori isticu kako, iako su
biokemijski biomarkeri obecavaju¢i za identificiranje mehanizama toksi¢nosti, njihova
osjetljivost 1 povezanost s ufincima na razini organizma variraju ovisno o vrsti kemikalije,
trajanju izlaganja i testiranim vrstama. Rad zakljucuje da je upotreba ovih biomarkera moguca
u detekciji opasnosti, dok njihova primjena za karakterizaciju rizika zahtijeva dodatnu
standardizaciju i validaciju. Zajednicki doprinos ovih radova jest prepoznavanje ogranicenja i
potencijala biokemijskih biomarkera u ekotoksikoloskim studijama te poziv na integraciju
novih tehnologija, poput ,,omics* pristupa, za unaprjedenje procjena rizika u okolisu. ,,Omics*
pristup u biologiji 1 ekotoksikologiji odnosi se na analizu kompleksnih bioloskih sustava na
molekularnoj razini, koriste¢i visokoproto¢ne tehnologije za proucavanje genoma,
transkriptoma, proteoma, metaboloma i drugih ,,-oma* (Prat i Degli-Esposti, 2019). Primjena
,,omics® pristupa u ekotoksikologiji omogucuje rano otkrivanje biomarkera toksi¢nosti, pruza
uvid u mehanizme djelovanja zagadivala te povezuje molekularne promjene s ucincima na
razini organizama, populacija 1 ekosustava. Ovaj integrativni alat postaje kljuCan za

razumijevanje 1 upravljanje rizicima u okoliSu (Ebner, 2021; Zhang i sur., 2018).

2.2.2.1. Vodenbuhe i procjena ucinaka pesticida

Prekomjerna upotreba pesticida, uklju¢uju¢i herbicide, fungicide i insekticide, znacajno
doprinosi kontaminaciji tla i voda, uzrokuju¢i neZeljene posljedice na okoli§ - od razine
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organizma do razine Citavih ekosustava (Liess 1 Schulz, 1999; Zaller i Briihl, 2019). Pesticidi
koriSteni u poljoprivrednim sustavima cesto dospijevaju u povrsinske vode putem otjecanja
uzrokovanog kiSom, prskanja ili prijenosa sedimenta, ¢ime ugrozavaju neciljne vodene
organizme (Schulz, 2004; Racke, 2003). Procjena uc¢inaka pesticida na D. magna ukljucuje
akutne testove koji omogucuju brzo otkrivanje neposrednih ucinaka i subkroni¢ne testove koji
otkrivaju dugorocne posljedice, poput reproduktivnih poremecaja ili kumulativne toksi¢nosti
(Dang i sur., 2012; OECD, 2004, 2012; Persoone i sur., 2009). Koristenje ovih testova kljuc je
za razumijevanje rizika pesticida za akvaticne ekosustave i1 razvoj ucinkovitih strategija

upravljanja zagadenjem.

Istrazivanja daju uvid u razli¢ite odgovore ovih organizama na Sirok spektar pesticida. U
istrazivanju Matsumoto i sur. (2009), procijenjena je akutna i subkroni¢na toksi¢nost trideset
kemikalija, ukljucujuéi insekticide, fungicide i herbicide. Akutnim testovima toksi¢nosti
otkrivena je visoka toksi¢nost insekticida. Nasuprot tome, vecina testiranih herbicida i
fungicida pokazala je niZzu toksi¢nost. Medutim, odredene kemikalije poput klornitrofena i
fenitrotiona pokazale su sporodjelujuce toksi¢ne ucinke koji su postajali izrazeniji nakon
duzeg perioda izlaganja, ukazuju¢i na potencijalne subkroni¢ne rizike. Znacajan utjecaj na
razmnizavanje zabiljeZen je u dugorocnijim testovima, sugeriraju¢i da neke kemikalije mogu
djelovati kao endokrini disruptori. Razina toksi¢nosti pesticida ne ovisi samo o skupini
pesticida, ve¢ 1 o generaciji spojeva. Tako su, primjerice, Mokry 1 Hoagland (1990) usporedili
akutnu toksi¢nost pet sintetickih piretroida novije generacije i permetrina, prvog komercijalno
dostupnog piretroida. Za piretroide novije generacije utvrden je snazniji toksi¢ni uéinak u
vidu nizih LC50 vrijednosti u usporedbi s permetrinom. Otkriveno je kako su piretroidi poput
tralometrina i ciflutrina posebno toksi¢ni, Sto ukazuje na povecanu biolosku aktivnost uslijed
strukturnih modifikacija koje poboljSavaju stabilnost i toksi¢nost tih spojeva. Nepovoljni
ucinak pesticida odrazava se kroz izbjegavanje zagadenih podrucja. Pesticidi fipronil i
herbicid 2,4-D utjeCu na ponaSanje izbjegavanja i osobine zivotnog ciklusa vodenbuha
(Moreira i sur., 2023). Uporabom HeMHAS (eng. Heterogenous Multi-Habitat Assay System)
sustava za simulaciju razli¢itih stupnjeva kontaminacije staniSta, ustanovljeno je kako D.
magna ne izbjegava zagadena podrucja. To rezultira otezanom kolonizacijom novih stanista i
moze dovesti do rizika od lokalnog izumiranja. Dugotrajna izloZenost fipronilu posebno je
zabrinjavajuca jer je zabiljezeno smanjenje duljine tijela, plodnosti 1 Zivotnog vijeka,

ukazujuéi na potencijalne endokrine i reproduktivne poremecaje u vodenbuha.

25


https://www.zotero.org/google-docs/?IwsEuj
https://www.zotero.org/google-docs/?i2M3a5

Vodeni organizmi poput vodenbuha (D. magna) redovito su izlozeni slozenim mjeSavinama
pesticida ¢iji se sastav mijenja s vremenom, povecavajuéi rizik od akutnih i kroni¢nih
ucinaka. Ovi ucinci se detaljno istrazuju u studijama koje prikazuju dinamiku promjene
sastava mjeSavina i njihovih ucinaka na ekosustave (Posthuma i sur., 2019; Nowell i sur.,
2018; Gustavsson i sur., 2017). Metodoloski pristupi za procjenu toksicnosti mjeSavina
pesticida, kao $to su modeli koncentracijske adicije (CA) i neovisnog djelovanja (IA), Cesto su
neadekvatni za predvidanje interakcija poput sinergizma i antagonizma izmedu komponenti
(Rodney 1 sur., 2013). Napredniji modeli koji ukljucuju toksikokineti¢ke i toksikodinamicke
parametre, primjerice modeli temeljeni na teoriji dinamickog energetskog budzeta (DEB),
pomazu u boljem razumijevanju utjecaja pesticida na razlicite fizioloske procese organizama,
poput rasta i reprodukcije. Ovi modeli pruzaju temeljitije analize ucinaka mjeSavina na

organizme i omogucuju realniju procjenu dugoro¢nih posljedica (Rodney 1 sur., 2013).

Specifi¢ni primjeri iz recentnih istrazivanja ukljucuju studije koje istrazuju interakcije unutar
binarnih i ternarnih mjeSavina pesticida. Na primjer, Loureiro i sur. (2010) pokazali su kako
mjeSavine imidakloprida i tiakloprida mogu imati sinergisti¢ke u¢inke u pojedinim akutnim
testovima na D. magna, dok su kod drugih istraZenih mjeSavina uo€eni antagonisticki u¢inci.
Sli¢no, Qiu et al. (2017) koristili su model "accelerated failure time" za procjenu interakcija
unutar mjeSavina pesticida diazinon, fenitrotion i tiobenkarb, otkrivajuéi sinergizam u nekim
binarnim kombinacijama, dok su u ternarnim mjeSavinama ucinci varirali ovisno o
koncentraciji 1 omjerima spojeva. IstraZzivanja naglaSavaju sloZenost ekotoksikoloske
dinamike pesticida i potrebu za sveobuhvatnim pristupima u procjeni njihovih uc¢inaka na
akvati¢ne ekosustave. Integracija rezultata laboratorijskih 1 terenskih istrazivanja istice se kao
klju¢ za razumijevanje stvarnih rizika pesticida, posebno kada su u pitanju sinergisticki i
antagonisticki uéinci medu razli¢itim kemikalijama (Rodney i sur., 2013; Loureiro i sur.,
2010; Qiu i sur., 2017). Ovi nalazi podrzavaju potrebu za standardizacijom metodologija i
razvojem viSerazinskih pristupa koji uzimaju u obzir razlicite krajnje tocke, poput smrtnosti,
reprodukcije i1 bihevioralnih promjena, kako bi se osiguralo to¢nije procjenjivanje utjecaja

pesticida na vodene organizme i ekosustave.
2.2.2.2. Bihevioristicki biomarkeri vodenbuha

Istrazivanja pokazuju kako uobicajeno mjerene krajnje tocke, poput smrtnosti i imobilizacije,
nisu uvijek dovoljno osjetljive za otkrivanje subletalnih ucinaka, osobito pri niskim

koncentracijama zagadivala (Duquesne i Kiister, 2010). U tom kontekstu, kvantifikacija
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parametara aktivnosti plivanja vodenbuha predstavlja inovativan i osjetljiv alat za detekciju
promjena uzrokovanih razli¢itim zagadivalima, ukljucujuéi pesticide, teSke metale,
nanocestice i druge spojeva prisutnih u prirodi poput toksina cijanobakterija (Bownik, 2017).
Parametri poput brzine plivanja, trajanja kretanja, frekvencije skakanja i smjera kretanja
pruzaju detaljan uvid u ucinke razliCitih zagadivala. Na primjer, studije su pokazale da
nanocestice titana i grafena znac¢ajno smanjuju brzinu plivanja u D. magna (Noss, Dabrunz, i
sur., 2013), dok cijanotoksin saksitoksin izaziva imobilizaciju zbog blokade natrijevih kanala
(Filho 1 sur., 2008). S druge strane, spojevi poput sukraloze, koja djeluje na ziv€ani sustav,
mogu izazvati povecanje brzine plivanja (Wiklund i sur., 2012). Neurotoksic¢ni pesticidi, poput
paraokson-metila i karbarila, takoder mijenjaju obrasce kretanja, Sto upucuje na oStecenje
ziv€anog sustava (Dodson i sur., 1995). U radu Bownik (2017) dan je isrpan i detaljan pregled
najceS¢e koristenih bihevioristickih krajnjih tocaka vrsta iz roda Daphnia u okviru
ekotoksikoloskih istrazivanja. Brzina plivanja mjeri se kao prijedena udaljenost tijekom
vremena 1 Cesto se koristi kao pouzdan indikator toksi¢nosti. Smanjenje brzine plivanja
opazeno je kod vodenbuha izlozenih nanocesticama, poput titan-dioksida i ugljikovih
nanocijevi, koje djeluju na razinu oksidativnog stresa (Cano i sur., 2017; Noss, Dabrunz, i
sur., 2013). Takoder, smanjenje brzine opazeno je prilikom izloZenosti pesticidima poput
organofosfata (npr. klorpirifosa) zbog inhibicije enzima AChE (Ren i sur.,, 2017), dok su
spojevi poput sukraloze povecali brzinu plivanja uslijed stimuliraju¢eg djelovanja na Ziv¢ani
sustav (Wiklund i sur., 2012). Kretanje vodenbuha moze se karakterizirati kao skokovito,
zahvaljuju¢i ritmicnom radu antena (Ebert, 2005). Smanjenje frekvencije skokova moze
ukazivati na inhibiciju neuromuskularne funkcije, S$to je zabiljezeno kod izlozenosti
pesticidima poput karbarila (Dodson i sur.,, 1995). S druge strane, nanocestice fulerena
povecale su broj skokova u jedinici vremena kao odgovor na stres (Lovern i sur., 2007).
Parametri kretanja poput vertikalne i1 horizontalne distribucije mjere polozaj jedinki u
vodenom stupcu ili prostoru. Na primjer, povecana izlozenost toksinima, poput
cijanobakterijskih toksina, moZze uzrokovati migriranje vodenbuha prema dnu kako bi izbjegle
slojeve vodenog stupca u kojem se nalazi zagadivalo (Filho i sur., 2008). Sukraloza, pak,
stimulira plivanje prema viSim dijelovima vodenog stupca (Wiklund i sur., 2012). Ukupna
udaljenost koju jedinka prijede tijekom odredenog vremena vazna je za procjenu aktivnosti.
Organofosfati poput diazinona povecali su prijedenu udaljenost pri niskim koncentracijama,
dok su pri viSim koncentracijama izazvali letargiju i skradivanje trajektorija (Zein i sur.,
2015). Trajanje perioda nepokretnosti (ponekad se naziva period odmora) vazan je parametar
koji moze ukazivati na privremenu paralizu uzrokovanu neurotoksicnim spojevima.
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Saksitoksin, neurotoksin iz cijanobakterija, uzrokuje produljeno razdoblje nepokretnosti,
nakon Cega je zabiljeZena mogucénost oporavka organizama (Filho i sur., 2008). Parametri
poput broja promjena smjera i kuta rotacije pomazu u razumijevanju orijentacije vodenbuha u
prostoru. Spojevi poput nikotina i imidakloprida smanjuju promjenu kuta, dok organofosfati
poput klorpirifosa povecavaju broj promjena smjera zbog gubitka koordinacije (Zein i sur.,

2014).

PonaSanje vodenbuha prepoznato je kao vrijedan biomarker u monitoringu zdravlja
ekosustava, posebice tijekom terenskih istrazivanja. Egan 1 sur. (2023) proucavali su utjecaj
"first flush" dogadaja, koji se odnosi na ispiranje pesticida u vodene ekosustave nakon prvog
pljuska, koriste¢i klorantraniliprol (CHL) i1 imidakloprid (IMI) kao modelna zagadivala.
Otkriveno je kako su koncentracije oba pesticida znacajno porasle nakon pljuska, Sto je
uzrokovalo izrazene promjene u ponasanju D. magna, poput smanjenja aktivnosti i promjene
fotomotornih reakcija. Uslijed izloZenosti IMI-ju zabiljezena je hipoaktivnost, dok je CHL
utjecao na osjetljivost na svjetlosne podrazaje. Slozene interakcije medu pesticidima,
evidentirane tijekom eksperimenata s mjeSavinama, rezultirale su nepredvidivim odgovorima
kao Sto je hiperaktivnost pod svjetlom. Rezultati istrazivanja isti¢u vaznost integracije
bihevioristickih parametara u ekotoksikoloSske procjene 1 naglasavaju potrebu za
kontinuiranim monitoringom povrSinskih voda, osobito u intenzivno poljoprivrednim
regijama. Hussain 1 sur. (2020) istrazili su toksi¢nost dvanaest pesticida na D. magna 1 zebrice
(Danio rerio) pomocu mjerenja parametara plivanja kao krajnjih tocaka za procjenu
ekotoksi¢nih ucinaka. Istrazivaci su koristili metode visokoprotocne analize kretanja kako bi
procijenili ukupnu prijedenu udaljenost, ucestalost brzih pokreta ("burst" pokreta) i1 obrasce
plivanja u krug tijekom svjetlosnih i tamnih ciklusa. Za svaki pesticid koriStena je
koncentracija od 1 ppb, $to je tisu¢u puta niZe od koncentracije koja izaziva akutnu toksi¢nost
prema WHO standardima. Prema rezultatima provedenih eksperimenata, vecina pesticida
izazvala hipoaktivnost kod vodenbuha, dok je kod zebrica utvrdena hiperaktivnost. UoCene su
znaCajne razlike u obrascima kretanja izmedu ovih dviju vrsta, Sto ukazuje na razlicite
mehanizme djelovanja pesticida. Primjerice, imidakloprid, neonikotinoidni insekticid, izazvao
je smanjenu aktivnost kod obje vrste, dok je klorantraniliprol uzrokovao suptilnije promjene u
ponaSanju. Pesticidi poput cipermetrina i fenpropatrina uzrokovali su povecanu ucestalost
"burst" pokreta kod zebrica, ali smanjenu rotacijsku aktivnost kod vodenbuha. Analizom
glavnih komponenata (PCA) i hijerarhijskim klasteriranjem, istrazivaci su grupirali pesticide

prema njihovim efektima na obrasce kretanja i utvrdili dva glavna klastera prema vrsti
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kemikalija 1 njihovim funkcionalnim skupinama. Ovo istrazivanje naglaSava vaznost primjene
razli¢itih modelnih organizama kako bi se dobila sveobuhvatnija slika o toksi¢nosti pesticida.
Istrazivanje je pokazalo kako se D. magna moze koristiti za detekciju osjetljivih pokazatelja
ranih subletalnih u¢inaka u vodenim ekosustavima, dok promjene u ponasanju zebrica pruzaju
uvid u kompleksnije neuroloske reakcije. Zaklju¢no, kombinacija podataka iz eksperimenata s
obje modelne vrste omogucila je precizniju procjenu ekotoksi¢nog rizika, naglasavajuci
potrebu za viSedimenzionalnim pristupom u ispitivanju ucinaka mjeSavina pesticida na

ponaSanje organizama.

Bihevioristicki elementi vodenbuha predstavljaju vrijedan biomarker za ekotoksikoloska
istrazivanja, s velikim potencijalom za procjenu kroni¢ne toksi¢nosti i prac¢enje kvalitete vode.
Medutim, za postizanje vefe pouzdanosti rezultata potrebno je dodatno unaprijediti
metodologiju 1 integrirati podatke iz laboratorijskih i terenskih istrazivanja. Najznacajnija
ograni¢enja koja trenutno postoje su potreba za standardizacijom mjerenja i razvoj te
usavrSavanje postojecih sustava koji omogucuju pracenje kretanje organizama u 3D, u svrhu
postizanja prikladnijih uvjeta za predvidanje kretanja u okoliSnim uvjetima. Ukljucivanje
bihevioristickih testova u ekotoksikoloska istrazivanja omogucuje dobivanje sveobuhvatnijeg
uvida u djelovanje zagadivala, buduc¢i kako su obuhvacdeni kako fizioloski tako i neuroloski

odgovori organizama, ¢ime se unaprjeduje procjena rizika zagadenja vodenih ekosustava.

2.3. Modelna zagadivala

Ekotoksikoloska istrazivanja Cesto koriste modelna zagadivala u svrhu procjene ucinaka
kemikalija na organizme i ekosustave. Modelna zagadivala mogu biti Ciste aktivne tvari ili
komercijalni pripravci koji se koriste u poljoprivredi i industriji (Nagy i sur., 2020). Njihova
primjena omogucuje bolju kontrolu eksperimentalnih uvjeta i preciznije povezivanje bioloskih
ucinaka s kemijskim svojstvima spojeva. Medutim, prisutnost velikog broja kemikalija u
okoliSu 1 njihovo medusobno djelovanje postavlja izazove u procjeni rizika, jer stvarne
kombinacije zagadivala rijetko odrazavaju pojedinacne ucinke cistih kemikalija (Nilsen i sur.,

2019; Schell i sur., 2018; Verbruggen i van den Brink, 2010).

Koristenje cistih aktivnih tvari omoguéuje istraziva¢ima razumijevanje mehanizama
djelovanja pojedinih kemikalija na fizioloSkoj, stanicnoj 1 molekularnoj razini. Primjerice,

neonikotinoidi poput imidakloprida Cesto se koriste za istrazivanje ucinaka na ziv€ani sustav
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vodenih organizama jer specificno djeluju na nikotinske acetilkolinske receptore (nAChR)
(Tennekes, 2019). Aktivne tvari koriste se za identificiranje klju¢nih krajnjih toc¢aka, poput
inhibicije enzima, gubitka koordinacije ili promjena u reprodukciji. Medutim, iako Ciste tvari
pruzaju uvid u mehanizme toksic¢nosti, njihova primjena ne odrazava stvarne uvjete u okolisu,
gdje organizmi dolaze u kontakt s mjeSavinama kemikalija razli¢itih koncentracija i kemijskih
oblika (Nilsen 1 sur., 2019; Schell i sur., 2018; Verbruggen i van den Brink, 2010). Stoga,
istrazivanja koja se oslanjaju samo na Ciste aktivne tvari mogu podcijeniti ili precijeniti
ekoloske rizike (Nagy 1 sur., 2020). S druge strane, istraZivanja koja koriste komercijalne
pripravke pesticida nastoje bolje odrazavati realne uvjete izloZenosti. Pripravci ne sadrze
samo aktivne tvari ve¢ i aditive, surfaktante i stabilizatore koji mogu pojacati ili ublaZiti
toksicne ucinke (Tu i Randall, 2001). Na primjer, poznato je da glifosat u obliku
komercijalnog pripravka Roundup® ima vecu toksi¢nost za akvaticne organizme nego Cista
aktivna tvar zbog prisutnosti surfaktanata koji povecavaju propusnost stanicnih membrana
(Klatyik 1 sur., 2024). Istrazivanja koja ukljucuju komercijalne pripravke pokazuju kako
formulacije u praksi ¢esto imaju sinergisticke ucinke koji mogu uzrokovati vecée Stete nego sto
se ocekivalo na temelju podataka o Cistim aktivnim tvarima (Nagy i sur., 2020). Osim toga,
formulacije mogu imati drugaciji profil biorazgradnje, ¢ime se mijenja i trajanje njihovog
utjecaja u okoliSu (Kalyabina 1 sur., 2021; Ruomeng i sur., 2023). Najcjelovitiji uvid u
toksi¢nost postize se kombinacijom istrazivanja utjecaja Cistih aktivnih tvari i komercijalnih
pripravaka (Ferguson i sur.,, 2022). Takav pristup omogucuje prepoznavanje specifi¢nih
mehanizama toksi¢nosti, ali 1 uspjeSniju procjenu stvarnih ucinaka zagadivala u okolisu.
Kombinacija laboratorijskih eksperimenata s terenskim istraZzivanjima pruza vrijedne
informacije za ekotoksikoloske procjene i donoSenje regulatornih odluka (Amossé i sur.,
2020; Barata i sur., 2007; Buskey i sur., 1996; Heugens i sur., 2001; Nilsen i sur., 2019).
Zakljucno, iako su istrazivanja s ¢istim aktivnim tvarima klju¢na za razumijevanje toksic¢nih
mehanizama, koriStenje komercijalnih pripravaka neophodno je za realisticnu procjenu rizika.
Budu¢i da u okoliSu Cesto dolazi do interakcija izmedu razli¢itih spojeva, istrazivanja koja
ukljucuju modelna zagadivala u obliku mjeSavina i komercijalnih formulacija sve su vaznija
za procjenu predvidanje mogucih okoli$nih scenarija. Ovakav sveobuhvatan pristup doprinosi

razvoju ucinkovitijih strategija za zastitu vodenih ekosustava i ljudskog zdravlja.
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2.3.1. Pesticidi kao modelna zagadivala

Pesticidi su sinteticke ili prirodne kemijske tvari namijenjene za kontrolu Stetnika u
poljoprivredi i drugim industrijama. Iako su usmjereni na ciljne organizme, kao $to su insekti i
korovi, mogu imati znacajne u¢inke na neciljne organizme, ukljucujuéi gujavice i vodenbuhe
(He 1 sur., 2019; Miglani i Bisht, 2019; Stehle 1 Schulz, 2015). Njihova postojanost i
sposobnost bioakumulacije ¢ini ih trajnom prijetnjom za ekosustave (Gobas 1 sur., 2016).
Pesticidi se cesto koriste kao modelna zagadivala u istrazivanjima zbog njihove Siroke
primjene i dokazanog utjecaja na razlicite ekoloSke razine. Kao kemikalije namijenjene
kontroli Stetnih organizama, pesticidi ulaze u okoli§ gdje mogu uzrokovati nezeljene u¢inke na
neciljane organizme, ukljucujuéi gujavice, kukce 1 mikroorganizme tla (Tison i sur., 2024).
Njihov utjecaj moZe se analizirati na razini jedinki, populacija i ekosustava, ¢ime se
omogucuje razumijevanje kako zagadivala mijenjaju strukturu i funkciju prirodnih sustava. S
obzirom na njihov kompleksan utjecaj, pesticidi predstavljaju idealan model za procjenu
ekotoksikoloskih rizika i razvoja strategija za ocuvanje ekoloSke ravnoteze (Beaumelle 1 sur.,

2021; Stehle 1 Schulz, 2015).
2.3.1.1. Organofosfatni pesticidi

Organofosfatni pesticidi ubrajaju se medu najvece i najraznovrsnije skupine insekticida
(https://www.britannica.com/technology/insecticide#ref71060), a njihova se Siroka primjena
temelji na visokoj uc¢inkovitosti u suzbijanju razli¢itih Stetnika. Od najcesée koristenih spojeva
iz ove skupine istiCu se paration i malation, a uz njih se Cesto koriste i diazinon, naled,
metil-paration te diklorvos. Ovi su pesticidi osobito u€inkoviti protiv kukaca koji siSu biljne
sokove, poput lisnih usi i1 grinja. Primjena organofosfata u svrhu zastite biljaka provodi se na
dva nacina: prskanjem listova ili unoSenjem pesticida u tlo (¢ime se omogucuje apsorpcija
putem korijena biljaka). Zbog obi¢no kratkog rezidualnog djelovanja, organofosfati se koriste
u situacijama gdje stroge granice zaostataka pesticida (rezidualne tolerancije) odreduju izbor
sredstva za zaStitu bilja. VaZzno je napomenuti da su organofosfatni insekticidi opcenito
djeluju na Stetnike jest inhibicija enzima kolinesteraze, koja ima iznimno vaznu ulogu u
funkcioniranju ziv€anog sustava. Onemogucavanjem rada ovog enzima dolazi do nakupljanja
neurotransmitera acetilkolina, §to uzrokuje prekomjernu stimulaciju Ziv€anih stanica, paralizu

1, naposljetku, smrt kukca. Upravo zbog ovoga treba vrlo pazljivo rukovati organofosfatima te
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strogo provoditi sigurnosne mjere u njihovoj primjeni. Ovi spojevi su visoko neurotoksi¢ni i

za ciljne i za neciljne organizme, ukljucujuci vodenbuhe i gujavice.

Klorpirifos (Slika 2) je organofosfatni insekticid koji djeluje prema gore opisanom
mehanizmu. U izvjeS¢éu FAO (2020), D. magna je posebno osjetljiva na klorpirifos. U
pokusima akutne toksi¢nosti EC50 nakon 48 sati iznosi 0,16 ug L', $to ukazuje na izrazitu
toksi¢nost 1 potrebu za ogranienjem ispustanja klorpirifosa u vodene sustave. Ribe, poput
kalifornijske pastrve (Oncorhynchus mykiss), takoder su osjetljive na klorpirifos, s LC50
vrijednostima od 24 ug L' u istrazivanjima provedenim u kontroliranim uvjetima.

Klorpirifos ima toksi¢an uc¢inak na gujavice, s LC50 vrijednosc¢u od 78 ppm u tlu. Péele (4Apis
mellifera) su izrazito osjetljive: oralni LD50 iznosi 0,12 pg/po pceli, a kontaktni LD50 iznosi
0,11 pg/po pceli, Sto naglaSava visoki rizik za oprasivace. U pokusima na Stakorima LD50
iznosio je 229 mg/kg tjelesne mase, dok je inhalacijska toksi¢nost LC50 procijenjena na 0,385
mg L. Klorpirifos uzrokuje simptome trovanja, ukljucujuéi konvulzije i otezano disanje. U
ljudi je utvrdeno kako dugotrajna izlozenost ve¢ pri malim dozama (0,1 mg/kg dnevno) moze
uzrokovati inhibiciju AChE. Klorpirifos se sporo razgraduje u okoliSu, osobito u vodi, gdje
moze ostati prisutan nekoliko dana do tjedana, ovisno o uvjetima. Njegova visoka lipofilnost

(log Pow = 5,0) sugerira sklonost bioakumulaciji. Uz to, klorpirifos se u okolisu moze
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Slika 2. Strukturna formula kemijskog spoja klorpirifosa (izvor: Web-1)

Glifosat (Slika 3) je aktivni sastojak viSe od 750 razli€itih herbicida Sirokog spektra, od kojih
je najpoznatiji Roundup. Djeluje inhibicijom enzima 5-enolpiruvil-Sikimat-3-fosfat sintetaze
(EPSPS) koji sudjeluje u biosintezi aromati¢nih aminokiselina u biljnom Sikimatnom putu.
Ova blokada uzrokuje nedostatak klju¢nih proteina 1 smrt biljke. Budu¢i da Sikimatni put ne

postoji u kraljeznjaka, glifosat se Cesto smatra sigurnim za sisavce, ukljucujuéi ljude.

OH o)
“ \\ /OH
P
o NN\
OH

Slika 3. Strukturna formula kemijskog spoja glifosata (izvor: Web-2)
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Prema Mesnage i sur. (2015), glifosat i komercijalni pripravci temeljeni na ovoj aktivnoj tvari,
poput Roundupa, mogu izazvati znacajne zdravstvene ucinke na ljude, €ak i1 pri razinama
ispod regulatorno utvrdenih granica. Pregled dostupnih podataka ukazuje na niz potencijalnih
toksi¢nih ucinaka, ukljuuju¢i hepatotoksi¢nost, nefrotoksi¢nost, endokrine poremecaje i
oksidacijski stres. Istrazivanja na laboratorijskim zivotinjama pokazala su da kroni¢na
izlozenost glifosatu uzrokuje oStec¢enja jetre i bubrega. ZabiljeZena je povecana aktivnost
enzima poput alkalne fosfataze, alanin aminotransferaze i aspartat aminotransferaze, Sto
upucuje na oStecenje funkcija ovih organa. U nekim istraZzivanjima, doze od samo 0,09 mg/kg
tjelesne mase dnevno, Sto odgovara okoliSnim razinama, uzrokovale su promjene u
biokemijskim biomarkerima krvi i funkciji enzima detoksifikacije. Takoder je zabiljezeno da
formulacije glifosata, koje sadrze adjuvanse poput POEA (polietoksilirani alkilamini), mogu
pojacati toksi¢nost 1 uzrokovati promjene u stani¢nim membranama i mitohondrijama, §to
dovodi do povecane proizvodnje reaktivnih kisikovih spojeva i oSte¢enja DNA. Ova oStecenja
mogu izazvati stani¢nu smrt 1 pridonijeti razvoju bolesti poput raka. Glede neurotoksi¢nosti,
iako je bilo uvrijezeno kako glifosat nije neurotoksi¢an poput drugih organofosfata, novija
istrazivanja pokazuju njegov potencijal izazivanja neuroloskih poremeéaja, ukljucujuci
inhibiciju enzima AChE 1 oksidacijski stres u mozgu. Epidemioloske studije povezale su
izlozenost glifosatu s ve¢im rizikom od razvoja poremecaja paznje 1 hiperaktivnosti kod djece,
kao i povecanim rizikom od odredenih vrsta karcinoma, poput ne-Hodgkinovog limfoma.
Autori isti¢u kako regulatorne procjene toksi¢nosti glifosata ¢esto ne uzimaju u obzir stvarne
uvjete izlozenosti 1 kombinirane ucinke adjuvanasa u formulacijama, $to moze umanjiti
stvarnu procjenu rizika. Studije s niskim dozama ukazuju na potrebu za revizijom sigurnosnih

standarda kako bi se osigurala bolja zastita ljudskog zdravlja.

lako je glifosat dizajniran za uniStavanje neZeljenih biljaka, njegovi ucinci na neciljne
organizme, ukljucujuéi akvaticke vrste, izazivaju zabrinutost. Prema istrazivanju Cuhra i sur.
(2013), glifosat 1 komercijalne formulacije poput Roundupa pokazuju znafajan utjecaj na
vodenbuhe. Istrazivanjem je dokazano kako niske koncentracije herbicida izazivaju akutne i
kroni¢ne ucinke koji ovise o klonskoj varijanti i dobi jedinki. U testovima akutne toksi¢nosti
nakon 48 sati izlozenosti, utvrdene EC50 vrijednosti za glifosat iznosile su od 1,4 do 7,2 mg
L, dok su za Roundup bile nesto vise, u rasponu od 3,7 do 10,6 mg L. Testovima kroni¢ne
izloZenosti tijekom 55 dana dokazani su znac¢ajni negativni ucinci ve¢ pri koncentracijama od
0,05 mg L' komercijalne formulacije. Pri toj koncentraciji zabiljeZeno je smanjenje veli¢ine

juvenilnih jedinki, dok su koncentracije od 0,45 mg L' uzrokovale smanjenje plodnosti i
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povecanje stope abortiranja jaja. Pri vi$im koncentracijama (1,35 mg L) gotovo 100%
embrija je bilo abortirano, a izloZzenost koncentraciji od 4,05 mg L rezultirala je potpunom
reproduktivnom neuspjesnosti i smrtnosti. Studija naglaSava kako razlike u toksi¢nosti izmedu
aktivne tvari glifosata 1 komercijalnih formulacija poput Roundupa proizlaze iz prisutnosti
adjuvanata cija je osnovna uloga poboljSanje apsorpcije herbicida, a istovremeno povecavaju
toksi¢nost pesticida za neciljne organizme. Rezultati ovog istraZivanja ukazuju na to kako su
standardne regulatorne procjene, koje Cesto koriste visoke grani¢ne vrijednosti (npr. 930 mg
L' prema EPA-i), nedovoljno reprezentativne i da zanemaruju suptilnije kroni¢ne ucinke

niskih koncentracija.

2.3.1.2. Karbamati

Karbamatni insekticidi, poput bendiokarba (Slika 4), slicno organofosfatima, djeluju
inhibicijom enzima AChE, koji razgraduje neurotransmiter acetilkolin u sinapsama i na
neuromuskularnim spojevima. Medutim, za razliku od organofosfata koji fosforilacijom
nepovratno deaktiviraju enzim, karbamati uzrokuju privremenu inhibiciju kroz karbamilaciju
serinske hidroksilne skupine na aktivhom mjestu enzima (Fukuto, 1990). Proces inhibicije
karbamatima odvija se u dva koraka: prvo dolazi do stvaranja kompleksa enzima i inhibitora,
a zatim do prijenosa karbamilne skupine na enzim, $to sprjecava razgradnju acetilkolina. Ova
reakcija je reverzibilna, a regeneracija enzima dogada se relativno brzo, s poluvremenom
oporavka od oko 30 minuta, dok je kod organofosfata oporavak znatno dulji, Cesto trajan ili

viSesatan.
O
><CH3
o CHy
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o

Slika 4. Strukturna formula kemijskog spoja bendiokarba (izvor: Web-3)

Takoder, za razliku od organofosfata, karbamati ne zahtijevaju metabolicku aktivaciju za
inhibiciju enzima, §to im omogucuje brze djelovanje. Medutim, zbog reverzibilnosti, njithova
inhibicija opcenito traje krace, ali su neki derivati, poput aldikarba, izrazito potentni zbog

strukturalnih sliénosti s prirodnim supstratom enzima. StoviSe, neki derivati prolaze
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oksidacijsku aktivaciju u organizmu, Sto im moze povecati toksicnost. Karbamati su poznati
po brzom djelovanju i u€inkovitosti protiv Sirokog spektra Stetnika. Uz to, brzo se razgraduju

u okoliSu, $to smanjuje rizik od akumulacije u tlu i vodi, zbog ¢ega se smatraju ekoloski

U istrazivanju Gupta i Sundararaman (1991) utvrdeno je kako karbamatni pesticid karbaril
znacajno utjeCe na ponaSanje gujavica Pheretima posthuma, posebno na njihovu sposobnost
ukopavanja. IstraZivanje je pokazalo kako je smanjena sposobnost ukopavanja izravno
povezana s inhibicijom enzima AChE gujavica. Ve¢ pri koncentraciji od 1 ppm karbarila,
ukopavanje je bilo usporeno, dok su vise koncentracije (4 i 8 ppm) uzrokovale potpuni
gubitak sposobnosti ukopavanja i pojavu toniziraju¢ih tremora nakon 40 minuta izlaganja.
Gupta 1 suradnici navode kako je mehanizam ovog uc¢inka povezan s poremecajem prijenosa
ziv€anih impulsa, $to uzrokuje miSiénu diskoordinaciju i1 paralizu. Kod vecine jedinki
izlozenih visokim koncentracijama pesticida nije doSlo do oporavka, a smrt je nastupila unutar
18 sati. Nasuprot tome, jedinke izloZzene niskim dozama (1 ppm) pokazale su potpuni
oporavak nakon 18 sati, uz normalizaciju ponaSanja i sposobnosti ukopavanja. Autori isticu
vaznost fizioloSke uloge ukopavanja u zastiti gujavica od predatora i nepovoljnih uvjeta te
naglasavaju kako cak i subletalne koncentracije pesticida mogu utjecati na njihovu
funkcionalnost 1 doprinijeti smanjenju populacije u prirodnim staniStima. Karbaril se brzo
apsorbira kroz vlaznu i propusnu kozu gujavica, Sto povecava njihovu osjetljivost na
pesticide. Ovi nalazi ukazuju na potrebu za paZzljivim upravljanjem primjenom karbamatnih
pesticida kako bi se smanjio negativan utjecaj na organizme od iznimne vaznosti za o¢uvanje

zdravlja tla te ocuvanje bioloske raznolikosti 1 usluga ekosustava tla.

2.3.1.3. Neonikotinoidni pesticidi

Neonikotinoidi djeluju vezanjem na nikotinske acetilkolinske receptore (nAChR) u
srediSnjem zivéanom sustavu kukaca. Njihov mehanizam djelovanja temelji se na gotovo
nepovratnoj blokadi ovih receptora, Sto uzrokuje kontinuiranu stimulaciju zivcanih impulsa i
dovodi do prekomjerne Ziv€ane aktivnosti, paralize i na kraju smrti jedinke kukca (Tennekes,
2019). Imidakloprid (Slika 5) je jedan od najces¢e koriStenih neonikotinoida, koji pokazuje
ucinke ovisne ne samo o koncentraciji, ve¢ 1 o trajanju izloZenosti. U slucaju sporog ili
nepovratnog vezanja na receptore, dolazi do kumulativnog ucinka tijekom vremena, ¢ak i pri

vrlo niskim koncentracijama. Ovaj fenomen objaSnjava se Druckrey-Kiipfmiillerovom
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jednadzbom koja sugerira da produZena izlozenost moze uzrokovati toksicne uc¢inke ¢ak i ako
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je koncentracija vrlo niska.

Slika 5. Strukturna formula kemijskog spoja imidakloprida (izvor: Web-4)

Iako neonikotinoidi poput imidakloprida ciljaju nAChR specifi¢ne za insekte, istraZzivanja su
pokazala kako neki organizmi, poput pcela, mogu razviti slicne simptome zbog produljene
izlozenosti. Bayerovi znanstvenici izvorno su potvrdili nepovratno vezanje imidakloprida za
receptore, no kasnija istrazivanja iz Bayer CropScience-a tvrdila su kako je vezanje
reverzibilno. Ipak, opazene posljedice, poput smanjenja populacija opraSivaca i drugih
korisnih kukaca, ukazuju na trajne Stetne ucinke zagadivala iz ove skupine pesticida.
Neonikotinoidi se sporo razgraduju u okoliSu; imidakloprid ima poluvrijeme raspada od oko
200 dana, Sto povecava rizik od zagadenja tla i povrSinskih voda. U podru¢jima intenzivne
poljoprivrede zabiljezena je visoka koncentracija ovih insekticida u vodi, $to korelira s padom
populacija beskraljeznjaka 1 ptica koje se njima hrane. Ovi nalazi upucuju na to kako
neonikotinoidi, unato¢ selektivnosti prema ciljnim vrstama, mogu uzrokovati znacajne

ekoloske posljedice zbog svoje toksi¢nosti i dugotrajne prisutnosti u okolisu.

Prema istraZivanju Dittbrenner 1 sur. (2010), imidakloprid ima zna¢ajne subletalne u€inke na
fiziologiju 1 ponasanje dviju vrsta gujavica, Lumbricus terrestris i Aporrectodea caliginosa. U
istrazivanju su kvantificirane promjene tjelesne mase i produkcije izmeta kao bioloski
pokazatelji toksinosti tijekom sedmodnevne izlozenosti razli¢itim koncentracijama
imidakloprida u tlu. Rezultati pokazuju kako imidakloprid uzrokuje znacajan gubitak tjelesne
mase ve¢ pri koncentracijama od 0,66 mg/kg suhog tla. Gubitak mase kod A. caliginosa
iznosio je izmedu 18,3% 1 39%, dok su gubici za L. ferrestris bili u rasponu od 7,4% do
32,4%. Glede produkcije izmeta, zabiljezen je porast od 26,2% kod 4. caliginosa 1 28,1% kod
L. terrestris pri najnizoj koncentraciji (0,2 mg/kg suhog tla), no pri viSim koncentracijama
produkcija izmeta naglo je opala, a dosegla je smanjenje od ¢ak 96,9% kod A. caliginosa 1
95,7% kod L. terrestris. Vrijednosti EC50 za smanjenje produkcije izmeta iznosile su 0,76
mg/kg suhog tla za A. caliginosa 1 0,84 mg/kg za L. terrestris. Ovo istrazivanje pokazalo je

kako relativno niske koncentracije imidakloprida, bliske predvidenim koncentracijama u
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okolisu (0,33-0,66 mg/kg tla), mogu izazvati ozbiljne subletalne ufinke kod gujavica. S
obzirom na vaznu ulogu ovih organizama u odrzavanju kvalitete tla i razgradnji organske
tvari, navedeni rezultati sugeriraju kako bi imidakloprid mogao znafajno utjecati na
ekosustave tla. Autori preporucuju uvodenje testa produkcije izmeta kao standardnog

biomarkera za procjenu ekotoksi¢nosti u budu¢im istrazivanjima.

Prema istrazivanju Jemec 1 sur. (2007), imidakloprid (Cista aktivna tvar i komercijalni
pripravak Confidor SL 200) ima znacajne kroni¢ne ucinke na vodenbuhe. Cilj istraZivanja bio
je utvrditi toksi¢nost insekticida imidakloprida i diazinona na reprodukciju, biokemijske
parametre i prezivljavanje D. magna. Rezultati ukazuju na vecu toksicnost diazinona u
pogledu reprodukcije, s vrijednostima LOEC (najniza koncentracija s opazenim ucinkom)
izmedu 5 1 8 ug L, dok su za imidakloprid i Confidor SL 200 utvrdene LOEC vrijednosti
izmedu 2,5 i 10 mg L' za reproduktivne parametre. Sto se tiée prezivljavanja, Confidor SL
40 mg L' za imidakloprid. Enzimske aktivnosti katalaze (CAT), glutation-S-transferaze
(GST) 1 kolinesteraze (ChE) znafajno su bile smanjene pri viSim koncentracijama
imidakloprida i Confidora SL 200, dok takve promjene nisu zabiljezene kod nizih
koncentracija diazinona. U radu su takoder izracunati omjeri rizika (eng. risk quotients, RQ)
za okoliSne koncentracije ovih insekticida. Za imidakloprid 1 Confidor SL 200 nisu utvrdene
kroni¢ne opasnosti pri nizim koncentracijama, osim u slucaju slucajnog izlijevanja, gdje bi

koncentracije mogle uzrokovati kroni¢ne i1 akutne uc¢inke na vodene beskraljeznjake.
2.3.1.4. Triazolni fungicidi

Tebukonazol, difenkonazol i fenbukonazol (Slika 6) su triazolni fungicidi. Triazoli pripadaju
skupini fungicida koji inhibiraju demetilazu. Njihovo djelovanje temelji se na inhibiciji
enzima l4-a-demetilaze, koji ima kljuénu ulogu u biosintezi sterola i nuzan je za sintezu
ergosterola iz lanosterola u gljivama. Ergosterol, koji se nalazi u stani¢nim membranama
gljiva 1 protozoa, obavlja sli¢ne funkcije kao kolesterol u stani¢nim membranama Zivotinja te
je stoga kljucan za razvoj funkcionalnih stani¢énih membrana i stani¢nih stijenki (Price 1 sur.,
2015). Zbog toga triazoli sprjeavaju rast gljiva i naposljetku uzrokuju smrt ciljanih
organizama. Ovi fungicidi se Cesto koriste protiv pepelnice, hrde i1 raznih gljivica koje

uzrokuju pjegavost listova (Agrios, 2008).
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Slika 6. Strukturna formula kemijskih spojeva (s lijeva na desno) tebukonazola (izvor:

Web-5), difenkonazola (izvor: Web-6) i fenbukonazola (izvor: Web-7)

Prema istrazivanju Sancho i sur. (2009), fungicid tebukonazol ima znacajan utjecaj na
energetski metabolizam 1 ponasSanje povezano s hranjenjem D. magna. Cilj istraZivanja bio je
procijeniti promjene biokemijskih parametara, ukljucujuéi razinu glikogena, lipida, proteina i
juvenilne vodenbuhe bile su izlozene subletalnim koncentracijama tebukonazola (0,41 do 1,14
mg L) tijekom pet dana, a analize su radene svakih 24 sata. Rezultati su pokazali kako se
energetske rezerve znacajno smanjuju s povecanjem koncentracije fungicida, osobito nakon
96 do 120 sati izlozenosti. Najveci pad zabiljezen je u slucaju lipida, gdje je pri najvisoj
koncentraciji doSlo do smanjenja od 59%. Takoder, zabiljeZeno je smanjenje razine glikogena
1 proteina, pri ¢emu su se glikogen i proteini u vecoj mjeri katabolizirali kako bi osigurali
energiju potrebnu za prezivljavanje pod stresom izazvanim fungicidom. Hranidbeni testovi
pokazali su inhibiciju brzine filtracije i unosa hrane ve¢ nakon pet sati izlozenosti, $to je
ukazalo na brzu 1 osjetljivu reakciju na stres izazvan zagadivalom. Autori su zakljucili kako je
ponaSanje povezano s hranjenjem D. magna najosjetljiviji pokazatelj izloZenosti
tebukonazolu, budué¢i kako su se promjene u unosu hrane pojavile prije nego $to su bile
zabiljezene znaCajne promjene u biokemijskim parametrima. Smanjenje energetskog unosa
moglo bi dugoro¢no utjecati na rast, reprodukciju i1 prezivljavanje populacija vodenbuha. U
kasnijem istrazivanju, isti istrazivacki tim istraZzio je kroni¢ne utjecaje tebukonazola na
vodenbuhe - na njihovo prezivljavanje, reprodukciju i rast (Sancho i sur., 2016). U
istrazivanju su koristeni testovi izlozenosti u trajanju od 14 i 21 dana te dodatni test oporavka
u kojem su jedinke, nakon 14 dana izlaganja fungicidu, bile premjestene u medij bez
toksikanata na razdoblje od sedam dana. Rezultati ukazuju na veliku osjetljivost
reprodukcijskih parametara, poput broja legla po Zenki i vremena do prvog legla, na prisutnost

tebukonazola. Pri koncentracijama iznad 0,52 mg L™, broj juvenilnih jedinki znacajno je
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opadao ve¢ nakon 14 dana, dok je nakon 21 dana broj juvenilnih jedinki po zenki pao za 93%
pri najvisoj koncentraciji (1,14 mg L") u odnosu na kontrolnu skupinu. Izlozenost tijekom 14
dana nije utjecala na prezivljavanje, ali je nakon 21 dana zabiljeZena smrtnost pri najvisoj
koncentraciji. Rast vodenbuha, kvantificiran mjerenjem duljine tijela, takoder je bio inhibiran
pri vis§im koncentracijama tijekom duze izlozenosti. Unato¢ sedmodnevnom periodu oporavka
u mediju bez toksikanata, reproduktivni parametri se nisu vratili na kontrolne vrijednosti, §to
upucuje na trajne Stetne ucinke. S druge strane, duljina tijela se djelomi¢no normalizirala kod
svih osim kod jedinki izloZenih najviSoj koncentraciji. Autori su zakljucili kako je

povecava njegov negativni utjecaj na dinamiku populacija D. magna.

Prema istrazivanju Gao 1 sur. (2013), triazolni fungicidi (triadimefon, triadimenol,
difenkonazol 1 propikonazol) imaju znacajan utjecaj na biokemijske biomarkere i histoloske
pokazatelje gujavica E. fetida. Cilj istrazivanja bio je procijeniti antioksidativni odgovor i
promjene u tkivima nakon akutne izlozenosti razli¢itim koncentracijama fungicida. Rezultati
su pokazali kako triadimenol uzrokuje znacajno smanjenje ukupne razine proteina pri svim
koncentracijama, dok je difenkonazol povecao razinu proteina pri nizim koncentracijama, §to
upucuje na obrambeni mehanizam organizama na stres. S druge strane, pri izlozenosti
propikonazolu utvrden je dvofazni ucinak, s pocetnim povecanjem razine proteina na niskim
koncentracijama, ali smanjenjem pri viSim koncentracijama. Aktivnost enzima
glutation-peroksidaze, kljuénog u obrani protiv oksidacijskog stresa, smanjena je prilikom
izlozenosti visim koncentracijama svih triazola, §to ukazuje na narusavanje antioksidativne
ravnoteze. HistopatoloSkom analizom utvrdena su ozbiljna oStecenja tkiva pri visokim
koncentracijama svih testiranih fungicida. Zabiljezeni su poremecaji u strukturi epiderme,
disorganizacija miSiénih vlakana te degeneracija stanica. Pri izloZenosti propikonazola su
utvrdene naznake apoptoze. Takoder je opazena nekroza i hiperemija miSi¢nih vlakana pri

visokim koncentracijama difenkonazola i triadimefona.

2.3.2. Binarne mjeSavine pesticida

Procjena toksi¢nosti mjeSavina klju¢na je za razumijevanje kombiniranih u¢inaka kemijskih
zagadivala u okoliSu. Tradicionalna ekotoksikoloska istrazivanja obi¢no se fokusiraju na
pojedinacne spojeve (European Commission, 2002); medutim, organizmi u prirodnim
uvjetima Cesto su izlozeni sloZenim mjeSavinama tvari. Stoga je potreba za relevantnijim i
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toCnijim procjenama ekoloskog rizika dovela do povecanog interesa za proucavanje
kombiniranih u¢inaka kemijskih mjeSavina (EFSA Scientific Committee i sur., 2019; OECD,
2018) (EFSA Scientific Committee i dr., 2019; OECD, 2018). Prema istrazivanju Jager i sur.,
(2010), bioloski utemeljen pristup procjeni toksi¢nosti mjeSavina kemikalija pruZza znacajne
prednosti u razumijevanju ucinaka na rast, reprodukciju i1 prezivljavanje tijekom Zivotnog
ciklusa organizama. Tradicionalne metode analize toksi¢nosti mjeSavina Cesto se oslanjaju na
opisne pristupe koji ne objasnjavaju mehanizme interakcije izmedu kemikalija. Nasuprot
tome, bioloski modeli, temeljeni na DEB teoriji, omogucuju procjenu nacina na koji
mjesavine djeluju na osnovne metabolicke procese poput unosa energije, odrzavanja, rasta i
reprodukcije. U radu je opisan model koji kombinira toksi¢ne ucinke svake komponente
mjeSavine putem jedinstvenog kinetiCkog modela unosa i eliminacije. Svaka kemikalija ima
svoj vlastiti profil toksi¢nog djelovanja. Toksi¢ni u€inci interpretiraju se kao poremecaj unosa
ili koristenja energetskih resursa, poput povecanih troSkova odrzavanja ili smanjene
sposobnosti asimilacije hrane. Primjena ovog modela ilustrirana je pomoc¢u podataka o u€¢inku
policiklickih aromatskih ugljikovodika (PAH) na D. magna. Rezultati su pokazali kako
mjeSavine mogu izazvati sinergisticke ili antagonisticke ucinke, ovisno o tome djeluju li
pojedinacni spojevi koji ¢ine mjesavinu na iste ili razli¢ite metabolicke procese. Modelom su
je naglasena vaznost razmatranja fizioloskih interakcija unutar organizma, koje mogu
promijeniti nacin na koji kemikalije medusobno djeluju. Autori su zakljucili kako je
razdvajanje kemijskih interakcija (poput promjene bioraspolozivosti) od fizioloskih
interakcija kljuéno za pouzdaniju procjenu rizika. Ovaj pristup pruza mogucnost
ekstrapolacije rezultata na druge vrste i uvjete izloZenosti te poboljSava razumijevanje
toksi¢nosti mjeSavina na razini ekosustava. Autori su takoder naglasili potrebu za dodatnim
istrazivanjima kako bi se potvrdila primjenjivost ovog modela na slozenije mjeSavine i

razli¢ite medije, poput tla i sedimenta.

2.4. Metode kvantifikacije bihevioristickih elemenata

Kvantifikacija bihevioristi¢kih elemenata sve je zastupljeniji alat u ekotoksikoloskim
istrazivanjima buduc¢i kako promjene u ponasanju organizama Cesto predstavljaju osjetljive
biomarkere toksi¢nih u¢inaka subletalnih razina zagadivala (Bownik, 2017; Capowiez 1 sur.,

2003). PonaSanje organizama odrazava kompleksne interakcije izmedu fizioloskih,
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neuroloskih i okolisnih ¢imbenika, zbog Cega se promjene u obrascima ponaSanja mogu javiti
prije vidljivih promjena na biokemijskoj ili fizioloSkoj razini (Dell’Omo, 2002). Tradicionalne
metode kvantifikacije ponaSanja dugo vremena su se oslanjale isklju¢ivo na vizualna
promatranja 1 subjektivno misljenje strucnjaka, dok suvremeni pristupi koriste sofisticirane
raCunalne tehnologije, ukljucujuéi strojno ucenje, raCunalni vid i1 automatsku analizu
podataka. Ovaj pregled obuhvaca tradicionalne 1 suvremene metode kvantifikacije

bihevioristickih elemenata, s naglaskom na njihove prednosti i ogranicenja.
2.4.1. Tradicionalne metode kvantifikacije bihevioristickih elemenata

Tradicionalne metode temelje se na vizualnom promatranju ponasanja organizama i ru¢nom
biljezenju podataka. Ove metode najceS¢e ukljuCuju osnovne metrike, kao Sto su brzina
kretanja, ucestalost promjene smjera, vrijeme nepokretnosti ili izbjegavanje kontaminiranih
podrucja. lako su se ove metode pokazale ucinkovite u detekciji toksi¢nih uc¢inaka zagadivala,
njihov glavni nedostatak je podloznost subjektivnim procjenama i mogucnost ljudske

pogreske.
2.4.1.1. Vizualno promatranje i rucno biljeZenje podataka

U ranim istrazivanjima, ponaSanje organizama biljezeno je rucno. Metodologija
automatizacije biljezenja ponaSanja znacajno je uznapredovala, osobito u akvatickim
sustavima, gdje su sofisticirani softveri za pracenje polozaja jedinki omogucili detaljnu i
to¢nu kvantifikaciju ponaSanja organizama poput vodenbuha (D. magna) 1 zebrica (Danio
rerio) (Noss 1 sur., 2013). Ti sustavi omogucéuju pracenje parametara poput brzine plivanja,
ucestalosti promjena smjera i razina aktivnosti uz minimalnu intervenciju istrazivaca te visoku
reproducibilnost podataka (Bownik, 2017). Nasuprot tome, pracenje ponaSanja gujavica joS
uvijek se u velikoj mjeri oslanja na tradicionalne metode. Jedna od najcesce koriStenih metoda
je izlaganje organizama u 2D terarijima (tzv. Evan's box), pri ¢emu se putanje ru¢no ocrtavaju
na prozirnim folijama te se digitaliziraju skeniranjem (Capowiez, 2000). lako se ova metoda
pokazala korisnom u proucavanju ekotoksikoloskih uc¢inaka (Capowiez 1 sur., 2003), njezin
glavni nedostatak je subjektivnost i ovisnost o procjeni istrazivaa. Osim toga, snimanje
videozapisa gujavica i ru¢no oznacavanje polozaja organizma na pojedina¢nim kadrovima
pomocu softvera poput Image] (Abramoff i sur.,, 2004) jo§ uvijek predstavlja standardnu
proceduru u mnogim laboratorijima (Arrazola-Vasquez i sur., 2022). Iako je ova metodologija
pouzdana, zahtijeva mnogo vremena i podloZna je subjektivnosti promatraca, $to moze
utjecati na tocnost rezultata.
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2.4.1.2. Standardizirani bihevioristicki testovi

Standardizirani test imobilizacije vodenbuha, prema OECD smjernici 202 (OECD, 2004) i
ISO standardu 6341 (ISO, 2012), provodi se u svrhu procjene akutnih toksi¢nih ucinaka
kemikalija. Test se temelji na izlaganju juvenilnih jedinki, mladih od 24 sata, razli¢itim
koncentracijama ispitivane tvari tijekom razdoblja od 48 sati. Budu¢i da je za provodenje testa
potrebno osigurati da jedinke budu mlade od 24 sata, a kako je odrzavanje stabilnih kultura
organizama zahtjevno 1 za brojne laboratorije neisplativo, za provedbu testa Cesto se koristi
Daphtoxkit F (Microbiotests, Belgija) (Slika 7). Tijekom ispitivanja biljezi se broj
imobiliziranih jedinki, odnosno onih koji ne mogu plivati unutar 15 sekundi nakon njeznog
potresanja posude, i to nakon 24 1 48 sati izlaganja. Kako bi test bio valjan, udio
imobiliziranih jedinki u kontrolnoj skupini ne smije prije¢i 10%, a koncentracija otopljenog
kisika u mediju mora ostati iznad 3 mg L™ tijekom trajanja pokusa. Test se izvodi u staklenim
posudama koje sadrze odgovaraju¢i volumen otopine s najmanje 20 jedinki rasporedenih u
nekoliko skupina po pet jedinki u svakoj jazici. Vazno je osigurati da medij u kojem se
provodi test ima pH izmedu 6 1 9 te da temperatura ostane konstantna u rasponu od 18 °C do
22 °C, uz fotoperiod od 16 sati svjetla 1 8 sati mraka. Rezultati testa analiziraju se kako bi se
izracunala koncentracija koja uzrokuje imobilizaciju 50% jedinki (EC50) nakon 48 sati. Ako
koncentracija ispitivane tvari prelazi 100 mg L™ ili granicu topljivosti tvari u vodi bez
znacajnog ucinka, provodi se tzv. grani¢ni test (eng. /imit test) kako bi se potvrdilo da EC50
vrijednost nije niza od tog praga. Test imobilizacije D. magna koristi se kao kljucni alat za

procjenu potencijalnog ekotoksi¢nog rizika kemikalija za vodene ekosustave.

RS A

Slika 7. Daphtoxkit F proizvodaca Microbiotests, Belgija.
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Standardizirani test izbjegavanja s gujavicama, prema ISO 17512-1 smjernici (ISO, 2008),
koristi se za procjenu kvalitete tla i utvrdivanje u¢inaka kemikalija na ponaSanje organizama.
Test se temelji na sposobnosti izbjegavanja zagadenih dijelova tla i preferenciji nezagadenih
podrucja. Test izbjegavanja provodi se u posudama s dva ili Sest odjeljaka (Slika 8). Gujavice
se stavljaju u sredisnji dio testne posude i imaju slobodu kretanja izmedu odjeljaka tijekom
razdoblja od 48 sati. Na kraju testa biljezi se broj gujavica u svakom dijelu posude. Ako je
vise od 80% jedinki prisutno u nekontaminiranom dijelu, zagadeno tlo se smatra toksi¢nim jer
je izazvalo jasno ponaSanje izbjegavanja. Za validan test, u kontrolnim posudama, gdje oba
dijela sadrze nekontaminirano tlo, raspodjela gujavica mora biti nasumicna, odnosno priblizno
50:50. Test se provodi pri kontroliranim uvjetima, ukljucujuéi temperaturu izmedu 18 °C 1 22
°C te stalnu vlagu tla. Prije provodenja testa gujavice moraju biti u dobrom zdravstvenom
stanju, s jasno definiranim klitelumom 1 bez znakova stresa. Ova metoda pruza uvid u
funkcionalne odgovore organizama na zagadenje 1 koristi se kao brza i1 osjetljiva mjera za

procjenu utjecaja kemikalija na kopnene ekosustave.

Izvodenje testa izbjegavanja u posudi s dva odjeljka

j x10
Inkubacija 48 h
N N > Rucno prebiranje i
prebrojavanje gujavica
-~ -
K T Slobodna migracija organizama  Umetanje pregrade za sprjeavanje
daljnje migracije
Izvodenje testa izbjegavanja u posudi sa Sest odjeljaka
_f x10
Inkubacija 48 h
.-_-. = b S fle e Ruéno prebiranje i
’15{ S 'th DA prebrojavanje gujavica
i )

Slobodna migracija organizama ~ Umetanje pregrade za sprjeavanje
daljnje migracije
Slika 8. Shematski prikaz slijeda koraka tijekom izvodenja testa izbjegavanja u posudi s dva

odjeljka (gore) i posudi sa Sest odjeljaka (dolje).

Ova metoda je brza, osjetljiva i jednostavna za izvedbu, no jedna od klju¢nih nedostataka je
neizvjesnost tijekom trajanja testa, koji obiCno traje 48 sati. Naime, poznato je stanje
organizama samo na pocetku 1 na kraju izlaganja, dok se promjene u ponasanju, poput brzine i

dinamike migracije, tijekom tog razdoblja ne biljeze. Ovaj nedostatak ograni¢ava moguénost
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razumijevanja kako gujavice reagiraju na zagadivala u realnom vremenu i kakvi su njihovi
obrazaci prilagodbe ili izbjegavanja tijekom izlaganja. Stoga je razvoj i primjena inovativnih
metoda koje omogucuju kontinuirano pracenje ponaSanja gujavica tijekom cijelog trajanja
testa, ¢cime bi se dobili precizniji podaci o njihovim reakcijama na prisutnost zagadivala i
olaksalo tumacenje rezultata u kontekstu ekotoksikoloskih procjena, od iznimne vaznosti

(Djerd; i sur., 2020; Rastetter i Gerhardt, 2018).

2.4.2. Suvremeni pristupi kvantifikaciji bihevioristickih elemenata

Suvremene metode za analizu ponaSanja vodenbuhama 1 gujavicama pruzaju znacajne
prednosti u odnosu na tradicionalne pristupe, omogucujuéi precizniju i automatiziranu
kvantifikaciju kretanja, brzine i obrazaca ponasanja u stvarnom vremenu. Sustavi za pra¢enje
ponasanja vodenbuhama, poput "Multi-DaphTrack" sustava (Chevalier i1 sur., 2014),
omogucuju kontinuirano pracenje plivanja jedinki D. magna u viSe od 20 odvojenih posuda
istovremeno. Ovaj sustav koristi infracrvenu tehnologiju i algoritme za analizu pokreta u
svrhu detekcije promjena u brzini, smjeru i drugim parametrima kretanja. U usporedbi sa
standardnim testovima imobilizacije, ovaj sustav omogucuje otkrivanje subletalnih promjena
u ponaSanju ve¢ nakon sat vremena izloZenosti toksi¢nim tvarima. Langer 1 sur. (2021)
predstavili su poluautomatski sustav za 3D analizu kretanja vodenbuha koriste¢i kamere bez
infracrvenih filtera 1 algoritme razvijene u MATLAB-u. Ovaj sustav omogucuje pracenje
plivanja u tri dimenzije, ¢ime se osigurava veca preciznost i1 ekoloska relevantnost u odnosu

na dvodimenzionalne analize.

Bastardie 1 sur. (2005) koristili su radioaktivno oznacavanje za kontinuirano pracenje kretanja
gujavica u umjetnim kolonama tla, omogucujuéi detaljnu analizu razli¢itih vrsta kretanja
poput ukopavanja i mirovanja. Ova metoda omoguéila je pracenje putanja u
trodimenzionalnom prostoru i otkrivanje razlika u ponaSanju izmedu vrsta gujavica te njihov
utjecaj na strukturu tla. Suvremene tehnologije takoder su znacajno unaprijedile metode
pracenja gujavica. NaSa istrazivacka grupa razvila je sustav temeljen na dubokom ucenju za
kontinuirano pracenje kretanja gujavica u tlu (Djerd; i sur., 2020). Koriste¢i neuronske mreze
za prepoznavanje dijelova tijrla gujavica na slikama, sustav omogucuje precizno pracenje
polozaja gujavica 1 kvantifikaciju njihove aktivnosti u realnom vremenu. Ova metoda

znaajno smanjuje subjektivne pogreske i omogucuje dulje pracenje ponasanja bez prekida.
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Suvremene metode ne samo da poboljSavaju osjetljivost i to¢nost mjerenja ve¢ i omogucuju
bolje razumijevanje subletalnih ucinaka zagadivala na organizme. U usporedbi s
tradicionalnim metodama koje zahtijevaju ru¢no pracenje i analizu, suvremeni sustavi za
pratenje ponaSanja pruzaju brzu obradu podataka, vecu reproducibilnost 1 moguénost
automatizacije kompleksnih eksperimenata, ¢ime se znaCajno unapreduje procjena

ekotoksicnog rizika.
2.4.2.1. Racunalni vid i automatizirana analiza

Racunalni vid ima klju¢nu ulogu u suvremenim bihevioristickim istraZivanjima, omogucujuci
automatizirano pracenje i analizu ponaSanja modelnih organizama (Palmér, 2017). Ovaj
pristup podrazumijeva primjenu algoritama za detekciju i identifikaciju jedinki na
fotografijama (kadrovima videozapisa), u svrhu eliminacije potrebe za ru¢nim oznacavanjem,
a posljedicno 1 smanjenja subjektivnost istrazivaca. Medutim, primjenjivost metoda
racunalnog vida u istraZivanjima razlikuje se ovisno o mediju u kojem se eksperimenti
provode, §to donosi odredene prednosti i izazove. U slu¢aju rada s akvatickim organizmima,
poput vodenbuha ili zebrica, racunalni vid se koristi za pracenje obrazaca plivanja, brzine
kretanja, ucestalosti promjena smjera i dr. (Bownik, 2017). Budu¢i da se jedinke kre¢u u
prozirnom mediju, tehnologijom racunalnog vida relativno je lako detektirati organizme na
temelju kontrasta izmedu njihova tijela i pozadine. Dostupni su brojni komercijalni sustavi
(npr. bbe Daphnia Toximeter II) i softverski paketi koji omogucuju automatizirano pracenje,
kao S$to su Multi-DaphTrack i razliciti alati razvijeni u MATLAB-u i Pythonu (Abramoft i sur.,
2004; Chevalier 1 sur., 2014; Héder i Erzinger, 2017). Osim toga, postoji bogata literatura koja
detaljno opisuje protokole i algoritme prilagodene akvati¢kim organizmima, §to istrazivacima

olaksava prilagodbu gotovih rjeSenja vlastitim potrebama.

S druge strane, primjena racunalnog vida u istrazivanjima s gujavicama predstavlja veci
izazov zbog prirode tla kao neprozirnog i heterogenog medija. Tlo stvara fizicku barijeru koja
otezava pracenje gujavica, osobito tijekom ukopavanja. Razlike u boji 1 teksturi tla, kao 1
preklapanje Cestica tla s tijelima gujavica, smanjuju u¢inkovitost tradicionalnih tehnika obrade
slike poput segmentacije temeljem praga boje (Djerdj i sur.,, 2020). Unato¢ tehnoloskim
naprecima, istrazivanja ponaSanja gujavica u prirodnom mediju, tlu, jo§ uvijek su u fazi
razvoja u usporedbi s istrazivanjima akvatickih organizama. Zbog toga se u laboratorijskim
uvjetima Cesto koriste sustavi s prozirnim podlogama (na filter papiru) kako bi se olakSalo

pracenje. Primjer takvog pristupa je sustav "MimizuTrack" (Kodama i sur., 2014). Ovaj sustav
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omogucuje pracenje polozaja klju¢nih tocaka tijela gujavice, ukljucujuci glavu, rep i srediSnju
tocku tijela, u dvodimenzionalnom prostoru. Snimke se analiziraju algoritmom za obradu
slike, pri ¢emu se organizam odvaja od pozadine na temelju boje, nakon Cega se stvara
skeletonska liniju tijela gujavice, koja se koristi za pracenje promjene duljine tijela i1 brzine
kretanja. Sustav se suocava s izazovima kada se tijelo gujavice preklapa ili formira petlje, Sto
moze otezati razlikovanje glave i repa. Ipak, MimizuTrack predstavlja vazan korak prema
automatiziranoj analizi ponaSanja gujavica, posebice u uvjetima gdje su tradicionalne metode

ogranicene.

Dok se za vodenbuhe ve¢ koriste poluautomatski i komercijalno dostupni sustavi s unaprijed
definiranim algoritmima, za gujavice su potrebna prilagodena rjesenja zbog specifi¢nih uvjeta
tla i ponasanja tih organizama. Racunalni vid u ovom kontekstu predstavlja kljucan alat za
unapredenje razumijevanja ekotoksi¢nih u€inaka posebice akvatickih organizama, pruzajuci
istraziva¢ima mogucnost pra¢enja ponasanja u realnom vremenu uz smanjenje subjektivnosti i

povecanje ucinkovitosti eksperimenata.
2.4.2.2. Strojno ucenje i napredne analiticke tehnike

Strojno 1 duboko ucenje revolucionirali su bihevioristicka istrazivanja, omogucujuci
automatizirano pra¢enje ponasanja organizama s visokom precizno$c¢u i u velikim razmjerima
(Saad Saoud 1 sur., 2024). Ovi pristupi koriste se za analizu obrazaca kretanja, interakcija i
reakcija organizama na vanjske podrazaje kroz obradu vizualnih podataka dobivenih iz videa i
slika. Primjena rac¢unalnih modela temeljenih na strojnom ucenju posebno je ucinkovita u
istrazivanjima akvatickih organizama poput vodenbuhama, ali postaje sve prisutnija i u
istrazivanjima ponaSanja organizama tla, poput gujavica. Tehnike dubokog ucenja, poput
konvolucijskih neuronskih mreza i rekurentnih neuronskih mreza, primjenjuju se u analizama
poput procjene polozaja tijela, klasifikacije ponaSanja te pra¢enja drustvenih interakcija medu
jedinkama. Duboko ucenje nadmasSuje tradicionalne metode koje se oslanjaju na ruc¢no
promatranje 1 etograme, pruzaju¢i mogucénosti automatizacije i obrade velikih koli¢ina
podataka u stvarnom vremenu. Ovo omogucuje otkrivanje suptilnih obrazaca ponasanja koji
bi mogli pro¢i nezamijec¢eno prilikom ru¢ne analize. Jedan od klju¢nih doprinosa dubokog
uCenja je pracenje ponasanja bez upotrebe markera, Sto smanjuje stres za organizme i
povecava preciznost analize. Alati poput DeepLabCut omogucéuju visoko preciznu procjenu
polozaja s minimalnim potrebama za ozna¢enim podacima, dok napredniji sustavi poput

BehaviorDEPOT pruzaju detaljnu analizu kinematskih i posturalnih promjena. Takoder,
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algoritmi za 3D procjenu polozaja omogucuju pracenje pokreta u trodimenzionalnom
prostoru, $to je klju¢no za razumijevanje slozenih oblika kretanja i interakcija u prirodnim
uvjetima. Medutim, implementacija dubokog ucenja u bihevioristickim istrazivanjima
suoCava se s izazovima poput velike potrebe za oznacenim podacima i resursno zahtjevnim
treniranjem modela. Nedostatak dobro oznacenih skupova podataka za razliCite vrste
ponasanja otezava generalizaciju modela u razli¢itim kontekstima. Kako bi se prevladali ovi
problemi, istraziva¢i koriste tehnike poput prijenosnog ucenja, sintetskog generiranja
podataka 1 polunadziranih mreza kako bi obogatili postoje¢e skupove podataka i smanjili
zahtjeve za resursima. Primjena dubokog ucenja znaCajno doprinosi praéenju ponasSanja
divljih Zivotinja u prirodnim staniStima, ¢esto u kombinaciji s dronovima, satelitima i
kamerama za pracenje. Ipak, eticki aspekti, poput minimalne invazivnosti i zastite privatnosti,
kljucni su za odrzivu primjenu ovih metoda. Takoder, istie se potreba za interdisciplinarnim
pristupom koji ukljucuje racunalnu znanost, ekologiju i etologiju kako bi se maksimizirali

doprinosi ovih tehnologija razumijevanju ponasanja i o€uvanju Zivotinjskih populacija

Kim 1 sur. (2023) razvili su sustav za pracenje ponaSanja D. magna Koriste¢i algoritme
strojnog ucenja kao Sto su k-means klasteriranje i algoritam "simple online real-time tracking"
(SORT). Njihov sustav omogucuje brzo i precizno pracenje vise jedinki u realnom vremenu,
nadmasujuéi prethodne sustave u brzini obrade podataka i1 tocnosti identifikacije jedinki, ¢ime
se poboljSava procjena toksi¢nosti vode i bihevioristicki odgovori na izloZenost zagadivalima.
U podru¢ju 3D praéenja ponasanja, Yang i sur. (2021) koristili su strojno ucenje za
prepoznavanje obrazaca ponaSanja zebrica tijekom eksperimenta s elektri¢nim podrazajem.
Njihov sustav temeljen na algoritmu FuzzyART omogucio je prepoznavanje suptilnih
ponasanja povezanih s podrazajem i analizu ponasanja u 3D prostoru, §to je pokazalo

znacajne prednosti u preciznosti nad tradicionalnim metodama pracenja u 2D prostoru.

U istraZivanjima s gujavicama, koje se krecu i ukopavaju u neprozirnom mediju, metode
dubokog ucenja pokazale su se iznimno korisnim za pra¢enje ponasanja. Djerd; i sur. (2020)
razvili su model temeljen na konvolucijskoj neuronskoj mrezi koji prepoznaje dijelove tijela
gujavica na snimkama 2D terarija. Predikcije umjetne neuronske mreze koriste se za
kvantificiranje aktivnosti organizama tijekom eksperimenata. Ova metoda omogudila je
kontinuirano pracenje izbjegavanja kontaminiranog tla i pruzila precizne podatke o distribuciji

gujavica unutar eksperimentalne posude.
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Sustavi temeljeni na dubokom ucenju zahtijevaju znacajne resurse za treniranje modela,
ukljucujuéi velike skupove oznacenih podataka, ali nude visoku razinu tocnosti i

reproducibilnosti.
2.4.2.3. Softver za analizu bihevioristickih elemenata

Softverski alati za kvantifikaciju bihevioristickih biomarkera u ekotoksikoloskim
istrazivanjima omogucuju automatiziranu i preciznu analizu ponasanja organizama poput
vodenbuhama 1 gujavica. Prema pregledu Bownik (2017), kljucni alati koji se koriste za
pra¢enje plivanja vodenbuhama ukljucuju komercijalne programe i besplatne softverske
platforme. Medu najpopularnijima su Tracker®, ImageJ® i Ctrax®, koji omogucuju analizu
parametara kao Sto su brzina, broj skokova, kutovi skretanja i ukupna udaljenost prijedena
tijekom pokusa. Sustavi poput EthoVision® posebno su dizajnirani za automatizirano
pracenje ponasanja u 2D i 3D prostoru, dok DaphTox II® sustav mjeri do 14 parametara
ponasanja, ukljucujuci vertikalno kretanje, gravitaksiju i reakcije na svjetlosne podrazaje. Ovi
sustavi koriste infracrvenu tehnologiju za pracenje, §to omogucuje promatranje ponasanja i u
uvjetima niske osvijetljenosti. BehavioQuant je jo§ jedan napredni alat za kvantitativnu
analizu ponasanja akvatickih organizama, koji koristi racunalnu obradu slike za mjerenje

mobilnosti i preferencije prostora unutar eksperimentalne komore.

Uz komercijalne sustave, sve viSe se koriste alati temeljem racunalnog vida 1 algoritama
strojnog ucenja za dubinsku analizu ponasanja. Ovi pristupi omogucéuju preciznu
identifikaciju subletalnih promjena ponasanja koje mogu proéi nezamijeCeno rucnim
promatranjem. Primjerice, pra¢enje ponaSanja gujavica u tlu uz koriStenje softverskih rjesenja
koja ukljucuju neuronske mreze omogucuje prepoznavanje kompleksnih obrazaca kretanja 1
prilagodbi na stresne uvjete. lako su ovi sustavi resursno zahtjevni i ¢esto zahtijevaju velik
broj oznacenih podataka za treniranje modela, njihova preciznost i reproducibilnost znacajno

unapreduju procjenu ekotoksi¢nih uc¢inaka.
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3. MATERIJALI I METODE

3.1. Eksperimentalni organizmi
3.1.1. Vodenbuha vrste Daphnia magna Straus, 1820

Eksperimenti s vodenbuhama kao modelnim organizmima provedeni su s jedinkama vrste D.
magna Straus, 1820 nabavljenim u obliku efipija (Slika 9) od proizvodaca i1 sluzbenog
distributera eksperimentalnih setova za odredivanje inhibicije pokretljivosti D. magna

(Cladocera, Crustacea) (DAPHTOXKIT F magna kit).

Izlijeganje jedinki iz efipija potaknut je osiguravanjem povoljnih uvjeta temperature,
intenziteta svjetlosti 1 sastava vodene otopine propisanih u uputama proizvodaca
(Microbiotests Inc., Belgija). 1zlijeganje se odvijalo pri temperaturi od 20°C uz kontinuirano
osvjetljenje od najmanje 6000 luxn u standardnom mediju (ISO medij, pripremljen prema ISO
6341) te uz aeraciju. Jedinke mlade od 24 sata hranjene su spirulinom otopljenom u

standardnom mediju za uzgoj 2 sata prije pocetka testa toksi¢nosti.

Slika 9. Efipije D. magna.
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3.1.2. Gujavica vrste Dendrobaena veneta veneta Rosa, 1886

D. veneta Rosa, 1886 (Annelida: Clitellata: Lumbricidae) jedna je od najcesce koristenih vrsta
kompostnih gujavica, poznata po svojoj vaznoj ulozi u razgradnji organskog materijala. Ova
gujavica ima duzinu tijela od 50 do 70 mm, prepoznatljivu crvenu boju s prugastom
pigmentacijom 1 klitelum smjeSten na segmentima 27-33. lako se D. veneta sada moze
pronaci Sirom Europe, smatra se da njezino podrijetlo potjece s podrucja isto¢nog Mediterana.
Zbog svoje prilagodljivosti razli¢itim uvjetima tla i izdrzljivosti, D. veneta postala je modelni
organizam u brojnim istrazivanjima iz podrucja stani¢ne biologije, imunologije, kao i
istrazivanjima tla 1 okoliSa. Njezina prisutnost u tlu poboljSava strukturu i plodnost tla kroz
aeraciju i ubrzanu razgradnju organske tvari. Zahvaljuju¢i tim karakteristikama, D. veneta ima
kljuénu ulogu u ekosustavima i predstavlja vazan alat u ekoloSkom istraZivanju i praksi

kompostiranja.
3.2. Modelni toksikanti

U ovoj doktorskoj disertaciji, koriStena su zagadivala koja su Siroko prisutna u okoliSu, s
posebnim fokusom na pesticide. Pesticidi predstavljaju jedan od najvecih izvora zagadenja tla
1 vode u poljoprivrednim ekosustavima (Stehle i Schulz, 2015). Modelna zagadivala odabrana
su s popisa aktivnih tvari iz baze podataka o pesticidima Europske unije (EU Pesticides
Database), a kriteriji odabira bili su dostupnost na domacem trziStu 1 prisutnost u okoliSu.

Formulacije pesticida koriStene u eksperimentima su:

- NUFOS (Agrochem Maks), teku¢i emulzijski koncentrat s 480 g L' klorpirifosa
(CHP),

- Boom Efekt (Albaugh TKI d.0.0.), tekuéi koncentrat s 360 g L' glifosata (GLY),

- Confidor SC 200 (Bayer Crop Science), suspenzijski koncentrat s 200 g L
imidakloprida (IMI),

- Ficam WP80 (Bayer Crop Science), kruti insekticid s 800 g/kg bendiokarba (BDC),

- Folicur EW 250 (Bayer Crop Science), teku¢i emulzijski koncentrat s 250 g L'
tebukonazola (TEB),

- Difcor (Agriphar S.A.), teku¢i emulzijski koncentrat s 250 g L' difenkonazola (DIF),

- Indar 5 EW (DOW Agrosciences S.A.S.), teku¢i emulzijski koncentrat s 50 g L
fenbukonazola (FEN).
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Strukturne formule aktivnih tvari odabranih pesticida prikazane su na Slici 10.

a) b) c) d)

o)
><CH3
HC, = N
> OH o CH, | />
N :

e) f 0 .
Q_\j—F W\ O
/\ CHy N=

/N
/ N N
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Slika 10. Strukturne formule spojeva a) klorpirifos, b) glifosat, ¢) bendiokarb, d) imida-
kloprid, e) tebukonazol, f) difenkonazol i g) fenbukonazol (izvori: Web 1-7)

3.3. Eksperimentalni uvjeti i dizajn eksperimenata

Svi eksperimenti u sklopu ovoga istrazivanja provedeni su u kontroliranim laboratorijskim
uvjetima, a metodologija provedbe eksperimenata prilagodena je odabranim testnim
organizmima. Eksperimenti provedeni u sklopu ovoga istrazivanja temeljeni su na okoliSno
relevantnim koncentracijama odabranih pesticida. Svi eksperimenti ukljuc¢ivali su kontrolnu
skupinu te su organizmi podijeljeni u eksperimentalne skupine nasumicnim odabirom.
Eksperimenti su ukljucivali ve¢i broj ponavljanja kontrolnih i eksperimentalnih skupina.
Veli¢ina uzorka 1 broj replika odredeni su na temelju analize statistickih znacajki vrijednosti
krajnjih toCaka (bihevioristickih elemenata) dostupnih u relevantnoj literaturi te u skladu sa
Zeljenom snagom (eng. power), razinom greske i1 razinom statisticke znacajnosti predvidenih

statistiCkih testova te na temelju pilot istrazivanja a priori.
3.3.1. Eksperimenti s vodenbuhama

Eksperimenti s vodenbuhama kao modelnim organizmima provedeni su s jedinkama vrste D.
magna nabavljenim u obliku efipija (Slika 9) od proizvodaca i sluzbenog distributera
eksperimentalnih setova za odredivanje inhibicije pokretljivosti D. magna (DAPHTOXKIT F
magna kit).
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Kako bi se osigurala toCnost testa i1 osjetljivost testnih organizama, proveden je kontrolni test
kvalitete koriste¢i referentni toksi¢ni spoj kalij dikromat (K,Cr,0,), kako je preporuc¢eno od

strane proizvodata DAPHTOXKIT F magna kit-a.
3.3.1.1. Izlaganje organizama otopinama pojedinacnih formulacija pesticida

U eksperimentima su testirane pojedinacne formulacije sedam pesticida. Otopine testnih
spojeva pripremljene su u standardnom mediju za uzgoj eksperimentalnih organizama, a
njihove koncentracije izrazene su kao masa aktivne tvari pesticida po jedinici volumena
otopine (mg A.l. / mL) (Tablica 1). Formulacije pesticida koriStene u eksperimentima

navedene su u potpoglavlju 3.2. Modelni toksikanti.

Tablica 1. Koncentracije pesticida izrazene kao masa aktivne tvari pesticida po jedinici

volumena otopine (mg A.I. / mL) kori$tene u eksperimentima s vodenbuhama

Pesticid C1 C2 C3 C4 C5
Klorpirifos (CHP) 0,00l mgL"' | 0,00mgL" | 0,1mgL" 1 mgL" 5mgL"
Glifosat (GLY) 0,05 mg L™ 0,5mgL"! 5mgL’! 10 mg L 15mgL"!
Imidakloprid (IMI) 2,5mgL" 25mgL! | 250mgL' | 500mgL"' | 750 mgL"
Bendiokarb (BDC) 0,5 ug L lugL! 10 pg L 25 ug L 50 ug L'
Tebukonazol (TEB) | 0,001 mgL"' | 0,0lmgL' | 0,1 mgL" 1 mgL’ 5mgL"
Difenkonazol (DIF) | 0,001 mgL' | 0,0lmgL" | 0,1 mgL" 1 mgL" 5mgL’
Fenbukonazol (FEN) | 0,001 mgL"' | 0,0l mgL"' | 0,1 mgL" ImgL’ 5mgL’

Izlaganje je provedeno u prozirnim plasticnim Petrijevim zdjelicama promjera 50 mm, u 10
mL otopina testnih spojeva. Organizmi su izlozeni otopinama zagadivala tijekom 48 sati, pri
20 °C u mraku. U pokusima je koriSteno sedam replika (septaplikat), a u svakoj komori za

izlaganje kontrolnoj (CO) i testnim otopinama (C1-C5) nalazilo se po pet jedinki.
3.3.1.2. I7laganje organizama binarnim mjeSavinama pesticida

Eksperimenti s binarnim mjeSavinama provedeni su prema tzv. zrakastom dizajnu stalnih
omjera (eng. fixed-ratio ray design) (Meadows 1 sur., 2002) temeljem efektnih koncentracija
(EC50) pojedinac¢nih spojeva pesticida za srednju brzinu plivanja nakon 24-satnog izlaganja
(24-h EC50(v,,)). Rezultati EC50 vrijednosti za srednju brzinu plivanja (v,,) nakon 24 sata

izlozenosti koriSteni su kao osnova za dizajn eksperimenata s binarnim mjeSavinama

52


https://www.zotero.org/google-docs/?2YoR8M

zagadivala s obzirom kako se srednja brzina plivanja naj¢es¢e mjeri kao temeljni
bihevioristicki element u istrazivanjima. MjeSavine su pripremljene u omjerima koji
odgovaraju pet omjera efekata (eng. effect ratios) (0%:100% (M1), 25%:75% (M2), 50%:50%
(M3), 75%:25% (M4) 1 100%:0% (MS5)). Svaka binarna mjeSavina potom je razrijedena kako
bi se dobila razrjedenja koje odgovaraju 100%, 10% 1 1% volumne koncentracije svake
mjeSavine. Eksperimenti su provedeni u pet ponavljanja (pentaplikat), pri ¢emu je u svaku
komoru za izlaganje postavljeno po pet jedinki vodenbuha, u 10 mL otopine binarne
mjeSavine po ponavljanju, pri 20 °C u mraku. Inkubacija je trajala 24 sata, buduci kako je
osnovna veli¢ina za dizajn eksperimenta bila 24-h EC50(v,,). U kontrolnoj skupini nije
zabiljezena smrtnost niti nepokretnost organizama. Rezultati eksperimenata s binarnim

mjeSavinama prikazani su u tabli¢nom obliku te pomoc¢u izobolograma (Tallarida, 2016).

3.3.2. Eksperimenti s gujavicama

Eksperimenti s gujavicama kao modelnim organizmima provedeni su s modelnom vrstom D.
veneta. Oragnizmi su izloZeni odabranim pesticidima (popis pesticida dan u potpoglavlju 3.2

Modelni toksikanti) na filter papiru i u umjetnom tlu.
3.3.2.1. Izlaganje organizama na filter papiru

PonaSanje gujavica zabiljezeno je u sklopu modificiranog kontakt testa na filter papiru
(OECD, 1984), izlaganjem jedinki otopinama pesticida u Petrijevim zdjelicama promjera 90
mm (Slika 11). Trajanje eksperimenta bilo je 48 sati. Koncetracije testnih otopina izracunate
su temeljem podataka iz literature i uputama proizvodaca vezanim za primjenu proizvoda na
odredenoj povrsini zemljista (npr. L/ha). Koncentracije pesticida izrazene su kao masa aktivne
tvari (eng. active ingredient, A.l.) pesticida po jedinici povrsine filter papira, u ug AL / cm?

(Tablica 2).
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Tablica 2. Koncentracije pesticida izraZzene kao masa aktivne tvari pesticida po jedinici

povrsine filter papira (ug A.L. / cm?) koriStene u eksperimentima

Pesticid C1 C2 C3 C4 Cs
(ng AL/ cm?) (ng AL/ em?) (ng AL/ em?) (ng AL/ cm?) (ng AL/ em?)

Klorpirifos (CHP) 10 25 50 100 150
Glifosat (GLY) 25 50 100 150 300
Imidakloprid (IMI) 0,05 0,1 0,25 0,5 1
Bendiokarb (BDC) 2,5 5 10 25 50
Tebukonazol (TEB) 2,5 5 10 25 50
Difenkonazol (DIF) 2,5 5 10 25 50
fgg&‘;konml 25 50 100 250 500

Slika 11. Snimanje ponaSanja gujavice u sklopu modificiranog filter papir testa. Na slici je
prikazana kutija za jednoliko osvjetljavanje s donje strane, eksperimentalna komora (Petrijeva
zdjelica ¢ije dno je prekriveno filter papirom navlazenim testnom otopinom) u kojoj se nalazi
jedinka modelnog organizma te kamera postavljena izravno iznad eksperimentalne komore.
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3.3.2.2. Izlaganje organizama u umjetnom tlu

U eksperimentima je koriSteno umjetno tlo sastava propisanog u odgovaraju¢im OECD 1 ISO

standardima (ISO, 2023; OECD, 1984). Tretmani okoliSno relevantnih koncentracija

odabranih pesticida pripremljeni su homogenim umjesavanjem vodenih otopina pesticida u

testna tla, a koncentracije pesticida odredene su temeljem podataka iz literature i/ili sukladno

uputama za koristenje komercijalnih pripravaka pesticida, a koncentracije pesticida izraZzene

su kao masa aktivne tvari pesticida po jedinici mase tla (mg A.L. / kg tla) (Tablica 3). U

kontrolnoj grupi je umjesto otopina komercijalnih pripravaka pesticida u destiliranoj vodi

koriSten odgovarajuéi volumen destilirane vode. Trajanje izlaganja bilo je sedam dana.

Tablica 3. Koncentracije pesticida izrazene kao masa aktivne tvari pesticida po jedinici

povrsine filter papira (u mg A.L. / kg tla) koriStene u eksperimentima

Pesticid C1 C2 C3 C4 Cs
(mg AL /kg tla) | (mgA.L/kgtla) | (mgA.L/kgtla) | (mgA.L/kgtla) | (mgA.L/kg tla)

Klorpirifos (CHP) 1 3 10 20 30
Glifosat (GLY) 1 5 15 30 60
Imidakloprid (IMI) 0,1 1 5 10 20
Bendiokarb (BDC) 0,1 1 5 10 20
Tebukonazol (TEB) 1 3 10 50 100
Difenkonazol (DIF) 1 3 10 50 100
Fenbukonazol (FEN) 1 3 10 50 100
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3.4. Metodologija mjerenja bihevioristickih elemenata

3.4.1. Utvrdivanje i kvantifikacija bihevioristickih elemenata vodenbuha

Aktivnost plivanja vodenbuha zabiljeZena je 24 sata i 48 sati nakon izlaganja. Posudice za
izlaganje (Petrijeve zdjelice promjera 50 mm) koriStene su ujedno i kao komore za opazanje
(snimanje) kako bi se eliminirao mogu¢i ucinak stresa uzrokovanog prijenosom organazama
iz jedne posudice u drugu. PonaSanje vodenbuha u svakoj Petrijevoj zdjelici snimano je
pomoc¢u industrijske kamere (video rezolucije 1280x720 px) tijekom 60 sekundi pri
frekvenciji (framerate) od 30 sli¢ica po sekundi. Kako bi se standardizirala procedura
snimanja 1 eliminirali u€inci vanjskih podrazaja na mjerene parametre, izradena je apartura s
bazom koja je sluzila kao izvor svjetlosti za osvjetljavanje Petrijeve zdjelice odozdo
(dimenzija (DxSxV): 14x14x6 cm), i zatvorenom komorom (dimenzija (DxSxV): 12x12x10
cm), koja je eliminirala ambijentalno svjetlo. Vertikalno kretanje vodenbuha bilo je
zanemarivo zbog plitke dubine otopine u zdjelici za opazanje. Trajektoriji D. magna
zabiljeZeni su koriStenjem odgovarajucih funkcija Python paketa OpenCV (Bradski, 2000) 1
TrackPy (Allan i sur., 2021) te novih funkcija razvijenih u okviru ovog istrazivanja. OpenCV
je koristen za oduzimanje pozadine, dok je otkrivanje, identifikacija i pracenje organizama
obavljeno koriStenjem TrackPy Python alata za pracenje Cestica. Kao rezultat, dobivene su
putanje pojedinih organizama. Biomarkeri ponaSanja vodenbuha izraCunati su pomocu

NumPy (Harris i sur., 2020) iz putanja dobivenih s TrackPy paketom.
3.4.1.1. Srednja brzina plivanja tijekom promatranog razdoblja (v,,)

Ukupna udaljenost plivanja jedinki izracunata je na temelju poloZaja (niza x- 1 y-koordinata) u
svakoj slic¢ici/kadru (eng. frame) snimke. Udaljenost prijedena izmedu uzastopnih sli¢ica

izracunata je na temelju pomaka x- i y-koordinata organzma prema sljede¢em izrazu:

= \/sz + Ayz = \/(xn+1 - xn)z + (yn+1 - yn)z , Jednadzba 1

n-n+1

gdje d,_,., predstavlja udaljenost prijedenu izmedu sli¢ica n i n+1, Axi1 Ay su pomaci X iy

koordinata izmedu uzastopnih sli¢ica, a x,, y,, X,+; 1 ¥,:; su x 1y koordinate organizma u dvije
uzastopne slic¢ice. Ukupna prijedena udaljenost za svaku jedinku izraCunata je prema

sljede¢em izrazu:
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n=n
frames

D= ) d,Jednadzba 2
n=1 "
gdje D oznacava ukupnu udaljenost koju je jedinka preplivala, a d, predstavlja udaljenost

prijedenu izmedu uzastopnih sli¢ica snimke. Na temelju ovih veli¢ina, prosjecna brzina

plivanja izraCunata je za svaku jedinku kako slijedi:

D

vo=- , Jednadzba 3

av total

gdje v,, predstavlja prosjecnu brzinu organizma tijekom cijele snimke, D je ukupna prijedena
udaljenost organizma, a ¢, je ukupno trajanje snimke u sekundama. Nakon pretvaranja
prijedene udaljenosti u pikselima u milimetre, prosjecna brzina plivanja svake jedinke

izraZena je u mm s
3.4.1.2. Maksimalna brzina plivanja organizama (v,,,,)

Maksimalna brzina plivanja (v,,,) organizama izracunata je implementacijom jednostavnog
pomic¢nog prosjeka (eng. simple moving average, SMA) duz vektora s podacima o udaljenosti
prijedenoj izmedu uzastopnih sliica, s intervalom od 15 sli¢ica (Sto odgovara 0,5 sekundi).

Op¢a jednadZzba za SMA je sljedeca:
n
SMA = % ) di, Jednadzba 4
i=1

gdje n oznacava Sirinu filtra (ovdje 15 sli¢ica), a d; odgovara udaljenosti prijedenoj izmedu
sli¢ica i+/ 1 i. Tako je maksimalna brzina svakog organizma (v,,,) izracunata kao kvocijent

maksimalne vrijednosti dobivene primjenom SMA filtra i trajanja sli¢ica (1/fps = 1/30 s):

max(SMA v
voo= #, Jednadzba 5
max H

Parametar v,,,, je izraZen u mm s
3.4.1.3. Indeks pokretljivosti (MI) (udio vremena provedenog u kretanju)

Na temelju udaljenosti prijedene izmedu uzastopnih sliCica (izraCunate prema Jednadzbi 1),
algoritmom razvijenim u okviru ovog istrazivanja identificirane su sli¢ice u kojima je

zabiljezen pomak polozaja. Iz tih podataka odreden je ukupni broj sli¢ica s pokretom, a zatim
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udio vremena provedenog u kretanju. Vrijeme provedeno u kretanju odredeno je za svaku

jedinku, prema jednadzbi:

Yd >0

n-n+1

t . . — nframes,swimminq — , Jednadiba 6
swimming fps fps

gdje Zyimming predstavlja vrijeme provedeno u plivanju izraCunato za svaku jedinku u
sekundama, 74es swimming J€ broj slicica u kojima je zabiljeZen pomak poloZaja (tj. prijedena
udaljenost je bila veca od 0), a fps je frekvencija snimanja. Konacno, udio vremena

provedenog u plivanju, tj. Indeks pokretljivosti (MI), izracunat je kako slijedi:

t
MI =%, Jednadzba 7

total

gdje timming Predstavlja vrijeme provedeno plivajuéi, izrazeno u sekundama (Jednadzba 6), a
Lo 0Znacava ukupno trajanje snimke u sekundama. Moguce vrijednosti MI su u rasponu

MIe [0, 1].
3.4.1.4. Prosjecna frakcijska brzina (v;,.) (prosjecna brzina tijekom perioda kretanja)

S ciljem otkrivanja potencijalnog privremenog imobilizirajuéeg ucinka pesticida ili uc¢inka
povecanog vremena odmora, takoder smo izraCunali brzinu plivanja jedinki s obzirom na
vrijeme provedeno plivaju¢i. Uveli smo ovaj parametar kako bismo izracunali stvarnu
prosjecnu brzinu plivanja organizama te tako dobili detaljniji uvid u dinamiku njihovog
kretanja. Ovaj parametar nazvan je prosje¢nom frakcijskom brzinom (v;,.) 1 izraCunat je

prema jednadzbi:

=~ D , JednadZzba 8

swimming

frac

gdje je D ukupna udaljenost koju je jedinka presla (Jednadzba 2) (u mm), a #,mine j€ VIijeme

provedeno u kretanju (u s). Parametar v, izrazen je u mm ™.
3.4.1.5. Diskontinuitet kretanja (DOM)

Ukupno ponaSanje vrsta roda Daphnia sastoji se od uzastopnih frakcija aktivnosti plivanja
pracenih fazama odmora. Podaci o udaljenosti prijedene izmedu uzastopnih sli¢ica snimke

(JednadZba 1) koriSteni su za odredivanje broja frakcija trajektorija za svaku jedinku. Niz
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uzastopnih pomaka polozaja smatrana je frakcijom kretanja, a ukupan broj frakcija kretanja

odreden za svaku jedinku koristen je kao mjera diskontinuiteta kretanja (DOM).
3.4.1.6. Prosjecna duljina frakcija kretanja (MFL,,)

Na temelju broja frakcija kretanja organizama (DOM), prosjena duljina frakcija kretanja

svakog organizma izracunata je prema izrazu:

D
DOM >

MF Lav = Jednadzba 9

gdje je D ukupna prijedena udaljenost (u mm), a DOM je broj frakcija trajektorija. MFL,,

oznacava prosjecnu duljinu frakcije trajektorija izrazenu u mm.
3.4.1.7. Maksimalna duljina frakcija kretanja (MFL,,,.)

Maksimalna duljina frakcija pokreta (MFL,,,) odredena je kao najduza udaljenost prijedena

tijekom serije uzastopnih pomaka poloZzaja te je izrazena u mm.
3.4.1.8. Broj promjena smjera (NDC)

Istodobno s izracunavanjem udaljenosti prijedene izmedu uzastopnih sli¢ica, izracunat je i
smjer plivanja organizama. Nagib pravca odredenog dvjema tockama u odnosu na x-0s moze

se izra¢unati kao:

tanb = ﬁ—i’ = T(%’ Jednadzba 10

gdje tanf predstavlja tangentu smjera plivanja organizma, AX i Ay su pomaci x i y koordinata
izmedu uzastopnih slicica, a x,, v,, X,+; 1 ¥,+; su X 1 y koordinate organizma u dvije uzastopne
slicice. Posljedi¢no, smjer plivanja organizma (kut u odnosu na x-os), definiran x 1y

koordinatama organizma u uzastopnim sli¢icama, izracunava se kao:

— _1£ _ -1 (yn+1_yn) v
0 = tan A tan m, Jednadzba 11

gdje je tan trigonometrijska inverzna tangens funkcija, a ostali simboli su identi¢ni onima
opisanim za Jednadzbu 10. Kut 8 u Jednadzbi 11 izracunat u radijanima zatim se pretvara u

stupnjeve:

0 dog = Gm 4 %, Jednadzba 12
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Nakon izraCunavanja smjera plivanja svakog organizma izmedu uzastopnih sli¢ica, promjena
smjera mogla je biti otkrivena usporedbom uzastopnih smjerova plivanja primjenom pravila:

1F|en+1 - 9n|2thr5: DC =1

ELSEIF|6n+1 - en| < thrs:DC = 0 Jednadzba 13

§to znaci da je promjena smjera (DC) otkrivena ako smjer plivanja organizma u sli¢ici n+/
(0,.;) odstupa za +thrs u odnosu na smjer izraCunat za sliCicu (6,). Prag vrijednosti (¢hrs)
koriSten u izra¢unima bio je 10°, ¢ime se izbjegavala “lazno pozitivna” ocitanja zbog
odredivanja srediSnje koordinate organizama. Konacno, ukupni broj promjena smjera (NDC)

svakog organizma izracunat je kao zbroj otkrivenih promjena smjera:
NDC =Y, DC. Jednadzba 14

3.4.1.9. Indeks promjene smjera nakon odmora (AR_DCI)

Za izraCunavanje ovog parametra, usporeden je smjer plivanja organizama prije 1 nakon
pojedine faze odmora. Koriste¢i te podatke, odreden je broj slucajeva kada su organizmi
promijenili smjer plivanja nakon faze odmora u odnosu na smjer prije faze odmora. Takoder,
utvrden je broj slucajeva kada su organizmi zadrzali smjer plivanja nakon faze odmora.
Indeks promjene smjera nakon odmora izracunat je prema izrazu:
AR DCI e Jednadzba 15
= —————— JednadZba
- ARN_ +ARN
gdje je AR _DCI indeks promjene smjera nakon odmora, AR NDC je broj slucajeva kada su
organizmi promijenili smjer plivanja nakon faze odmora, a AR_NDS je broj sluc¢ajeva kada su

organizmi zadrzali smjer plivanja nakon faze odmora. Moguce vrijednosti AR DCI su u

rasponu AR_DCIE€ [0, 1].
3.4.1.10. Fraktalna dimenzija (FD)

Fraktalna dimenzija putanja plivanja vodenbuha izracunata je koriStenjem formule Katza i

Georgea (1985):

D = —L2I®M ___ jednadzba 16
log(N)+log(T)

60



gdje je L ukupna duljina trajektorija jedinke (izraCunata prema Jednadzbi 2), D je promjer
opsega trajektorija (maksimalna udaljenost izmedu bilo koje dvije tocke putanje), a N je broj
koordinata koji Cine trajektorij, tj. ukupan broj kadrova snimke (izracunato kao umnozak

trajanja snimke (u sekundama) i frekvencije snimanja (fps)).
3.4.2. Utvrdivanje i kvantifikacija bihevioristickih elemenata gujavica

3.4.2.1. Odredivanje bihevioristickih elemenenata gujavica u okviru modificiranog filter

papir testa

U okviru modificiranog filter papir testa, ponasanje gujavica pra¢eno je snimanjem u
24-satnim vremenskim razmacima. Dobiveni videozapisi koriSteni su kao ulazni podaci za
algoritam za segmentaciju gujavica, s ciljem odredivanja skupa piksela koji pripadaju gujavici
i njihove izolacije od pozadinskog okruzenja. Nakon uspje$ne segmentacije primijenjena je
tehnika skeletonizacije kako bi se struktura gujavice pojednostavila na tzv. osnovni skelet,
odnosno centralnu liniju koja najbolje predstavlja glavni oblik tijela. Na temelju izvornih 1
skeletoniziranih slika izvrSena je detekcija prostomija, ¢ime je identificiran prednji dio tijela
gujavice, te je odreden smjer njenog kretanja. Analiza ovih elemenata omogudéila je
kvantifikaciju bihevioristickih parametara gujavica tijekom eksperimentalnog razdoblja te
izraCunavanje prosjecne brzine kretanja, njezinog relativnog polozaja u odnosu na povrsinu
Petrijeve zdjelice (uz rub ili prema srediSnjem dijelu), udio vremena provedenog krecuci se

prema naprijed i unatrag, indeks pokretljivosti (MI) te broj podizanja prostomija.

3.4.2.2. Odredivanje bihevioristickih elemenenata gujavica u okviru modificiranog testa u

tlu

Za kontinuirano pracenje ponasSanja gujavica izravno u tlu koristena je aparatura i softversko
rjeSenje koje smo sami razvili (Djerd;j i sur., 2020). Aparatura se sastoji od zatvorene drvene
kutije (75 ecm x 30 cm x 35 cm), 2D terarija sastavljenog od dvije staklene ploce (25 cm x 20
cm) medusobno odmaknute 4 cm, te dvije web-kamere postavljene simetri¢no na obje strane
terarija (Slika 12). 2D terarij ispunjen je rahlim umjetnim tlom sastava propisanog

protokolima OECD 1 ISO (ISO, 2023; OECD, 1984) relativne vlaznosti 50%.
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Slika 12. Shematski prikaz aparature za kontinuirano pra¢enje ponasanja gujavica u tlu: a) 2D

terarij, b) kamere, c) kutija s poklopcem koji sprjecava prodiranje ambijentalne svjetlosti.

PoloZaj gujavica tijekom trajanja eksperimenata biljezen je istovremenim fotografiranjem obje
strane terarija pomoc¢u web-kamera centriranih 1 postavljenih na jednaku udaljenost od terarija
(Slika 13). Za vrijeme aktivacije kamera svjetlo se automatski na kratko (~ 1 s) upalilo.
Web-kamere su se aktivirale svakih 60 s. Fotografije obje strane terarija biljeZene i pohranjene
su pomocu OpenCV paketa (Bradski, 2000) u Python programskom jeziku. S ciljem
postizanja medusobnog preklapanja slika dobivenih s web kamera, prethodno je izvrSena
kalibracija kamera. Prije analize slijeda fotografija polozaja gujavica, na fotografijama je

pomocu funkcija iz paketa OpenCV izvrSena i korekcija perspektive.

Slika 13. Primjer fotografije jedne stranice 2D terarija u kojem se nalazi gujavica.

Odredivanje polozaja gujavica ukopanih u tlo postignuto je koriStenjem duboke konvolucijske
neuronske mreze (Slika 14) (Long i sur., 2015) simetri¢ne (tzv. U-net) arhitekture gradene od

silaznog (suzavajucéeg) i uzlaznog (prosirujuceg) kraka (Ronneberger i sur., 2015).
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Slika 14. Struktura "U-net" duboke neuronske mreZe. Narancasti pravokutnici oznacavaju visekanalne
mape znacajki (eng. multi-channel feature maps). Broj kanala u svakom od njih oznacen je brojem
iznad pravokutnika, dok je prostorna dimenzija (x-y) nazna¢ena u donjem lijevom dijelu pravokutnika.
Bijeli pravokutnici oznacavaju kopirane mape znacajki. Plavim strelicama oznacene su operacije 3x3
konvolucije nakon koje slijedi ReLU aktivacijska funkcija. Sive strelice oznacavaju operaciju spajanja
mapa znacajki. Crvenim strelicama oznaceni su slojevi koji vrSe saZzimanje (eng. pooling). Zelene
strelice oznacavaju 2x2 dekonvolucijske slojeve. Svjetloplava strelica oznacava operaciju 1x1

konvolucije.

Ulazni podatak (dimenzija 816 px x 608 px x 3) skaliran na raspon vrijednosti 0-1 najprije
ulazi u suzavaju¢i krak kojeg Cini vec¢i broj blokova od po dvije uzastopne operacije 3x3
konvolucije, nakon ¢ega slijedi ReLU (eng. rectifier linear unit) aktivacijska funkcija te 2x2
sazimanje maksimalnom vrijednoS¢u (eng. max pooling) s korakom od 2. Prolaskom kroz
slojeve silaznog kraka, broj kanala znacajki u svakom koraku se udvostrucuje, od 8 do 128.
Uzlazni krak c¢ine blokovi od uzastopne operacije 2x2 dekonvolucije (transponirana
konvolucija), operacije spajanja odgovaraju¢ih mapa znacajki iz silaznog i uzlaznog kraka i
dvije uzastopne operacije 3x3 konvolucije. Posljednji sloj neuronske mreZe je operacija 1x1
konvolucije nakon kojeg slijedi aktivacijska funkcija softmax. Sve operacije konvolucije
koriste nepromijenjeno nadopunjavanje (eng. same padding), $to zna¢i da mapu znacajki
nadopunjuju nulama oko rubova na nacin da, nakon konvolucije, izlazna mapa znacajki ima
o¢uvane dimenzije. Izlazni podatak neuronske mreze je 1D matrica jednakih prostornih
dimenzija kao ulazni podatak koja za svaki piksel ulaznog podatka daje vrijednost

vjerojatnosti da taj piksel pripada gujavici. Kada se ovaj postupak ponovio za sve slike
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pohranjene tijekom trajanja eksperimenta s obje kamere, polozaj organizama na podrucju
terarija bilo je moguce pratiti i tijekom vremena. No, budu¢i da su kamere postavljene na
suprotne strane terarija, preklapanje i komplementarnost istovremeno nacinjenih fotografija
postignuto je horizontalnim okretanjem svih slika dobivenih s jedne od kamera. Potom, kako
bi se dobio uvid u trenutno stanje i polozaj eksperimentalnih organizama, izracunat je prosjek
predikcija modela za odgovarajuce parove slika s dvije kamere (Slika 15). Konacni rezultat se
nakon toga podvrgnuo filtriranju vrijednosti nizih od zadane grani¢ne vrijednosti (eng.

thresholding). Time je postignuto smanjenje Suma u kona¢nom rezultatu.

CAM1 v CAM2 AVERAGED 0.00
e - - 0.20
¥ . ) ) 0.40

| ' B 0.60
= | . 0.80

2

Slika 15. Primjer izracuna prosjecne vrijednosti predikcije (AVERAGED) modela za par slika
dobiven istovremenom aktivacijom kamera postavljenih na suprotne strane terarija (CAMI1 i

CAM2).
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3.5. Primjena dubokog ucenja u svrhu detekcije izloZenosti organizama

zagadivalima

U svrhu detekcije izlozenosti vodenbuha razliCitim zagadivalima primijenjen je algoritam
dubokog ucenja zasnovan na viSeslojnoj neuronskoj mrezi (eng. multi-layer perceptron,
MLP). Koristeni skup podataka ukljucivao je deset bihevioristickih elemenata povezanih s
kretanjem vodenbuha (v,,, V44, DOM, MFL,,, MI, NDC, v,,,., MFL,,.., AR_DCI, FD) i vrijeme
izloZzenosti, koji su koriSteni kao ulazne vrijednosti MLP. Pripadajue oznake tretmana,
definirane kao kombinacija oznaka pesticida i eksperimentalne grupe, koriStene su kao izlazne
vrijednosti MLP-a za klasifikaciju. Standardizacija ulaznih varijabli je provedena tako da su
sve vrijednosti prilagodene na nacin da imaju srednju vrijednost nula i standardnu devijaciju

jedan prema slijede¢em izrazu:
z = x—;“— , Jednadzba 17

gdje je x pojedinacna vrijednost varijable, u je srednja vrijednost varijable i ¢ standardna
devijacija varijable, a z je standardizirana vrijednost. Svrha ovog koraka je ujednacavanje
varijanci ulaznih varijabli kako bi se sprijecila dominacija varijabli s vecim rasponom

vrijednosti nad modelom i osigurala stabilnija konvergencija tijekom treniranja mreze.

Ciljna varijabla definirana je kao kombinacija tretmana i koncentracijske grupe za svaki
eksperimentalni uzorak te je kodirana pomocu one-hot metode. One-hot kodiranje je tehnika
koja se koristi za pretvaranje kategorijskih podataka u numericki oblik. Svaka kategorija iz
izvorne varijable pretvara se u jedinstveni binarni vektor, gdje svaki vektor ima duljinu
jednaku ukupnom broju kategorija. U ovom vektoru, pozicija koja predstavlja odredenu

kategoriju ima vrijednost 1, dok su sve ostale vrijednosti 0.

Na primjer, u slucaju kada je rijec o tri kategorije (npr. A, B 1 C), one-hot kodiranjem klasa A
poprima oblik [1, 0, 0], klasa B [0, 1, 0], a klasa C [0, 0, 1]. Ova tehnika omogucava

razlikovanje kategorija bez uvodenja numeri¢kog rangiranja medu njima.

Skup podataka je podijeljen u skup za treniranje i testiranje primjenom stratificirane podjele
kako bi se ocuvala reprezentativnost klasa u oba skupa, odnosno zastupljenost populacijskih
podgrupa u uzorku. Model neuronske mreZze sastavljen je od tri sloja: ulaznog sloja

prilagodenog broju znacajki (11 neurona), dvaju skrivenih slojeva sa po 64 neurona, te
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izlaznog sloja s brojem neurona koji odgovara broju jedinstvenih klasa (35 neurona). Kao
aktivacijska funkcija skrivenih slojeva koriStena je ReLU (eng. rectified linear unit):

RelLU(x) = x = max(0,x) = x—+2|£|- , Jednadzba 18

pri ¢emu funkcija ReLU(x) vraca vrijednost x kada je x>0, a 0 kada je x=<0.

U izlaznom sloju primijenjena je funkcija softmax (Jednadzba 19). Softmax tunkcija, poznata i
kao softargmax ili normalizirana eksponencijalna funkcija, pretvara vektor od K realnih
brojeva u distribuciju vjerojatnosti za K mogucih ishoda. Ona predstavlja generalizaciju
logisticke funkcije na viSe dimenzija te se koristi u multinomijalnoj logistickoj regresiji.
Softmax funkcija Cesto se koristi kao zavrsna aktivacijska funkcija neuronske mreze kako bi

normalizirala izlaz mreze u distribuciju vjerojatnosti nad predvidenim klasama izlaza.

z

o(z)i= Kelz , Jednadzba 19

j=1

Z.
gdje je z ulazni vektor, e  je standardna eksponencijalna funkcija za ulazni vektor, K je broj

Z.
klasa u viseklasnom klasifikatoru, a e ’ je standardna eksponencijalna funkcija za izlazni

vektor.

Prilikom treninga modela kao funkcija gubitka (eng. loss function) koriStena je kategorijska
unakrsna entropija (eng. categorical cross-entropy), primjenom algoritma za optimizaciju

Adam (Kingma i sur., 2014), sa stopom uc¢enja 0,001.

U svrhu optimizacije modela, koriStena je tehnika iterativnog treniranja kroz 50 iteracija s
razli¢itim sluajnim pocetnim stanjima. U svakoj iteraciji model je evaluiran i pohranjena je
inaCica s najboljim performansama. Evaluacija modela obuhvatila je izratun konfuzijskih
matrica za svaku iteraciju. Nakon svih iteracija, izradena je srednja konfuzijska matrica kao
agregirani prikaz klasifikacijske to¢nosti modela u 50 iteracija, a dodatno je prikazana i
kumulativna matrica pogreSaka. Ovi rezultati prikazani su primjenom toplinskih mapa (eng.
heatmap), uz pripadaju¢e oznake stvarnih i predvidenih klasa. Za analizu stabilnosti mreze,
broj ostvarenih epoha po iteraciji te najbolja to€nost treniranja modela u svakoj iteraciji

pohranjeni su u CSV datoteku za daljnje usporedbe i evaluaciju.
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3.6. Statisticka obrada podataka

Svi podaci analizirani i vizualizirani su u programskom okruzenju R, verziji 4.4.1 (R Core
Team, 2024). Budu¢i da su statisticki znacajna odstupanja od normalnosti utvrdena
koriStenjem Shapiro-Wilk testa, razlike izmedu tretiranih 1 kontrolnih skupina analizirane su
Kruskal-Wallisovom jednosmjernom analizom varijance, nakon ¢ega je proveden Dunnov
post-hoc test (razina znacajnosti = 0,05). Prilagodba krivulja ovisnosti o dozi i izraun
koncentracija u¢inka (ECx) provedeni su koriStenjem paketa drc (Ritz i sur., 2015). S ciljem

odredivanja najprikladnijeg modela, na podatke su primijenjene slijedece funcije:

3-parametarska log-logisti¢ka funkcija s donjom asimptotom 0:

_ d—0
fG) =0+ Trexp(b(log(x)—log (@)

, Jednadzba 20

gdje je b parametar nagiba, d je gornja asimptota, a parametar e odgovara ED50.
3-parametarska Weibull funkcija (tip 1) s donjom asimptotom 0
f(x) =0+ (d — 0) exp(— exp(b(log(x) — e))) ,Jednadzba 21
gdje je b parametar nagiba, d je gornja asimptota, a exp(e) je tocka infleksije.
3-parametarska Weibull funkcija (tip 2) s donjom asimptotom 0
f(x) =0+ (d — 0) exp(— exp(b(log(x) — log(e)))) ,Jednadzba 22

gdje je b parametar nagiba, d je gornja asimptota, a exp(e) je tocka infleksije.

Brain-Cousens hormeticki model s donjom asimptotom 0

. d—0+fx
f(x) =0+ 1+exp(b(log(x)—log(e)))

, Jednadzba 23

gdje parametar b nema izravnu interpretaciju, d je gornja asimptota, parametar e nema izravnu
interpretaciju, a parametar f je proporcionalan jacini hormeti¢kog ucinka (f=0 oznacava
izostanak hormetickog ucinka; ovaj parametar mora biti pozitivan kako bi model bio valjan,

tj. />0).

3-parametarska asimptotska regresija s donjom asimptotom 0

67


https://www.zotero.org/google-docs/?Ch9HMf
https://www.zotero.org/google-docs/?Ch9HMf
https://www.zotero.org/google-docs/?cds7IN

f(x) =c+ (d— c)(1 — exp(— %)) , Jednadzba 24

gdje je ¢ donja asimptota (u x=0), parametar d je gornja asimptota, dok je parametar e>0

odgovoran za strminu porasta funkcije u ovisnosti o x.

3-parametarski pomaknuti Michaelis-Menten model

d— .
f(x) =c+ 1+e;x , Jednadzba 25

gdje je ¢ donja asimptota (u x=0), a d gornja asimptota. Parametar e odgovara dozi koja daje

odgovor na pola puta izmedu c 1 d.

Odabir modela tijekom prilagodbe ovisnosti o dozi temeljen je na testu prikladnosti 1
Akaikeovom informacijskom kriteriju (AIC). Na temelju rangiranja modela, odluceno je
primijeniti troparametarske log-logisti¢ke funkcije (LL.3) na sve podatke. Na podatke su
primijenjene log-logisticke funkcije s tri parametra i donjom asimptotom fiksiranom na 0,
koristenjem funkcije "LL.3", dok je prisutnost hormetickih odgovora procijenjena
prilagodbom log-logistickog modela Brain-Cousens s pet parametara, koriStenjem funkcije
"BC.5". Parametri modela ovisnosti o dozi usporedeni su funkcijom "compParm" (razina
znacajnosti = 0,05). Koncentracije pri kojima nije opazen ucinak (NOEC) odredene su

funkcijom "NOEC" iz paketa mixtox (Zhu, 2022).

Interakcije komponenti binarnih ekvitoksi¢nih mjeSavina (aditivnost, sinergizam ili
antagonizam) procijenjene su na temelju izobolografskog pristupa koriStenjem funkcije
“isobole” paketa drc (Ritz i sur.,, 2015). Dizajn 1 interpretacija rezultata eksperimenata s
binarnim mjeSavinama temeljeni su na konceptu toksi¢ne jedinice (eng. foxic unit, TU)
(Warne, 2003). Toksic¢na jedinica (TU) ovdje predstavlja koncentraciju pesticida koja uzrokuje
smanjenje prosjecne brzine plivanja organizama za 50% nakon 24 sata izloZenosti (EC50). U
slucaju mjesavina, primjerice, 1 TU sadrzi 0,5 TU TEB (1/2 EC50) 1 0,5 TU DIF (1/2 EC50).
Linija aditivnosti koja povezuje parove doza koje uzrokuju EC50 efekt dodana je
izoboligramima kako bi se omogucila vizualna razlika izmedu aditivnih, sinergistickih i
antagonistickih interakcija. Stupanj interakcije pesticida kvantificiran je indeksom
kombinacije (eng. Combination Index, CI), izraCunatim za svaki omjer mijeSanja (Zhao i sur.,
2010), pri ¢emu CI = 1 oznacava aditivni ucinak, CI < 1 sinergisti¢ki u¢inak, a CI > 1
antagonisticki ucinak. CI su izraCunati koristenjem funkcije “Clcomp” paketa drc u R-u (Ritz

1 sur.,, 2015). Parametri modela, ukljucuju¢i vrijednosti efektivne doze (ED) i1 njihove
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standardne pogreske su procijenjeni te su takoder odredeni intervali povjerenja za CI.
p-vrijednost (CAdiffp) takoder je izraCunata kako bi se testiralo je li CI znacajno razli¢it od 1,
S$to ukazuje na potencijalne sinergisticke ili antagonisticke interakcije (Martin-Betancor i sur.,

2015).
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4. REZULTATI

4.1. Uc¢inak zagadivala na bihevioristicke elemente vodenbuha (D. magna

Straus, 1820)

4.1.1. Utjecaj koncentracije zagadivala i trajanja izlaganja na bihevioristiCke

elemente vodenbuha

4.1.1.1. Utjecaj koncentracije zagadivala i trajanja izlaganja na srednju brzinu plivanja

tijekom promatranog razdoblja (v,,)

Vodenbuhe su izlagane razli¢itim koncentracijama komercijalnog pripravka s aktivnom tvari
bendiokarb (BDC) u ukupnom trajanju 48 sati. Srednja brzina plivanja (v,,) odredena je nakon
24 sata i 48 sati, a rezultati su prikazani u obliku kutijastog dijagrama (Slika 16). Nakon oba
vremena izlaganja utvrden je silazni trend ovog bihevioristickog elementa s povecanjem
koncentracije zagadivala. Nakon 24 sata izloZenosti, statisticki znaCajne razlike u odnosu na
kontrolnu grupu zabiljezene su kod tretmana s BDC pri koncentracijama C3, C4 i C5. Nakon
48 sati izlozenosti, statisticki znacajne razlike u odnosu na kontrolnu grupu utvrdene su kod
BDC pri koncentracijama C2, C3, C4 1 C5. Statisticki znacajne razlike izmedu srednje brzine

plivanja nakon 24 sata i 48 sati opaZene su pri koncentracijama C3, C4 i C5 BDC.

Vodenbuhe su izlagane razli¢itim koncentracijama komercijalnog pripravka s aktivnom tvari
klorpirifos (CHP) u ukupnom trajanju 48 sati. Srednja brzina plivanja (v,,) odredena je nakon
24 sata i 48 sati, a rezultati su prikazani u obliku kutijastog dijagrama (Slika 17). Nakon oba
vremena izlaganja utvrden je silazni trend ovog bihevioristiCkog elementa s poveéanjem
koncentracije zagadivala. Nakon 24 sata izloZenosti, statisticki znaCajne razlike u odnosu na
kontrolnu grupu zabiljezene su kod tretmana s CHP pri koncentracijama C3, C4 1 C5. Nakon
48 sati izloZenosti, statisticki znacajne razlike u odnosu na kontrolnu grupu utvrdene su kod
svih koncentracija CHP (C1-C5). Statisticki znacajne razlike izmedu srednje brzine plivanja

nakon 24 sata 1 48 sati opazene su pri koncentracijama C1, C4 1 C5 CHP.
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Rezultati izlaganja bendiokarbu
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Slika 16. Utjecaj bendiokarba (BDC) na srednju brzinu plivanja (v,,) tijekom izloZenosti u trajanju od
24 sata (zute kutije) i 48 sati (plave kutije). Na y-osi prikazana je srednja brzina plivanja (v,,) izraZzena
u milimetrima po sekundi (mm s™'), dok su na x-osi oznacene kontrolna grupa (CO0) te grupe tretirane s
BDC razli¢itih masenih koncentracija u uzlaznom redoslijedu (C1-C5). Vrijednosti koncentracija koje
odgovaraju naznacenim tretmanima sadrzani su u poglavlju 3. Materijali i metode. Statisticki znacajne
razlike (p < 0,05) u odnosu na kontrolnu skupinu naznaCene su plavim zvjezdicama iznad
odgovarajuc¢ih kutija. Statisticki znacajne razlike (p < 0,05) izmedu vrijednosti ovog bihevioristickog
elementa izmjerenih nakon 24 sata i 48 sati unutar svake eksperimentalne grupe naznacene su crvenim

zvjezdicama i horizontalnim crvenim linijama izmedu odgovarajucih parova kutija.
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Rezultati izlaganja klorpirifosu
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Slika 17. Utjecaj klorpirifosa (CHP) na srednju brzinu plivanja (v,,) tijekom izloZenosti u trajanju od
24 sata (zute kutije) i 48 sati (plave kutije). Na y-osi prikazana je srednja brzina plivanja (v,,) izraZzena
u milimetrima po sekundi (mm s™'), dok su na x-osi oznacene kontrolna grupa (CO0) te grupe tretirane s
CHP razlic¢itih masenih koncentracija u uzlaznom redoslijedu (C1-C5). Vrijednosti koncentracija koje
odgovaraju naznacenim tretmanima sadrzani su u poglavlju 3. Materijali i metode. Statisticki znacajne
razlike (p < 0,05) u odnosu na kontrolnu skupinu naznaCene su plavim zvjezdicama iznad
odgovarajuc¢ih kutija. Statisticki znacajne razlike (p < 0,05) izmedu vrijednosti ovog bihevioristickog
elementa izmjerenih nakon 24 sata i 48 sati unutar svake eksperimentalne grupe naznacene su crvenim

zvjezdicama i horizontalnim crvenim linijama izmedu odgovarajucih parova kutija.

Vodenbuhe su izlagane razli¢itim koncentracijama komercijalnog pripravka s aktivnom tvari
difenkonazol (DIF) u ukupnom trajanju 48 sati. Srednja brzina plivanja (v,,) odredena je
nakon 24 sata i 48 sati, a rezultati su prikazani u obliku kutijastog dijagrama (Slika 18).
Nakon oba vremena izlaganja utvrdeno je smanjenje ovog bihevioristiCkog elementa pri
ve¢im koncentracijama zagadivala. Nakon 24 sata izloZenosti, statisticki znacajna razlika u
odnosu na kontrolnu grupu zabiljeZena je kod tretmana s DIF pri koncentraciji C4. Nakon 48
sati izloZenosti, statisticki znacajne razlike u odnosu na kontrolnu grupu utvrdene su kod DIF
pri koncentracijama C3 i C4. Statisticki znacajne razlike izmedu srednje brzine plivanja nakon

24 sata 1 48 sati opazene su pri koncentraciji C3 DIF.
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Rezultati izlaganja difenkonazolu
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Slika 18. Utjecaj difenkonazola (DIF) na srednju brzinu plivanja (v,,) tijekom izloZenosti u trajanju od
24 sata (zute kutije) i 48 sati (plave kutije). Na y-osi prikazana je srednja brzina plivanja (v,,) izraZzena
u milimetrima po sekundi (mm s™'), dok su na x-osi oznacene kontrolna grupa (C0) te grupe tretirane s
DIF razli¢itih masenih koncentracija u uzlaznom redoslijedu (C1-C4). Vrijednosti koncentracija koje
odgovaraju naznacenim tretmanima sadrzani su u poglavlju 3. Materijali i metode. Statisticki znacajne
razlike (p < 0,05) u odnosu na kontrolnu skupinu naznaCene su plavim zvjezdicama iznad
odgovarajuc¢ih kutija. Statisticki znacajne razlike (p < 0,05) izmedu vrijednosti ovog bihevioristickog
elementa izmjerenih nakon 24 sata i 48 sati unutar svake eksperimentalne grupe naznacene su crvenim

zvjezdicama i horizontalnim crvenim linijama izmedu odgovarajucih parova kutija.

Vodenbuhe su izlagane razli¢itim koncentracijama komercijalnog pripravka s aktivnom tvari
fenbukonazol (FEN) u ukupnom trajanju 48 sati. Srednja brzina plivanja (v,,) odredena je
nakon 24 sata i1 48 sati, a rezultati su prikazani u obliku kutijastog dijagrama (Slika 19).
Nakon oba vremena izlaganja utvrdeno je smanjenje ovog bihevioristickog elementa pri
ve¢im koncentracijama zagadivala. Nakon 24 sata izloZenosti, statisticki znacajna razlika u
odnosu na kontrolnu grupu zabiljezena je kod tretmana s FEN pri koncentraciji C5. Nakon 48
sati 1zloZenosti, statisticki znaCajna razlika u odnosu na kontrolnu grupu zabiljeZena je kod
tretmana s FEN pri koncentraciji C5. Statisticki znacajne razlike izmedu srednje brzine

plivanja nakon 24 sata i 48 sati opaZene su pri koncentraciji C5 FEN.
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Slika 19. Utjecaj fenbukonazola (FEN) na srednju brzinu plivanja (v,,) tijekom izloZenosti u trajanju
od 24 sata (zute kutije) i 48 sati (plave kutije). Na y-osi prikazana je srednja brzina plivanja (v,,)
izrazena u milimetrima po sekundi (mm s™'), dok su na x-osi oznacene kontrolna grupa (CO) te grupe
tretirane s FEN razli¢itih masenih koncentracija u uzlaznom redoslijedu (C1-CS5). Vrijednosti
koncentracija koje odgovaraju naznacenim tretmanima sadrzani su u poglavlju 3. Materijali i metode.
Statisticki znacajne razlike (p < 0,05) u odnosu na kontrolnu skupinu naznacene su plavim
zvjezdicama iznad odgovaraju¢ih kutija. Statisticki znacajne razlike (p < 0,05) izmedu vrijednosti
ovog bihevioristickog elementa izmjerenih nakon 24 sata i 48 sati unutar svake eksperimentalne grupe
naznacene su crvenim zvjezdicama i horizontalnim crvenim linijama izmedu odgovaraju¢ih parova

kutija.

Vodenbuhe su izlagane razli¢itim koncentracijama komercijalnog pripravka s aktivnom tvari
glifosat (GLY) u ukupnom trajanju 48 sati. Srednja brzina plivanja (v,,) odredena je nakon 24
sata 1 48 sati, a rezultati su prikazani u obliku kutijastog dijagrama (Slika 20). Nakon oba
vremena izlaganja utvrden je silazni trend ovog bihevioristickog elementa s povecanjem
koncentracije zagadivala. Nakon 24 sata izloZenosti, statisticki znaCajne razlike u odnosu na
kontrolnu grupu zabiljezene su kod tretmana s GLY pri koncentracijama C4 1 C5. Nakon 48
sati izlozenosti, statisticki znacajne razlike u odnosu na kontrolnu grupu zabiljezene su kod
tretmana s GLY pri koncentracijama C2, C3, C4 1 C5. Statisticki znacajne razlike izmedu

srednje brzine plivanja nakon 24 sata i 48 sati opazZene su pri koncentracijama C4 i C5 GLY.
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Slika 20. Utjecaj glifosata (GLY) na srednju brzinu plivanja (v,,) tijekom izlozenosti u trajanju od 24
sata (zute kutije) i 48 sati (plave kutije). Na y-osi prikazana je srednja brzina plivanja (v,,) izrazena u
milimetrima po sekundi (mm s™'), dok su na x-osi oznacene kontrolna grupa (CO0) te grupe tretirane s
GLY razli¢itih masenih koncentracija u uzlaznom redoslijedu (C1-C5). Vrijednosti koncentracija koje
odgovaraju naznacenim tretmanima sadrzani su u poglavlju 3. Materijali i metode. Statisticki znacajne
razlike (p < 0,05) u odnosu na kontrolnu skupinu naznaCene su plavim zvjezdicama iznad
odgovarajuc¢ih kutija. Statisticki znacajne razlike (p < 0,05) izmedu vrijednosti ovog bihevioristickog
elementa izmjerenih nakon 24 sata i 48 sati unutar svake eksperimentalne grupe naznacene su crvenim

zvjezdicama i horizontalnim crvenim linijama izmedu odgovarajucih parova kutija.

Vodenbuhe su izlagane razli¢itim koncentracijama komercijalnog pripravka s aktivnom tvari
imidakloprid (IMI) u ukupnom trajanju 48 sati. Srednja brzina plivanja (v,,) odredena je
nakon 24 sata i 48 sati, a rezultati su prikazani u obliku kutijastog dijagrama (Slika 21).
Nakon oba vremena izlaganja utvrden je silazni trend ovog bihevioristickog elementa s
povecanjem koncentracije zagadivala. Nakon 24 sata izlozenosti, statisticki znacajne razlike u
odnosu na kontrolnu grupu zabiljeZene su kod tretmana s IMI pri koncentracijama C2, C3, C4
1 C5. Nakon 48 sati izloZenosti, statisticki znacajne razlike u odnosu na kontrolnu grupu
zabiljeZzene su kod tretmana s IMI pri svim koncentracijama (C1-C5). Statisticki znacajne
razlike izmedu srednje brzine plivanja nakon 24 sata i 48 sati opazene su pri koncentracijama

C3,C41C5 IML.
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Slika 21. Utjecaj imidakloprida (IMI) na srednju brzinu plivanja (v,,) tijekom izloZenosti u trajanju od
24 sata (zute kutije) i 48 sati (plave kutije). Na y-osi prikazana je srednja brzina plivanja (v,,) izraZzena
u milimetrima po sekundi (mm s™'), dok su na x-osi oznacene kontrolna grupa (CO0) te grupe tretirane s
IMI razli¢itih masenih koncentracija u uzlaznom redoslijedu (C1-C5). Vrijednosti koncentracija koje
odgovaraju naznacenim tretmanima sadrzani su u poglavlju 3. Materijali i metode. Statisticki znacajne
razlike (p < 0,05) u odnosu na kontrolnu skupinu naznaCene su plavim zvjezdicama iznad
odgovarajuc¢ih kutija. Statisticki znacajne razlike (p < 0,05) izmedu vrijednosti ovog bihevioristickog
elementa izmjerenih nakon 24 sata i 48 sati unutar svake eksperimentalne grupe naznacene su crvenim

zvjezdicama i horizontalnim crvenim linijama izmedu odgovarajucih parova kutija.

Vodenbuhe su izlagane razli¢itim koncentracijama komercijalnog pripravka s aktivnom tvari
tebukonazol (TEB) u ukupnom trajanju 48 sati. Srednja brzina plivanja (v,,) odredena je
nakon 24 sata i 48 sati, a rezultati su prikazani u obliku kutijastog dijagrama (Slika 22).
Nakon oba vremena izlaganja utvrden je silazni trend ovog bihevioristickog elementa s
povecanjem koncentracije zagadivala. Nakon 24 sata izlozenosti, statisticki znacajne razlike u
odnosu na kontrolnu grupu zabiljeZene su kod tretmana s TEB pri koncentraciji C5. Nakon 48
sati izlozenosti, statisticki znacajne razlike u odnosu na kontrolnu grupu zabiljezene su kod
tretmana s TEB pri koncentracijama C3, C4 1 C5. Statisticki znacajne razlike izmedu srednje

brzine plivanja nakon 24 sata i 48 sati opazene su pri koncentracijama C3 1 C4 TEB.
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Slika 22. Utjecaj tebukonazola (TEB) na srednju brzinu plivanja (v,,) tijekom izloZenosti u trajanju od
24 sata (zute kutije) i 48 sati (plave kutije). Na y-osi prikazana je srednja brzina plivanja (v,,) izraZzena
u milimetrima po sekundi (mm s™'), dok su na x-osi oznacene kontrolna grupa (CO0) te grupe tretirane s
TEB razlicitih masenih koncentracija u uzlaznom redoslijedu (C1-C5). Vrijednosti koncentracija koje
odgovaraju naznacenim tretmanima sadrzani su u poglavlju 3. Materijali i metode. Statisticki znacajne
razlike (p < 0,05) u odnosu na kontrolnu skupinu naznaCene su plavim zvjezdicama iznad
odgovarajuc¢ih kutija. Statisticki znacajne razlike (p < 0,05) izmedu vrijednosti ovog bihevioristickog
elementa izmjerenih nakon 24 sata i 48 sati unutar svake eksperimentalne grupe naznacene su crvenim

zvjezdicama i horizontalnim crvenim linijama izmedu odgovarajucih parova kutija.
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4.1.1.2. Utjecaj koncentracije zagadivala i trajanja izlaganja na maksimalnu brzinu

plivanja organizama (v,,,,)

Vodenbuhe su izlagane razli¢itim koncentracijama komercijalnog pripravka s aktivnom tvari
bendiokarb (BDC) u ukupnom trajanju 48 sati. Maksimalna brzina plivanja (v,,,,) odredena je
nakon 24 sata i 48 sati, a rezultati su prikazani u obliku kutijastog dijagrama (Slika 23).
Nakon 24 sata izloZenosti, statisticki znacajne razlike u odnosu na kontrolnu grupu
zabiljezene su kod tretmana s BDC pri koncentracijama C1, C3 i C5. Nakon 48 sati
izlozenosti, nisu utvrdene statisticki znacajne razlike izmedu tretmana i kontrolne grupe.
Statisticki znacajne razlike izmedu maksimalne brzine plivanja nakon 24 sata i 48 sati

opazene su pri koncentracijama C3 i C4 BDC.

Rezultati izlaganja bendiokarbu
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Slika 23. Utjecaj bendiokarba (BDC) na maksimalnu brzinu plivanja (v, tijekom izlozenosti u
trajanju od 24 sata (Zute kutije) 1 48 sati (plave kutije). Na y-osi prikazana je maksimalna brzina
plivanja (v,,,) izrazena u milimetrima po sekundi (mm s™'), dok su na x-osi oznacene kontrolna grupa
(C0O) te grupe tretirane s BDC razli¢itih masenih koncentracija u uzlaznom redoslijedu (C1-C5).
Vrijednosti koncentracija koje odgovaraju naznacenim tretmanima sadrzani su u poglavlju 3. Materijali
i metode. Statisticki znacajne razlike (p < 0,05) u odnosu na kontrolnu skupinu naznacene su plavim
zvjezdicama iznad odgovaraju¢ih kutija. Statisticki znacajne razlike (p < 0,05) izmedu vrijednosti
ovog bihevioristickog elementa izmjerenih nakon 24 sata i 48 sati unutar svake eksperimentalne grupe
naznacene su crvenim zvjezdicama i horizontalnim crvenim linijjama izmedu odgovaraju¢ih parova

kutija.
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Vodenbuhe su izlagane razli¢itim koncentracijama komercijalnog pripravka s aktivnom tvari
klorpirifos (CHP) u ukupnom trajanju 48 sati. Maksimalna brzina plivanja (v,,,,) odredena je
nakon 24 sata i 48 sati, a rezultati su prikazani u obliku kutijastog dijagrama (Slika 24).
Nakon 24 sata izlozenosti, statistiCki znacajna razlika u odnosu na kontrolnu grupu
zabiljezena je kod tretmana s CHP pri koncentraciji C5. Nakon 48 sati izloZenosti, statisticki
znaajna razlika u odnosu na kontrolnu grupu zabiljeZena je kod tretmana s CHP pri
koncentraciji C3. Nisu utvrdene statisticki znacajne razlike izmedu maksimalne brzine

plivanja nakon 24 sata 1 48 sati unutar pojedinih eksperimentalnih grupa.

Rezultati izlaganja klorpirifosu

12

Tw l | Vrijeme izlaganja
S —

£ Ed 24n
L8 L B3 48h

E

>

E

| b

® o v @ > &
Tretmani
Slika 24. Utjecaj klorpirifosa (CHP) na maksimalnu brzinu plivanja (v,..) tijekom izloZenosti u
trajanju od 24 sata (zute kutije) 1 48 sati (plave kutije). Na y-osi prikazana je maksimalna brzina
plivanja (v,,,) izraZena u milimetrima po sekundi (mm s™), dok su na x-osi oznacene kontrolna grupa
(CO) te grupe tretirane s CHP razli¢itih masenih koncentracija u uzlaznom redoslijedu (C1-C5).
Vrijednosti koncentracija koje odgovaraju naznacenim tretmanima sadrzani su u poglavlju 3. Materijali
1 metode. Statisticki znacajne razlike (p < 0,05) u odnosu na kontrolnu skupinu naznacene su plavim
zvjezdicama iznad odgovaraju¢ih kutija. Statisticki znacajne razlike (p < 0,05) izmedu vrijednosti
ovog bihevioristickog elementa izmjerenih nakon 24 sata i 48 sati unutar svake eksperimentalne grupe
naznacene su crvenim zvjezdicama i horizontalnim crvenim linijjama izmedu odgovaraju¢ih parova

kutija.
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Vodenbuhe su izlagane razli¢itim koncentracijama komercijalnog pripravka s aktivnom tvari
difenkonazol (DIF) u ukupnom trajanju 48 sati. Maksimalna brzina plivanja (v,,,) odredena je
nakon 24 sata i 48 sati, a rezultati su prikazani u obliku kutijastog dijagrama (Slika 25).
Nakon 24 sata izlozenosti, statisticki znacajne razlike u odnosu na kontrolnu grupu
zabiljezene su kod tretmana s DIF pri koncentracijama C1 1 C2. Nakon 48 sati izloZenosti,
statistiCki zna€ajna razlika u odnosu na kontrolnu grupu zabiljeZena je kod tretmana s DIF pri
koncentraciji C3. Nisu utvrdene statisticki znacajne razlike izmedu maksimalne brzine

plivanja nakon 24 sata 1 48 sati unutar pojedinih eksperimentalnih grupa.

Rezultati izlaganja difenkonazolu
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Slika 25. Utjecaj difenkonazola (DIF) na maksimalnu brzinu plivanja (v,,.) tijekom izloZenosti u
trajanju od 24 sata (zute kutije) 1 48 sati (plave kutije). Na y-osi prikazana je maksimalna brzina
plivanja (v,,,) izraZena u milimetrima po sekundi (mm s™), dok su na x-osi oznacene kontrolna grupa
(C0O) te grupe tretirane s DIF razli¢itih masenih koncentracija u uzlaznom redoslijedu (C1-C4).
Vrijednosti koncentracija koje odgovaraju naznacenim tretmanima sadrzani su u poglavlju 3. Materijali
1 metode. Statisticki znacajne razlike (p < 0,05) u odnosu na kontrolnu skupinu naznacene su plavim
zvjezdicama iznad odgovaraju¢ih kutija. Statisticki znacajne razlike (p < 0,05) izmedu vrijednosti
ovog bihevioristickog elementa izmjerenih nakon 24 sata i 48 sati unutar svake eksperimentalne grupe
naznacene su crvenim zvjezdicama i horizontalnim crvenim linijjama izmedu odgovaraju¢ih parova

kutija.
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Vodenbuhe su izlagane razli¢itim koncentracijama komercijalnog pripravka s aktivnom tvari
fenbukonazol (FEN) u ukupnom trajanju 48 sati. Maksimalna brzina plivanja (v,,,) odredena
je nakon 24 sata i 48 sati, a rezultati su prikazani u obliku kutijastog dijagrama (Slika 26).
Nakon 24 sata izlozenosti, statisticki znacajne razlike u odnosu na kontrolnu grupu
zabiljezene su kod tretmana s FEN pri koncentracijama C2 i C3. Nakon 48 sati izlozenosti,
nisu utvrdene statisticki znacajne razlike u odnosu na kontrolnu grupu. Statisticki znacajna
razlika izmedu maksimalne brzine plivanja nakon 24 sata i 48 sati opaZena je pri koncentraciji

C3 FEN.
Rezultati izlaganja fenbukonazolu
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Slika 26. Utjecaj fenbukonazola (FEN) na maksimalnu brzinu plivanja (v,,.) tijekom izloZenosti u
trajanju od 24 sata (zute kutije) i 48 sati (plave kutije). Na y-osi prikazana je maksimalna brzina
plivanja (v,,,) izrazena u milimetrima po sekundi (mm s™'), dok su na x-osi oznacene kontrolna grupa
(CO) te grupe tretirane s FEN razliCitih masenih koncentracija u uzlaznom redoslijedu (C1-C5).
Vrijednosti koncentracija koje odgovaraju nazna¢enim tretmanima sadrzani su u poglavlju 3. Materijali
i metode. StatistiCki znacajne razlike (p < 0,05) u odnosu na kontrolnu skupinu naznacene su plavim
zvjezdicama iznad odgovaraju¢ih kutija. Statisticki znaCajne razlike (p < 0,05) izmedu vrijednosti
ovog bihevioristickog elementa izmjerenih nakon 24 sata i 48 sati unutar svake eksperimentalne grupe
naznacene su crvenim zvjezdicama i horizontalnim crvenim linijjama izmedu odgovarajuéih parova

kutija.
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Vodenbuhe su izlagane razli¢itim koncentracijama komercijalnog pripravka s aktivnom tvari
glifosat (GLY) u ukupnom trajanju 48 sati. Maksimalna brzina plivanja (v,,,) odredena je
nakon 24 sata i 48 sati, a rezultati su prikazani u obliku kutijastog dijagrama (Slika 27).
Nakon 24 sata izlozenosti, statisticki znacajne razlike u odnosu na kontrolnu grupu
zabiljezene su kod tretmana s GLY pri koncentracijama C2, C4 1 C5. Nakon 48 sati
izlozenosti, statisticki znacajne razlike u odnosu na kontrolnu grupu zabiljezene su kod
tretmana s GLY pri koncentracijama C4 i C5. Statisti¢ki znacajne razlike izmedu maksimalne

brzine plivanja nakon 24 sata 1 48 sati opaZene su pri koncentracijama C1, C4 1 C5 GLY.

Rezultati izlaganja glifosatu
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Slika 27. Utjecaj glifosata (GLY) na maksimalnu brzinu plivanja (v,,,) tijekom izloZenosti u trajanju
od 24 sata (zute kutije) i 48 sati (plave kutije). Na y-osi prikazana je maksimalna brzina plivanja (v,,4,)
izrazena u milimetrima po sekundi (mm s™), dok su na x-osi ozna¢ene kontrolna grupa (CO0) te grupe
tretirane s GLY razli¢itih masenih koncentracija u uzlaznom redoslijedu (C1-C5). Vrijednosti
koncentracija koje odgovaraju naznacenim tretmanima sadrzani su u poglavlju 3. Materijali i metode.
Statisticki znacajne razlike (p < 0,05) u odnosu na kontrolnu skupinu naznaCene su plavim
zvjezdicama iznad odgovaraju¢ih kutija. Statisticki znacajne razlike (p < 0,05) izmedu vrijednosti
ovog bihevioristickog elementa izmjerenih nakon 24 sata i 48 sati unutar svake eksperimentalne grupe
naznacene su crvenim zvjezdicama i horizontalnim crvenim linijjama izmedu odgovaraju¢ih parova

kutija.
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Vodenbuhe su izlagane razli¢itim koncentracijama komercijalnog pripravka s aktivnom tvari
imidakloprid (IMI) u ukupnom trajanju 48 sati. Maksimalna brzina plivanja (v,,,,) odredena je
nakon 24 sata i 48 sati, a rezultati su prikazani u obliku kutijastog dijagrama (Slika 28).
Nakon 24 sata izlozenosti, statisticki znacajne razlike u odnosu na kontrolnu grupu
zabiljezene su kod tretmana s IMI pri koncentracijama C1, C3 1 C5. Nakon 48 sati izloZenosti,
statisti¢ki znac€ajna razlika u odnosu na kontrolnu grupu zabiljezena je kod tretmana s IMI pri
koncentraciji C4. Statisticki znaCajne razlike izmedu maksimalne brzine plivanja nakon 24

sata 1 48 sati opazene su pri koncentracijama C1, C3 1 C4 IML.

Rezultati izlaganja imidaklopridu
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Slika 28. Utjecaj imidakloprida (IMI) na maksimalnu brzinu plivanja (v,,,) tijekom izloZenosti u
trajanju od 24 sata (zute kutije) 1 48 sati (plave kutije). Na y-osi prikazana je maksimalna brzina
plivanja (v,,,) izraZena u milimetrima po sekundi (mm s™), dok su na x-osi oznacene kontrolna grupa
(C0O) te grupe tretirane s IMI razli¢itih masenih koncentracija u uzlaznom redoslijedu (C1-C5).
Vrijednosti koncentracija koje odgovaraju naznacenim tretmanima sadrzani su u poglavlju 3. Materijali
1 metode. Statisticki znacajne razlike (p < 0,05) u odnosu na kontrolnu skupinu naznacene su plavim
zvjezdicama iznad odgovaraju¢ih kutija. Statisticki znacajne razlike (p < 0,05) izmedu vrijednosti
ovog bihevioristickog elementa izmjerenih nakon 24 sata i 48 sati unutar svake eksperimentalne grupe
naznacene su crvenim zvjezdicama i horizontalnim crvenim linijjama izmedu odgovaraju¢ih parova

kutija.
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Vodenbuhe su izlagane razli¢itim koncentracijama komercijalnog pripravka s aktivnom tvari
tebukonazol (TEB) u ukupnom trajanju 48 sati. Maksimalna brzina plivanja (v,,,,) odredena je
nakon 24 sata i 48 sati, a rezultati su prikazani u obliku kutijastog dijagrama (Slika 29).
Nakon 24 sata izlozenosti, statisticki znacajne razlike u odnosu na kontrolnu grupu
zabiljezene su kod tretmana s TEB pri koncentracijama C2 i C5. Nakon 48 sati izlozenosti,
statisti¢ki znacajne razlike u odnosu na kontrolnu grupu zabiljeZene su kod tretmana s TEB
pri koncentracijama C3 i C5. Statisticki znacajne razlike izmedu maksimalne brzine plivanja

nakon 24 sata 1 48 sati opazene su pri koncentracijama C1 1 C5 TEB.

Rezultati izlaganja tebukonazolu
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Slika 29. Utjecaj tebukonazola (TEB) na maksimalnu brzinu plivanja (v,,,) tijekom izloZenosti u
trajanju od 24 sata (zute kutije) 1 48 sati (plave kutije). Na y-osi prikazana je maksimalna brzina
plivanja (v,,,) izraZena u milimetrima po sekundi (mm s™), dok su na x-osi oznacene kontrolna grupa
(CO) te grupe tretirane s TEB razli¢itih masenih koncentracija u uzlaznom redoslijedu (C1-C5).
Vrijednosti koncentracija koje odgovaraju naznacenim tretmanima sadrzani su u poglavlju 3. Materijali
1 metode. Statisticki znacajne razlike (p < 0,05) u odnosu na kontrolnu skupinu naznacene su plavim
zvjezdicama iznad odgovaraju¢ih kutija. Statisticki znacajne razlike (p < 0,05) izmedu vrijednosti
ovog bihevioristickog elementa izmjerenih nakon 24 sata i 48 sati unutar svake eksperimentalne grupe
naznacene su crvenim zvjezdicama i horizontalnim crvenim linijjama izmedu odgovaraju¢ih parova

kutija.
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4.1.1.3. Utjecaj koncentracije zagadivala i trajanja izlaganja na indeks pokretljivosti (M1)

Vodenbuhe su izlagane razli¢itim koncentracijama komercijalnog pripravka s aktivnom tvari
bendiokarb (BDC) u ukupnom trajanju 48 sati. Indeks pokretljivosti (M) odreden je nakon 24
sata 1 48 sati, a rezultati su prikazani u obliku kutijastog dijagrama (Slika 30). Nakon oba
vremena izlaganja utvrdeno je smanjenje ovog bihevioristiCkog elementa pri veéim
koncentracijama zagadivala. Nakon 24 sata izlozenosti, statisticki znacajne razlike u odnosu
na kontrolnu grupu zabiljeZene su kod tretmana s BDC pri koncentracijama C2, C3, C4 1 CS5.
Nakon 48 sati izloZenosti, statisticki znacajne razlike u odnosu na kontrolnu grupu utvrdene
su kod BDC pri koncentracijama C2 i CS5. Statisticki znacajne razlike izmedu indeksa
pokretljivosti nakon 24 sata i1 48 sati opazene su u kontrolnoj grupi te pri koncentracijama C3 i

C5 BDC.

Rezultati izlaganja bendiokarbu
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Slika 30. Utjecaj bendiokarba (BDC) na indeks pokretljivosti (M]) tijekom izlozenosti u trajanju od 24
sata (Zute kutije) i1 48 sati (plave kutije). Na y-osi prikazan je indeks pokretljivosti (MI), dok su na
x-osi oznacene kontrolna grupa (CO) te grupe tretirane s BDC razli¢itih masenih koncentracija u
uzlaznom redoslijedu (C1-C5). Vrijednosti koncentracija koje odgovaraju naznacenim tretmanima
sadrzani su u poglavlju 3. Materijali i metode. Statisticki znacajne razlike (p < 0,05) u odnosu na
kontrolnu skupinu naznacene su plavim zvjezdicama iznad odgovarajucih kutija. Statisticki znacajne
razlike (p < 0,05) izmedu vrijednosti ovog bihevioristickog elementa izmjerenih nakon 24 sata i 48 sati
unutar svake eksperimentalne grupe naznaCene su crvenim zvjezdicama i horizontalnim crvenim

linijama izmedu odgovarajuc¢ih parova kutija.
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Vodenbuhe su izlagane razli¢itim koncentracijama komercijalnog pripravka s aktivnom tvari
klorpirifos (CHP) u ukupnom trajanju 48 sati. Indeks pokretljivosti (MI) odreden je nakon 24
sata 1 48 sati, a rezultati su prikazani u obliku kutijastog dijagrama (Slika 31). Nakon oba
vremena izlaganja utvrden je blagi porast pri niZim koncentracijama, a potom silazni trend
ovog bihevioristicCkog elementa s poveCanjem koncentracije zagadivala. Nakon 24 sata
izlozenosti, statisticki znacajne razlike u odnosu na kontrolnu grupu zabiljezene su kod
tretmana s CHP pri koncentracijama C3 i1 C4. Nakon 48 sati izloZenosti, statisti¢ki znacajne
razlike u odnosu na kontrolnu grupu utvrdene su kod CHP pri koncentracijama C1, C4 1 C5.
Statisticki znacajne razlike izmedu indeksa pokretljivosti nakon 24 sata i 48 sati opazene su u

kontrolnoj grupi te pri koncentracijama C2, C3, C4 1 C5 CHP.

Rezultati izlaganja klorpirifosu
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Slika 31. Utjecaj klorpirifosa (CHP) na indeks pokretljivosti (M]) tijekom izloZenosti u trajanju od 24
sata (Zute kutije) i1 48 sati (plave kutije). Na y-osi prikazan je indeks pokretljivosti (M), dok su na
x-0si oznacene kontrolna grupa (CO) te grupe tretirane s CHP razlic¢itih masenih koncentracija u
uzlaznom redoslijedu (C1-CS5). Vrijednosti koncentracija koje odgovaraju naznacenim tretmanima
sadrzani su u poglavlju 3. Materijali i metode. Statisticki znacajne razlike (p < 0,05) u odnosu na
kontrolnu skupinu naznacene su plavim zvjezdicama iznad odgovarajucih kutija. Statisticki znacajne
razlike (p < 0,05) izmedu vrijednosti ovog bihevioristickog elementa izmjerenih nakon 24 sata i 48 sati
unutar svake eksperimentalne grupe naznaCene su crvenim zvjezdicama i horizontalnim crvenim

linijjama izmedu odgovarajucih parova kutija.
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Vodenbuhe su izlagane razli¢itim koncentracijama komercijalnog pripravka s aktivnom tvari
difenkonazol (DIF) u ukupnom trajanju 48 sati. Indeks pokretljivosti (M) odreden je nakon
24 sata i 48 sati, a rezultati su prikazani u obliku kutijastog dijagrama (Slika 32). Nakon oba
vremena izlaganja utvrden je blagi porast pri niZim koncentracijama, a potom silazni trend
ovog bihevioristicCkog elementa s poveCanjem koncentracije zagadivala. Nakon 24 sata
izlozenosti, statisticki znacajne razlike u odnosu na kontrolnu grupu zabiljezene su kod
tretmana s DIF pri koncentracijama C1, C2 i C4. Nakon 48 sati izlozenosti, statisticki
znacajne razlike u odnosu na kontrolnu grupu utvrdene su kod DIF pri koncentracijama Cl1 1
C4. Statisticki znacajne razlike izmedu indeksa pokretljivosti nakon 24 sata 1 48 sati opazene

su u kontrolnoj grupi te pri koncentracijama C2, C3 i C4 DIF.

Rezultati izlaganja difenkonazolu
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Slika 32. Utjecaj difenkonazola (DIF) na indeks pokretljivosti (MI) tijekom izlozenosti u trajanju od 24
sata (Zute kutije) i1 48 sati (plave kutije). Na y-osi prikazan je indeks pokretljivosti (M), dok su na
x-0si oznacene kontrolna grupa (CO0) te grupe tretirane s DIF razli¢itih masenih koncentracija u
uzlaznom redoslijedu (C1-C4). Vrijednosti koncentracija koje odgovaraju naznacenim tretmanima
sadrzani su u poglavlju 3. Materijali i metode. Statisticki znacajne razlike (p < 0,05) u odnosu na
kontrolnu skupinu naznacene su plavim zvjezdicama iznad odgovarajucih kutija. Statisticki znacajne
razlike (p < 0,05) izmedu vrijednosti ovog bihevioristickog elementa izmjerenih nakon 24 sata i 48 sati
unutar svake eksperimentalne grupe naznaCene su crvenim zvjezdicama i horizontalnim crvenim

linijjama izmedu odgovarajucih parova kutija.
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Vodenbuhe su izlagane razli¢itim koncentracijama komercijalnog pripravka s aktivnom tvari
fenbukonazol (FEN) u ukupnom trajanju 48 sati. Indeks pokretljivosti (MI) odreden je nakon
24 sata i 48 sati, a rezultati su prikazani u obliku kutijastog dijagrama (Slika 33). Nakon oba
vremena izlaganja utvrdeno je smanjenje ovog bihevioristickog elementa pri veéim
koncentracijama zagadivala. Nakon 24 sata izloZzenosti, statisticki znacajne razlike u odnosu
na kontrolnu grupu zabiljeZene su kod tretmana s FEN pri koncentracijama C2, C3, C4 1 CS.
Nakon 48 sati izloZenosti, statisticki znacajne razlike u odnosu na kontrolnu grupu utvrdene
su kod FEN pri koncentracijama C3, C4 1 CS5. Statisticki znacajne razlike izmedu indeksa
pokretljivosti nakon 24 sata 1 48 sati opazene su u kontrolnoj grupi te pri koncentracijama C2,

C3,C41CS5 FEN.

Rezultati izlaganja fenbukonazolu
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Slika 33. Utjecaj fenbukonazola (FEN) na indeks pokretljivosti (MI) tijekom izlozenosti u trajanju od
24 sata (Zute kutije) i 48 sati (plave kutije). Na y-osi prikazan je indeks pokretljivosti (MI), dok su na
x-0si oznacene kontrolna grupa (CO) te grupe tretirane s FEN razli¢itih masenih koncentracija u
uzlaznom redoslijedu (C1-CS5). Vrijednosti koncentracija koje odgovaraju naznacenim tretmanima
sadrzani su u poglavlju 3. Materijali i metode. Statisticki znacajne razlike (p < 0,05) u odnosu na
kontrolnu skupinu naznacene su plavim zvjezdicama iznad odgovarajucih kutija. Statisticki znacajne
razlike (p < 0,05) izmedu vrijednosti ovog bihevioristickog elementa izmjerenih nakon 24 sata i 48 sati
unutar svake eksperimentalne grupe naznaCene su crvenim zvjezdicama i horizontalnim crvenim

linijjama izmedu odgovarajucih parova kutija.
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Vodenbuhe su izlagane razli¢itim koncentracijama komercijalnog pripravka s aktivnom tvari
glifosat (GLY) u ukupnom trajanju 48 sati. Indeks pokretljivosti (MI) odreden je nakon 24
sata 1 48 sati, a rezultati su prikazani u obliku kutijastog dijagrama (Slika 34). Nakon oba
vremena izlaganja utvrdeno je smanjenje ovog bihevioristickog elementa pri veéim
koncentracijama zagadivala. Nakon 24 sata izloZzenosti, statisticki znacajne razlike u odnosu
na kontrolnu grupu zabiljeZene su kod tretmana s GLY pri koncentracijama C2 i C5. Nakon
48 sati izlozenosti, statisticki znacajne razlike u odnosu na kontrolnu grupu utvrdene su kod
GLY pri koncentracijama C1, C4 1 C5. Statisticki znacajne razlike izmedu indeksa
pokretljivosti nakon 24 sata 1 48 sati opazene su u kontrolnoj grupi te pri koncentracijama C2,

C31C4 GLY.

Rezultati izlaganja glifosatu
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Slika 34. Utjecaj glifosata (GLY) na indeks pokretljivosti (M) tijekom izloZenosti u trajanju od 24 sata
(zute kutije) i 48 sati (plave kutije). Na y-osi prikazan je indeks pokretljivosti (MI), dok su na x-osi
oznacene kontrolna grupa (CO) te grupe tretirane s GLY razli¢itih masenih koncentracija u uzlaznom
redoslijedu (C1-C5). Vrijednosti koncentracija koje odgovaraju naznacenim tretmanima sadrzani su u
poglavlju 3. Materijali i metode. Statisticki znacajne razlike (p < 0,05) u odnosu na kontrolnu skupinu
naznacene su plavim zvjezdicama iznad odgovarajucih kutija. Statisticki znacajne razlike (p < 0,05)
izmedu vrijednosti ovog bihevioristickog elementa izmjerenih nakon 24 sata i 48 sati unutar svake
eksperimentalne grupe naznacene su crvenim zvjezdicama i horizontalnim crvenim linijama izmedu

odgovarajucih parova kutija.
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Vodenbuhe su izlagane razli¢itim koncentracijama komercijalnog pripravka s aktivnom tvari
imidakloprid (IMI) u ukupnom trajanju 48 sati. Indeks pokretljivosti (MI) odreden je nakon 24
sata 1 48 sati, a rezultati su prikazani u obliku kutijastog dijagrama (Slika 35). Nakon oba
vremena izlaganja utvrdeno je smanjenje ovog bihevioristickog elementa pri veéim
koncentracijama zagadivala. Nakon 24 sata izloZzenosti, statisticki znacajne razlike u odnosu
na kontrolnu grupu zabiljeZene su kod tretmana s IMI pri koncentracijama C2 i C3. Nakon 48
sati izloZenosti, statisticki znacajne razlike u odnosu na kontrolnu grupu utvrdene su kod IMI
pri koncentracijama C3, C4 i CS5. Statisticki znacajne razlike izmedu indeksa pokretljivosti

nakon 24 sata 1 48 sati opazene su u kontrolnoj grupi te pri koncentracijama C2 i C5 IMI.

Rezultati izlaganja imidaklopridu
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Slika 35. Utjecaj imidakloprida (IMI) na indeks pokretljivosti (MI) tijekom izlozenosti u trajanju od 24
sata (zute kutije) i 48 sati (plave kutije). Na y-osi prikazan je indeks pokretljivosti (MI), dok su na
x-0si oznacene kontrolna grupa (CO) te grupe tretirane s IMI razliCitih masenih koncentracija u
uzlaznom redoslijedu (C1-C5). Vrijednosti koncentracija koje odgovaraju naznacenim tretmanima
sadrzani su u poglavlju 3. Materijali i metode. Statisticki znacajne razlike (p < 0,05) u odnosu na
kontrolnu skupinu naznacene su plavim zvjezdicama iznad odgovarajucih kutija. Statisticki znacajne
razlike (p < 0,05) izmedu vrijednosti ovog bihevioristickog elementa izmjerenih nakon 24 sata i 48 sati
unutar svake eksperimentalne grupe naznaCene su crvenim zvjezdicama i horizontalnim crvenim

linijama izmedu odgovarajuc¢ih parova kutija.
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Vodenbuhe su izlagane razli¢itim koncentracijama komercijalnog pripravka s aktivnom tvari
tebukonazol (TEB) u ukupnom trajanju 48 sati. Indeks pokretljivosti (MI) odreden je nakon
24 sata i 48 sati, a rezultati su prikazani u obliku kutijastog dijagrama (Slika 36). Nakon oba
vremena izlaganja utvrdeno je smanjenje ovog bihevioristickog elementa pri veéim
koncentracijama zagadivala. Nakon 24 sata izloZenosti, statisticki znacajna razlika u odnosu
na kontrolnu grupu zabiljeZena je kod tretmana s TEB pri koncentracijami C5. Nakon 48 sati
izlozenosti, statisticki znacajne razlike u odnosu na kontrolnu grupu utvrdene su kod TEB pri
koncentracijama C3, C4 1 C5. Statisticki znaCajne razlike izmedu indeksa pokretljivosti nakon

24 sata 1 48 sati opazene su u kontrolnoj grupi te pri koncentracijama C2, C3 i C4 TEB.

Rezultati izlaganja tebukonazolu
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Slika 36. Utjecaj tebukonazola (TEB) na indeks pokretljivosti (MI) tijekom izloZenosti u trajanju od 24
sata (zute kutije) i 48 sati (plave kutije). Na y-osi prikazan je indeks pokretljivosti (MI), dok su na
x-0si oznacene kontrolna grupa (CO) te grupe tretirane s IMI razliCitih masenih koncentracija u
uzlaznom redoslijedu (C1-C5). Vrijednosti koncentracija koje odgovaraju naznacenim tretmanima
sadrzani su u poglavlju 3. Materijali i metode. Statisticki znacajne razlike (p < 0,05) u odnosu na
kontrolnu skupinu naznacene su plavim zvjezdicama iznad odgovarajucih kutija. Statisticki znacajne
razlike (p < 0,05) izmedu vrijednosti ovog bihevioristickog elementa izmjerenih nakon 24 sata i 48 sati
unutar svake eksperimentalne grupe naznaCene su crvenim zvjezdicama i horizontalnim crvenim

linijama izmedu odgovarajuc¢ih parova kutija.
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4.1.1.4. Utjecaj koncentracije zagadivala i trajanja izlaganja na prosjecnu frakcijsku brzinu

(vfrm)

Vodenbuhe su izlagane razli¢itim koncentracijama komercijalnog pripravka s aktivnom tvari
bendiokarb (BDC) u ukupnom trajanju 48 sati. ProsjeCna frakcijska brzina plivanja (v;,.)
odredena je nakon 24 sata i 48 sati, a rezultati su prikazani u obliku kutijastog dijagrama
(Slika 37). Nakon oba vremena izlaganja utvrden je silazni trend ovog bihevioristickog
elementa s povecanjem koncentracije zagadivala. Nakon 24 sata izloZenosti, statisti¢ki
znacajne razlike u odnosu na kontrolnu grupu zabiljezene su kod tretmana s BDC pri
koncentracijama C2, C3, C4 i C5. Nakon 48 sati izlozenosti, statisticki znacajne razlike u
odnosu na kontrolnu grupu utvrdene su pri svim koncentracijama BDC (C1-C5). Statisticki
znacajne razlike izmedu prosjecne frakcijske brzine nakon 24 sata i 48 sati opazene su pri

kontrolnoj grupi i koncentraciji C3 BDC.

Rezultati izlaganja bendiokarbu
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Slika 37. Utjecaj bendiokarba (BDC) na prosjecnu frakcijsku brzinu plivanja (v;,.) tijekom izlozenosti
u trajanju od 24 sata (zute kutije) i 48 sati (plave kutije). Na y-osi prikazana je prosjecna frakcijska
brzina plivanja (v;,.) izraZzena u milimetrima po sekundi (mm s™"), dok su na x-osi oznacene kontrolna
grupa (CO) te grupe tretirane s BDC razli¢itih masenih koncentracija u uzlaznom redoslijedu (C1-C5).
Vrijednosti koncentracija koje odgovaraju nazna¢enim tretmanima sadrzani su u poglavlju 3. Materijali
i metode. Statisticki znacajne razlike (p < 0,05) u odnosu na kontrolnu skupinu naznacene su plavim
zvjezdicama iznad odgovaraju¢ih kutija. Statisticki znacajne razlike (p < 0,05) izmedu vrijednosti
ovog bihevioristickog elementa izmjerenih nakon 24 sata i 48 sati unutar svake eksperimentalne grupe
naznacene su crvenim zvjezdicama i horizontalnim crvenim linijama izmedu odgovaraju¢ih parova
kutija.
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Vodenbuhe su izlagane razli¢itim koncentracijama komercijalnog pripravka s aktivnom tvari
klorpirifos (CHP) u ukupnom trajanju 48 sati. ProsjeCna frakcijska brzina plivanja (vj,.)
odredena je nakon 24 sata i 48 sati, a rezultati su prikazani u obliku kutijastog dijagrama
(Slika 38). Nakon oba vremena izlaganja utvrden je silazni trend ovog bihevioristickog
elementa s povecanjem koncentracije zagadivala. Nakon 24 sata izlozenosti, statisticki
znacajne razlike u odnosu na kontrolnu grupu zabiljeZene su pri svim koncentracijama CHP
(C1-C5). Nakon 48 sati izlozenosti, statisticki znacajne razlike u odnosu na kontrolnu grupu
utvrdene su kod tretmana s CHP pri koncentracijama C1, C2, C4 i C5. Statisticki znaCajne
razlike izmedu prosjecne frakcijske brzine nakon 24 sata i 48 sati opazene su pri kontrolnoj

grupi i koncentracijama C2, C3 i C5 CHP.

Rezultati izlaganja klorpirifosu
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Slika 38. Utjecaj klorpirifosa (CHP) na prosjecnu frakcijsku brzinu plivanja (v;,.) tijekom izloZenosti u
trajanju od 24 sata (zute kutije) 1 48 sati (plave kutije). Na y-osi prikazana je prosjecna frakcijska
brzina plivanja (v;,.) izraZzena u milimetrima po sekundi (mm s™), dok su na x-osi oznacene kontrolna
grupa (CO0) te grupe tretirane s CHP razlic¢itih masenih koncentracija u uzlaznom redoslijedu (C1-C5).
Vrijednosti koncentracija koje odgovaraju naznacenim tretmanima sadrzani su u poglavlju 3. Materijali
i metode. Statisticki znacajne razlike (p < 0,05) u odnosu na kontrolnu skupinu naznacene su plavim
zvjezdicama iznad odgovaraju¢ih kutija. Statisticki znacajne razlike (p < 0,05) izmedu vrijednosti
ovog bihevioristickog elementa izmjerenih nakon 24 sata i 48 sati unutar svake eksperimentalne grupe
naznacene su crvenim zvjezdicama i horizontalnim crvenim linijama izmedu odgovarajuéih parova

kutija.
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Vodenbuhe su izlagane razli¢itim koncentracijama komercijalnog pripravka s aktivnom tvari
difenkonazol (DIF) u ukupnom trajanju 48 sati. ProsjeCna frakcijska brzina plivanja (vj,.)
odredena je nakon 24 sata i 48 sati, a rezultati su prikazani u obliku kutijastog dijagrama
(Slika 39). Nakon 24 sata izlozenosti, statisticki znacajna razlika u odnosu na kontrolnu grupu
zabiljezena je pri koncentraciji C4 DIF. Nakon 48 sati izlozenosti, statisticki znacajne razlike
u odnosu na kontrolnu grupu utvrdene su kod tretmana s DIF pri koncentracijama C1 i C4.
Statisticki znaCajne razlike izmedu prosjecne frakcijske brzine nakon 24 sata i 48 sati opazene

su pri kontrolnoj grupi i koncentracijama C2 i C3 DIF.

Rezultati izlaganja difenkonazolu
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Slika 39. Utjecaj difenkonazola (DIF) na prosje¢nu frakcijsku brzinu plivanja (vj,.) tijekom izloZenosti
u trajanju od 24 sata (zute kutije) i 48 sati (plave kutije). Na y-osi prikazana je prosje¢na frakcijska
brzina plivanja (v;,.) izraZzena u milimetrima po sekundi (mm s™'), dok su na x-osi ozna¢ene kontrolna
grupa (CO0) te grupe tretirane s DIF razli¢itih masenih koncentracija u uzlaznom redoslijedu (C1-C4).
Vrijednosti koncentracija koje odgovaraju naznacenim tretmanima sadrzani su u poglavlju 3. Materijali
1 metode. Statisticki znacajne razlike (p < 0,05) u odnosu na kontrolnu skupinu naznacene su plavim
zvjezdicama iznad odgovaraju¢ih kutija. Statisticki znacajne razlike (p < 0,05) izmedu vrijednosti
ovog bihevioristickog elementa izmjerenih nakon 24 sata i 48 sati unutar svake eksperimentalne grupe
naznacene su crvenim zvjezdicama i horizontalnim crvenim linijjama izmedu odgovaraju¢ih parova

kutija.
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Vodenbuhe su izlagane razli¢itim koncentracijama komercijalnog pripravka s aktivnom tvari
fenbukonazol (FEN) u ukupnom trajanju 48 sati. Prosjecna frakcijska brzina plivanja (vj,.)
odredena je nakon 24 sata i 48 sati, a rezultati su prikazani u obliku kutijastog dijagrama
(Slika 40). Nakon 24 sata izlozenosti, statisticki znacajna razlika u odnosu na kontrolnu grupu
zabiljezena je pri koncentracijama C3 1 C5 FEN. Nakon 48 sati izloZenosti, statisticki
znaCajna razlika u odnosu na kontrolnu grupu utvrdena je kod tretmana s FEN pri
koncentraciji C4. Statisti¢ki znacajne razlike izmedu prosjecne frakcijske brzine nakon 24 sata

148 sati opazene su pri kontrolnoj grupi i koncentracijama C1, C3 1 C5 FEN.

Rezultati izlaganja fenbukonazolu
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Slika 40. Utjecaj fenbukonazola (FEN) na prosjecnu frakcijsku brzinu plivanja (v;,) tijekom
izlozenosti u trajanju od 24 sata (Zute kutije) 1 48 sati (plave kutije). Na y-osi prikazana je prosje¢na
frakcijska brzina plivanja (v;,.) izraZzena u milimetrima po sekundi (mm s™'), dok su na x-osi oznacene
kontrolna grupa (CO) te grupe tretirane s FEN razli¢itih masenih koncentracija u uzlaznom redoslijedu
(C1-C5). Vrijednosti koncentracija koje odgovaraju naznacenim tretmanima sadrzani su u poglavlju 3.
Materijali i metode. Statisticki znacajne razlike (p < 0,05) u odnosu na kontrolnu skupinu naznacene su
plavim zvjezdicama iznad odgovaraju¢ih kutija. Statisticki znacajne razlike (p < 0,05) izmedu
vrijednosti ovog bihevioristickog elementa izmjerenih nakon 24 sata i 48 sati unutar svake
eksperimentalne grupe naznacene su crvenim zvjezdicama i horizontalnim crvenim linijama izmedu

odgovarajucih parova kutija.
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Vodenbuhe su izlagane razli¢itim koncentracijama komercijalnog pripravka s aktivnom tvari
glifosat (GLY) u ukupnom trajanju 48 sati. ProsjeCna frakcijska brzina plivanja (vj,.)
odredena je nakon 24 sata i 48 sati, a rezultati su prikazani u obliku kutijastog dijagrama
(Slika 41). Nakon 24 sata izlozenosti, statisticki znacajne razlike u odnosu na kontrolnu grupu
zabiljezene su pri koncentracijama C2, C3, C4 i C5 GLY. Nakon 48 sati izlozenosti, statisticki
znaajne razlike u odnosu na kontrolnu grupu utvrdene su kod tretmana s GLY pri
koncentraciji C1, C2, C4 i CS5. Statisticki znacajne razlike izmedu prosjecne frakcijske brzine

nakon 24 sata 1 48 sati opazene su pri kontrolnoj grupi 1 koncentracijama C2, C3 1 C4 GLY.

Rezultati izlaganja glifosatu
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Slika 41. Utjecaj glifosata (GLY) na prosjec¢nu frakcijsku brzinu plivanja (v;,.) tijekom izloZenosti u
trajanju od 24 sata (zute kutije) 1 48 sati (plave kutije). Na y-osi prikazana je prosjec¢na frakcijska
brzina plivanja (v;,.) izraZzena u milimetrima po sekundi (mm s™'), dok su na x-osi ozna¢ene kontrolna
grupa (CO0) te grupe tretirane s GLY razli¢itih masenih koncentracija u uzlaznom redoslijedu (C1-C5).
Vrijednosti koncentracija koje odgovaraju naznacenim tretmanima sadrzani su u poglavlju 3. Materijali
1 metode. Statisticki znacajne razlike (p < 0,05) u odnosu na kontrolnu skupinu naznacene su plavim
zvjezdicama iznad odgovaraju¢ih kutija. Statisticki znacajne razlike (p < 0,05) izmedu vrijednosti
ovog bihevioristickog elementa izmjerenih nakon 24 sata i 48 sati unutar svake eksperimentalne grupe
naznacene su crvenim zvjezdicama i horizontalnim crvenim linijjama izmedu odgovaraju¢ih parova

kutija.
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Vodenbuhe su izlagane razli¢itim koncentracijama komercijalnog pripravka s aktivnom tvari
imidakloprid (IMI) u ukupnom trajanju 48 sati. ProsjeCna frakcijska brzina plivanja (v4,.)
odredena je nakon 24 sata i 48 sati, a rezultati su prikazani u obliku kutijastog dijagrama
(Slika 42). Nakon 24 sata izlozenosti, statisticki znacajne razlike u odnosu na kontrolnu grupu
zabiljezene su pri koncentracijama C2, C3, C4 i C5 IMI. Nakon 48 sati izlozenosti, statisticki
znaajne razlike u odnosu na kontrolnu grupu utvrdene su kod tretmana s IMI pri
koncentracijama C1, C3, C4 i CS5. Statisticki znacajne razlike izmedu prosjecne frakcijske

brzine nakon 24 sata 1 48 sati opazene su pri kontrolnoj grupi i koncentracijama C2 1 C5 IMI.

Rezultati izlaganja imidaklopridu
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Slika 42. Utjecaj imidakloprida (IMI) na prosjecnu frakcijsku brzinu plivanja (v;,.) tijekom izloZenosti
u trajanju od 24 sata (zute kutije) i 48 sati (plave kutije). Na y-osi prikazana je prosje¢na frakcijska
brzina plivanja (v;,.) izraZzena u milimetrima po sekundi (mm s™'), dok su na x-osi ozna¢ene kontrolna
grupa (CO0) te grupe tretirane s IMI razli¢itih masenih koncentracija u uzlaznom redoslijedu (C1-C5).
Vrijednosti koncentracija koje odgovaraju naznacenim tretmanima sadrzani su u poglavlju 3. Materijali
1 metode. Statisticki znacajne razlike (p < 0,05) u odnosu na kontrolnu skupinu naznacene su plavim
zvjezdicama iznad odgovaraju¢ih kutija. Statisticki znacajne razlike (p < 0,05) izmedu vrijednosti
ovog bihevioristickog elementa izmjerenih nakon 24 sata i 48 sati unutar svake eksperimentalne grupe
naznacene su crvenim zvjezdicama i horizontalnim crvenim linijjama izmedu odgovaraju¢ih parova

kutija.
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Vodenbuhe su izlagane razli¢itim koncentracijama komercijalnog pripravka s aktivnom tvari
tebukonazol (TEB) u ukupnom trajanju 48 sati. Prosjecna frakcijska brzina plivanja (v;,.)
odredena je nakon 24 sata i 48 sati, a rezultati su prikazani u obliku kutijastog dijagrama
(Slika 43). Nakon 24 sata izlozenosti, statisticki znacajna razlika u odnosu na kontrolnu grupu
zabiljezena je pri koncentracija C5 TEB. Nakon 48 sati izlozenosti, statisticki znacajne razlike
u odnosu na kontrolnu grupu utvrdene su kod tretmana s TEB pri koncentracijama C3 i CS.
Statisticki znaCajne razlike izmedu prosjecne frakcijske brzine nakon 24 sata i 48 sati opazene

su pri kontrolnoj grupi 1 koncentracijama C1 1 C2 TEB.

Rezultati izlaganja tebukonazolu
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Slika 43. Utjecaj tebukonazola (TEB) na prosje¢nu frakcijsku brzinu plivanja (vj,.) tijekom izloZenosti
u trajanju od 24 sata (zute kutije) i 48 sati (plave kutije). Na y-osi prikazana je prosje¢na frakcijska
brzina plivanja (v;,.) izraZzena u milimetrima po sekundi (mm s™'), dok su na x-osi ozna¢ene kontrolna
grupa (CO) te grupe tretirane s TEB razli¢itih masenih koncentracija u uzlaznom redoslijedu (C1-C5).
Vrijednosti koncentracija koje odgovaraju naznacenim tretmanima sadrzani su u poglavlju 3. Materijali
1 metode. Statisticki znacajne razlike (p < 0,05) u odnosu na kontrolnu skupinu naznacene su plavim
zvjezdicama iznad odgovaraju¢ih kutija. Statisticki znacajne razlike (p < 0,05) izmedu vrijednosti
ovog bihevioristickog elementa izmjerenih nakon 24 sata i 48 sati unutar svake eksperimentalne grupe
naznacene su crvenim zvjezdicama i horizontalnim crvenim linijjama izmedu odgovaraju¢ih parova

kutija.
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4.1.1.5. Utjecaj koncentracije zagadivala i trajanja izlaganja na diskontinuitet kretanja

(DOM)

Vodenbuhe su izlagane razli¢itim koncentracijama komercijalnog pripravka s aktivnom tvari
bendiokarb (BDC) u ukupnom trajanju 48 sati. Diskontinuitet kretanja (DOM) odreden je
nakon 24 sata i 48 sati, a rezultati su prikazani u obliku kutijastog dijagrama (Slika 44).
Nakon oba vremena izlaganja utvrden je silazni trend ovog bihevioristickog elementa s
povecanjem koncentracije zagadivala. Nakon 24 sata izloZenosti, statisti¢ki znacajne razlike u
odnosu na kontrolnu grupu zabiljezene su kod tretmana s BDC pri koncentracijama C3, C4 i
C5. Nakon 48 sati izloZenosti, statisticki znacajne razlike u odnosu na kontrolnu grupu
utvrdene su kod svih koncentracija (C1-C5) BDC. Statisticki znacajne razlike izmedu

diskontinuiteta kretanja nakon 24 sata 1 48 sati opazZene su pri koncentracijama C4 1 C5 BDC.

Rezultati izlaganja bendiokarbu
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Slika 44. Utjecaj bendiokarba (BDC) na diskontinuitet kretanja (DOM) tijekom izloZenosti u trajanju
od 24 sata (zute kutije) i 48 sati (plave kutije). Na y-osi prikazan je diskontinuitet kretanja (DOM), dok
su na x-osi oznacene kontrolna grupa (CO0) te grupe tretirane s BDC razli¢itih masenih koncentracija u
uzlaznom redoslijedu (C1-C5). Vrijednosti koncentracija koje odgovaraju naznacenim tretmanima
sadrzani su u poglavlju 3. Materijali i metode. Statisticki znacajne razlike (p < 0,05) u odnosu na
kontrolnu skupinu naznacene su plavim zvjezdicama iznad odgovarajucih kutija. Statisticki znacajne
razlike (p < 0,05) izmedu vrijednosti ovog bihevioristickog elementa izmjerenih nakon 24 sata i 48 sati
unutar svake eksperimentalne grupe naznaCene su crvenim zvjezdicama i horizontalnim crvenim

linijama izmedu odgovarajuc¢ih parova kutija.
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Vodenbuhe su izlagane razli¢itim koncentracijama komercijalnog pripravka s aktivnom tvari
klorpirifos (CHP) u ukupnom trajanju 48 sati. Diskontinuitet kretanja (DOM) odreden je
nakon 24 sata i 48 sati, a rezultati su prikazani u obliku kutijastog dijagrama (Slika 45).
Nakon oba vremena izlaganja utvrden je silazni trend ovog bihevioristickog elementa s
povecanjem koncentracije zagadivala. Nakon 24 sata izlozenosti, statisticki znacajne razlike u
odnosu na kontrolnu grupu zabiljeZene su kod tretmana s CHP pri koncentracijama C4 i C5.
Nakon 48 sati izloZenosti, statisticki znacajne razlike u odnosu na kontrolnu grupu utvrdene
su kod svih koncentracija (C1-C5) CHP. Statisti¢ki zna€ajne razlike izmedu diskontinuiteta

kretanja nakon 24 sata i 48 sati opazene su pri koncentracijama C4 1 C5 CHP.

Rezultati izlaganja klorpirifosu
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Slika 45. Utjecaj klorpirifosa (CHP) na diskontinuitet kretanja (DOM) tijekom izlozenosti u trajanju od
24 sata (zute kutije) 1 48 sati (plave kutije). Na y-osi prikazan je diskontinuitet kretanja (DOM), dok su
na x-osi oznacene kontrolna grupa (C0) te grupe tretirane s CHP razliitih masenih koncentracija u
uzlaznom redoslijedu (C1-C5). Vrijednosti koncentracija koje odgovaraju naznacenim tretmanima
sadrzani su u poglavlju 3. Materijali i metode. Statisticki znacajne razlike (p < 0,05) u odnosu na
kontrolnu skupinu naznacene su plavim zvjezdicama iznad odgovarajucih kutija. Statisticki znacajne
razlike (p < 0,05) izmedu vrijednosti ovog bihevioristickog elementa izmjerenih nakon 24 sata i 48 sati
unutar svake eksperimentalne grupe naznaCene su crvenim zvjezdicama i horizontalnim crvenim

linijama izmedu odgovarajuc¢ih parova kutija.
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Vodenbuhe su izlagane razli¢itim koncentracijama komercijalnog pripravka s aktivnom tvari
difenkonazol (DIF) u ukupnom trajanju 48 sati. Diskontinuitet kretanja (DOM) odreden je
nakon 24 sata i 48 sati, a rezultati su prikazani u obliku kutijastog dijagrama (Slika 46).
Nakon oba vremena izlaganja utvrden je silazni trend ovog bihevioristickog elementa s
povecanjem koncentracije zagadivala. Nakon 24 sata izlozenosti, statisticki znacajne razlike u
odnosu na kontrolnu grupu zabiljeZene su kod tretmana s DIF pri koncentracijama C3 i C4.
Nakon 48 sati izloZenosti, statisticki znacajne razlike u odnosu na kontrolnu grupu utvrdene
su kod tretmana s DIF pri koncentracijama C3 1 C4. Statisticki znacajna razlika izmedu

diskontinuiteta kretanja nakon 24 sata i 48 sati opazena je pri koncentraciji C2 DIF.

Rezultati izlaganja difenkonazolu
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Slika 46. Utjecaj difenkonazola (DIF) na diskontinuitet kretanja (DOM) tijekom izloZenosti u trajanju
od 24 sata (zute kutije) i 48 sati (plave kutije). Na y-osi prikazan je diskontinuitet kretanja (DOM), dok
su na x-osi oznacene kontrolna grupa (CO) te grupe tretirane s DIF razli¢itih masenih koncentracija u
uzlaznom redoslijedu (C1-C4). Vrijednosti koncentracija koje odgovaraju naznacenim tretmanima
sadrzani su u poglavlju 3. Materijali i metode. Statisticki znacajne razlike (p < 0,05) u odnosu na
kontrolnu skupinu naznacene su plavim zvjezdicama iznad odgovarajucih kutija. Statisticki znacajne
razlike (p < 0,05) izmedu vrijednosti ovog bihevioristickog elementa izmjerenih nakon 24 sata i 48 sati
unutar svake eksperimentalne grupe naznaCene su crvenim zvjezdicama i horizontalnim crvenim

linijama izmedu odgovarajuc¢ih parova kutija.
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Vodenbuhe su izlagane razli¢itim koncentracijama komercijalnog pripravka s aktivnom tvari
fenbukonazol (FEN) u ukupnom trajanju 48 sati. Diskontinuitet kretanja (DOM) odreden je
nakon 24 sata i 48 sati, a rezultati su prikazani u obliku kutijastog dijagrama (Slika 47).
Nakon oba vremena izlaganja utvrden je silazni trend ovog bihevioristickog elementa s
povecanjem koncentracije zagadivala. Nakon 24 sata izlozenosti, statisticki znacajne razlike u
odnosu na kontrolnu grupu zabiljeZene su kod tretmana s FEN pri koncentracijama C3, C4 1
C5. Nakon 48 sati izloZenosti, statisticki znacajne razlike u odnosu na kontrolnu grupu
utvrdene su kod tretmana s FEN pri koncentracijama C2, C3, C4 1 C5. Statisticki znacajne
razlike izmedu diskontinuiteta kretanja nakon 24 sata i 48 sati opaZene su pri koncentracijama

C11CS FEN.

Rezultati izlaganja fenbukonazolu
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Slika 47. Utjecaj fenbukonazola (FEN) na diskontinuitet kretanja (DOM) tijekom izloZenosti u trajanju
od 24 sata (Zute kutije) i 48 sati (plave kutije). Na y-osi prikazan je diskontinuitet kretanja (DOM), dok
su na x-osi oznacene kontrolna grupa (CO0) te grupe tretirane s FEN razli¢itih masenih koncentracija u
uzlaznom redoslijedu (C1-CS5). Vrijednosti koncentracija koje odgovaraju naznacenim tretmanima
sadrzani su u poglavlju 3. Materijali i metode. Statisticki znacajne razlike (p < 0,05) u odnosu na
kontrolnu skupinu naznacene su plavim zvjezdicama iznad odgovarajucih kutija. Statisticki znacajne
razlike (p < 0,05) izmedu vrijednosti ovog bihevioristickog elementa izmjerenih nakon 24 sata i 48 sati
unutar svake eksperimentalne grupe naznaCene su crvenim zvjezdicama i horizontalnim crvenim

linijjama izmedu odgovarajucih parova kutija.
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Vodenbuhe su izlagane razli¢itim koncentracijama komercijalnog pripravka s aktivnom tvari
glifosat (GLY) u ukupnom trajanju 48 sati. Diskontinuitet kretanja (DOM) odreden je nakon
24 sata i 48 sati, a rezultati su prikazani u obliku kutijastog dijagrama (Slika 48). Nakon oba
vremena izlaganja utvrden je silazni trend ovog bihevioristickog elementa s povecanjem
koncentracije zagadivala. Nakon 24 sata izloZenosti, statisticki znaCajne razlike u odnosu na
kontrolnu grupu zabiljezene su pri svim koncentracijama (C1-C5) GLY. Nakon 48 sati
izlozenosti, statisticki znacajne razlike u odnosu na kontrolnu grupu zabiljezene su pri svim
koncentracijama (C1-C5) GLY. Statisticki znacajne razlike izmedu diskontinuiteta kretanja

nakon 24 sata i 48 sati opazene su pri koncentracijama C1 1 C4 GLY.

Rezultati izlaganja glifosatu
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Slika 48. Utjecaj glifosata (GLY) na diskontinuitet kretanja (DOM) tijekom izloZenosti u trajanju od 24
sata (Zute kutije) 1 48 sati (plave kutije). Na y-osi prikazan je diskontinuitet kretanja (DOM), dok su na
x-0si oznacene kontrolna grupa (CO) te grupe tretirane s GLY razli¢itih masenih koncentracija u
uzlaznom redoslijedu (C1-C5). Vrijednosti koncentracija koje odgovaraju naznacenim tretmanima
sadrzani su u poglavlju 3. Materijali i metode. Statisticki znacajne razlike (p < 0,05) u odnosu na
kontrolnu skupinu naznacene su plavim zvjezdicama iznad odgovarajucih kutija. Statisticki znacajne
razlike (p < 0,05) izmedu vrijednosti ovog bihevioristickog elementa izmjerenih nakon 24 sata i 48 sati
unutar svake eksperimentalne grupe naznaCene su crvenim zvjezdicama i horizontalnim crvenim

linijama izmedu odgovarajuc¢ih parova kutija.
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Vodenbuhe su izlagane razli¢itim koncentracijama komercijalnog pripravka s aktivnom tvari
imidakloprid (IMI) u ukupnom trajanju 48 sati. Diskontinuitet kretanja (DOM) odreden je
nakon 24 sata i 48 sati, a rezultati su prikazani u obliku kutijastog dijagrama (Slika 49).
Nakon oba vremena izlaganja utvrden je silazni trend ovog bihevioristickog elementa s
povecanjem koncentracije zagadivala. Nakon 24 sata izlozenosti, statisticki znacajne razlike u
odnosu na kontrolnu grupu utvrdene su pri koncentracijama C1, C2, C3 i C4 IMI. Nakon 48
sati izlozenosti, statisticki znacajne razlike u odnosu na kontrolnu grupu zabiljezene su pri
svim koncentracijama (C1-C5) IMI. Statisticki znacajne razlike izmedu diskontinuiteta

kretanja nakon 24 sata i 48 sati opazene su pri koncentracijama C4 1 C5 IMI.

Rezultati izlaganja imidaklopridu
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Slika 49. Utjecaj imidakloprida (IMI) na diskontinuitet kretanja (DOM) tijekom izloZenosti u trajanju
od 24 sata (zute kutije) i 48 sati (plave kutije). Na y-osi prikazan je diskontinuitet kretanja (DOM), dok
su na x-osi oznacene kontrolna grupa (CO) te grupe tretirane s IMI razli¢itih masenih koncentracija u
uzlaznom redoslijedu (C1-C5). Vrijednosti koncentracija koje odgovaraju naznacenim tretmanima
sadrzani su u poglavlju 3. Materijali i metode. Statisticki znacajne razlike (p < 0,05) u odnosu na
kontrolnu skupinu naznacene su plavim zvjezdicama iznad odgovarajucih kutija. Statisticki znacajne
razlike (p < 0,05) izmedu vrijednosti ovog bihevioristickog elementa izmjerenih nakon 24 sata i 48 sati
unutar svake eksperimentalne grupe naznafene su crvenim zvjezdicama i horizontalnim crvenim

linijama izmedu odgovarajuc¢ih parova kutija.

104



Vodenbuhe su izlagane razli¢itim koncentracijama komercijalnog pripravka s aktivnom tvari
tebukonazol (TEB) u ukupnom trajanju 48 sati. Diskontinuitet kretanja (DOM) odreden je
nakon 24 sata i 48 sati, a rezultati su prikazani u obliku kutijastog dijagrama (Slika 50).
Nakon oba vremena izlaganja utvrden je silazni trend ovog bihevioristickog elementa s
povecanjem koncentracije zagadivala. Nakon 24 sata izlozenosti, statisticki znacajne razlike u
odnosu na kontrolnu grupu utvrdene su pri koncentracijama C2, C3, C4 1 C5 TEB. Nakon 48
sati izlozenosti, statisticki znacajne razlike u odnosu na kontrolnu grupu zabiljezene su pri
tretmanima s koncentracijama C3, C4 1 C5 TEB. Statisticki znacajne razlike izmedu

diskontinuiteta kretanja nakon 24 sata i 48 sati opazene su pri koncentracijama C1 1 C2 TEB.

Rezultati izlaganja tebukonazolu
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Slika 50. Utjecaj tebukonazola (TEB) na diskontinuitet kretanja (DOM) tijekom izloZenosti u trajanju
od 24 sata (zute kutije) i 48 sati (plave kutije). Na y-osi prikazan je diskontinuitet kretanja (DOM), dok
su na x-osi oznacene kontrolna grupa (CO) te grupe tretirane s TEB razli¢itih masenih koncentracija u
uzlaznom redoslijedu (C1-C5). Vrijednosti koncentracija koje odgovaraju naznacenim tretmanima
sadrzani su u poglavlju 3. Materijali i metode. Statisticki znacajne razlike (p < 0,05) u odnosu na
kontrolnu skupinu naznacene su plavim zvjezdicama iznad odgovarajucih kutija. Statisticki znacajne
razlike (p < 0,05) izmedu vrijednosti ovog bihevioristickog elementa izmjerenih nakon 24 sata i 48 sati
unutar svake eksperimentalne grupe naznafene su crvenim zvjezdicama i horizontalnim crvenim

linijama izmedu odgovarajuc¢ih parova kutija.
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4.1.1.6. Utjecaj koncentracije zagadivala i trajanja izlaganja na prosjecnu duljinu frakcija

kretanja (MFL,,)

Vodenbuhe su izlagane razli¢itim koncentracijama komercijalnog pripravka s aktivnom tvari
bendiokarb (BDC) u ukupnom trajanju 48 sati. Prosjecna duljina frakcije kretanja (MFL,,)
odredena je nakon 24 sata i 48 sati, a rezultati su prikazani u obliku kutijastog dijagrama
(Slika 51). Nakon oba vremena izlaganja utvrden je blagi porast ovog bihevioristickog
elementa pri nizim koncentracijama, pracen silaznim trendom s povecanjem koncentracije
zagadivala. Nakon 24 sata izloZenosti, statisticki znacajne razlike u odnosu na kontrolnu
grupu zabiljeZzene su kod tretmana s BDC pri koncentracijama C1, C2 i C5. Nakon 48 sati
izloZenosti, statisticki znacajne razlike u odnosu na kontrolnu grupu utvrdene su kod BDC pri
koncentracijama C1, C2, C4 i CS. Statisticki znacajne razlike izmedu prosjecne duljine

frakcija kretanja nakon 24 sata i 48 sati opazene su pri koncentracijama C2, C4 1 C5 BDC.

Rezultati izlaganja bendiokarbu
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Slika 51. Utjecaj bendiokarba (BDC) na prosjecnu duljinu frakcija kretanja (MFL,,) tijekom
izloZenosti u trajanju od 24 sata (Zute kutije) 1 48 sati (plave kutije). Na y-osi prikazana je prosjecna
duljina frakcija kretanja izrazena u milimetrima (mm), dok su na x-osi oznacene kontrolna grupa (C0)
te grupe tretirane s BDC razli¢itih masenih koncentracija u uzlaznom redoslijedu (C1-C5). Vrijednosti
koncentracija koje odgovaraju naznacenim tretmanima sadrzani su u poglavlju 3. Materijali i metode.
Statisticki znacajne razlike (p < 0,05) u odnosu na kontrolnu skupinu naznacene su plavim
zvjezdicama iznad odgovaraju¢ih kutija. Statisticki znacajne razlike (p < 0,05) izmedu vrijednosti
ovog bihevioristickog elementa izmjerenih nakon 24 sata i 48 sati unutar svake eksperimentalne grupe
naznacene su crvenim zvjezdicama i horizontalnim crvenim linijama izmedu odgovaraju¢ih parova
kutija.
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Vodenbuhe su izlagane razli¢itim koncentracijama komercijalnog pripravka s aktivnom tvari
klorpirifos (CHP) u ukupnom trajanju 48 sati. Prosje¢na duljina frakcije kretanja (MFL,,)
odredena je nakon 24 sata i 48 sati, a rezultati su prikazani u obliku kutijastog dijagrama
(Slika 52). Nakon oba vremena izlaganja utvrden je blagi porast ovog bihevioristickog
elementa pri nizim koncentracijama, pracen silaznim trendom s povecanjem koncentracije
zagadivala. Nakon 24 sata izloZenosti, statisticki znacajne razlike u odnosu na kontrolnu
grupu zabiljezene su kod tretmana s CHP pri koncentracijama C2, C4 i C5. Nakon 48 sati
1zloZenosti, statisticki znacajne razlike u odnosu na kontrolnu grupu utvrdene su kod CHP pri
koncentracijama C2, C4 i C5. Statisticki znaCajne razlike izmedu prosjecne duljine frakcija

kretanja nakon 24 sata i 48 sati opaZene su pri koncentracijama C4 i C5 CHP.

Rezultati izlaganja klorpirifosu
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Slika 52. Utjecaj klorpirifosa (CHP) na prosje¢nu duljinu frakcija kretanja (MFL,,) tijekom izlozenosti
u trajanju od 24 sata (zute kutije) i 48 sati (plave kutije). Na y-osi prikazana je prosje¢na duljina
frakcija kretanja izraZena u milimetrima (mm), dok su na x-osi oznacene kontrolna grupa (CO) te grupe
tretirane s CHP razli¢itth masenih koncentracija u uzlaznom redoslijedu (C1-C5). Vrijednosti
koncentracija koje odgovaraju naznacenim tretmanima sadrzani su u poglavlju 3. Materijali i metode.
Statisticki znacajne razlike (p < 0,05) u odnosu na kontrolnu skupinu naznacene su plavim
zvjezdicama iznad odgovaraju¢ih kutija. Statisticki znacajne razlike (p < 0,05) izmedu vrijednosti
ovog bihevioristickog elementa izmjerenih nakon 24 sata i 48 sati unutar svake eksperimentalne grupe
naznacene su crvenim zvjezdicama i horizontalnim crvenim linijama izmedu odgovarajuéih parova

kutija.
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Vodenbuhe su izlagane razli¢itim koncentracijama komercijalnog pripravka s aktivnom tvari
difenkonazol (DIF) u ukupnom trajanju 48 sati. Prosjecna duljina frakcije kretanja (MFL,,)
odredena je nakon 24 sata i 48 sati, a rezultati su prikazani u obliku kutijastog dijagrama
(Slika 53). Nakon 24 sata izlaganja utvrden je uzlazni trend ovog bihevioristickog elementa s
povecanjem koncentracije zagadivala, dok nakon 48 sati izlaganja trend nije naznacen. Nakon
24 sata izloZenosti, statisticki znacajne razlike u odnosu na kontrolnu grupu zabiljeZene su
kod tretmana s DIF pri koncentracijama C1, C2, C3 i C4. Statisticki znacajne razlike izmedu
prosjecne duljine frakcija kretanja nakon 24 sata i 48 sati opazene su pri koncentracijama C2,

C31C4 DIE.

Rezultati izlaganja difenkonazolu
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Slika 53. Utjecaj difenkonazola (DIF) na prosje¢nu duljinu frakcija kretanja (MFL,,) tijekom
izlozenosti u trajanju od 24 sata (Zute kutije) i 48 sati (plave kutije). Na y-osi prikazana je prosje¢na
duljina frakcija kretanja izraZzena u milimetrima (mm), dok su na x-osi oznacene kontrolna grupa (CO0)
te grupe tretirane s DIF razlic¢itih masenih koncentracija u uzlaznom redoslijedu (C1-C4). Vrijednosti
koncentracija koje odgovaraju naznacenim tretmanima sadrzani su u poglavlju 3. Materijali i metode.
Statisticki znacajne razlike (p < 0,05) u odnosu na kontrolnu skupinu naznacene su plavim
zvjezdicama iznad odgovarajucih kutija. Statisticki znacajne razlike (p < 0,05) izmedu vrijednosti
ovog bihevioristickog elementa izmjerenih nakon 24 sata i 48 sati unutar svake eksperimentalne grupe
naznacene su crvenim zvjezdicama i horizontalnim crvenim linijama izmedu odgovarajuc¢ih parova

kutija.
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Vodenbuhe su izlagane razli¢itim koncentracijama komercijalnog pripravka s aktivnom tvari
fenbukonazol (FEN) u ukupnom trajanju 48 sati. Prosje¢na duljina frakcije kretanja (MFL,,)
odredena je nakon 24 sata i 48 sati, a rezultati su prikazani u obliku kutijastog dijagrama
(Slika 54). Nakon oba vremena izlaganja utvrden je blagi porast ovog bihevioristickog
elementa pri nizim koncentracijama, pracen smanjenjem pri viSim koncentracije zagadivala.
Nakon 24 sata izlozenosti, statisticki znacajne razlike u odnosu na kontrolnu grupu
zabiljezene su kod tretmana s FEN pri koncentracijama C1, C2, C3 i C4. Nakon 48 sati
1zloZenosti, statisticki znacajne razlike u odnosu na kontrolnu grupu utvrdene su kod FEN pri
koncentracijama C3, C4 i C5. Statisticki znaCajne razlike izmedu prosjecne duljine frakcija

kretanja nakon 24 sata i 48 sati opaZene su pri koncentracijama C1, C2, C3 i C5 FEN.

Rezultati izlaganja fenbukonazolu
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Slika 54. Utjecaj fenbukonazola (FEN) na prosjecnu duljinu frakcija kretanja (MFL,,) tijekom
izlozenosti u trajanju od 24 sata (Zute kutije) i 48 sati (plave kutije). Na y-osi prikazana je prosjecna
duljina frakcija kretanja izrazena u milimetrima (mm), dok su na x-osi oznacene kontrolna grupa (CO0)
te grupe tretirane s FEN razli¢itih masenih koncentracija u uzlaznom redoslijedu (C1-C5). Vrijednosti
koncentracija koje odgovaraju naznacenim tretmanima sadrzani su u poglavlju 3. Materijali i metode.
Statisticki znacajne razlike (p < 0,05) u odnosu na kontrolnu skupinu naznacene su plavim
zvjezdicama iznad odgovaraju¢ih kutija. Statisticki znacajne razlike (p < 0,05) izmedu vrijednosti
ovog bihevioristickog elementa izmjerenih nakon 24 sata i 48 sati unutar svake eksperimentalne grupe
naznacene su crvenim zvjezdicama i horizontalnim crvenim linijama izmedu odgovarajuéih parova

kutija.
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Vodenbuhe su izlagane razli¢itim koncentracijama komercijalnog pripravka s aktivnom tvari
glifosat (GLY) u ukupnom trajanju 48 sati. Prosje¢na duljina frakcije kretanja (MFL,,)
odredena je nakon 24 sata i 48 sati, a rezultati su prikazani u obliku kutijastog dijagrama
(Slika 55). Nakon oba vremena izlaganja utvrden je blagi porast ovog bihevioristickog
elementa pri nizim koncentracijama, pracen smanjenjem pri viSim koncentracije zagadivala.
Nakon 24 sata izlozenosti, statisticki znacajne razlike u odnosu na kontrolnu grupu
zabiljezene su kod svih tretmana (C1-C5) s GLY. Nakon 48 sati izlozZenosti, statisticki
znacajne razlike u odnosu na kontrolnu grupu zabiljezene su kod svih tretmana (C1-C5) s
GLY. Statisticki znacajne razlike izmedu prosjecne duljine frakcija kretanja nakon 24 sata i 48

sati opaZene su pri koncentracijama C1, C2 1 C4 GLY.

Rezultati izlaganja glifosatu
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Slika 55. Utjecaj glifosata (GLY) na prosjecnu duljinu frakcija kretanja (MFL,,) tijekom izloZenosti u
trajanju od 24 sata (zute kutije) i 48 sati (plave kutije). Na y-osi prikazana je prosjecna duljina frakcija
kretanja izrazena u milimetrima (mm), dok su na x-osi oznaCene kontrolna grupa (CO) te grupe
tretirane s GLY razli¢itth masenih koncentracija u uzlaznom redoslijedu (C1-C5). Vrijednosti
koncentracija koje odgovaraju naznacenim tretmanima sadrzani su u poglavlju 3. Materijali i metode.
Statisticki znacajne razlike (p < 0,05) u odnosu na kontrolnu skupinu naznacene su plavim
zvjezdicama iznad odgovaraju¢ih kutija. Statisticki znacajne razlike (p < 0,05) izmedu vrijednosti
ovog bihevioristickog elementa izmjerenih nakon 24 sata i 48 sati unutar svake eksperimentalne grupe
naznacene su crvenim zvjezdicama i horizontalnim crvenim linijama izmedu odgovarajuéih parova

kutija.
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Vodenbuhe su izlagane razli¢itim koncentracijama komercijalnog pripravka s aktivnom tvari
imidakloprid (IMI) u ukupnom trajanju 48 sati. Prosje¢na duljina frakcije kretanja (MFL,,)
odredena je nakon 24 sata i 48 sati, a rezultati su prikazani u obliku kutijastog dijagrama
(Slika 56). Nakon oba vremena izlaganja utvrden je blagi porast ovog bihevioristickog
elementa pri nizim koncentracijama, pracen smanjenjem pri viSim koncentracije zagadivala.
Nakon 24 sata izlozenosti, statisticki znacajne razlike u odnosu na kontrolnu grupu
zabiljezene su kod tretmana s IMI pri koncentracijama C1, C2, C4 i C5. Nakon 48 sati
1zloZenosti, statisticki znacajne razlike u odnosu na kontrolnu grupu utvrdene su kod IMI pri
koncentracijama CI1, C2, C4 i C5. Statisticki znacajne razlike izmedu prosjecne duljine

frakcija kretanja nakon 24 sata 1 48 sati opaZene su pri koncentracijama C4 1 C5 IMI.

Rezultati izlaganja imidaklopridu
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Slika 56. Utjecaj imidakloprida (IMI) na prosje¢nu duljinu frakcija kretanja (MFL,,) tijekom
izlozenosti u trajanju od 24 sata (Zute kutije) i 48 sati (plave kutije). Na y-osi prikazana je prosjecna
duljina frakcija kretanja izrazena u milimetrima (mm), dok su na x-osi oznacene kontrolna grupa (CO0)
te grupe tretirane s IMI razli¢itih masenih koncentracija u uzlaznom redoslijedu (C1-C5). Vrijednosti
koncentracija koje odgovaraju naznacenim tretmanima sadrzani su u poglavlju 3. Materijali i metode.
Statisticki znacajne razlike (p < 0,05) u odnosu na kontrolnu skupinu naznacene su plavim
zvjezdicama iznad odgovaraju¢ih kutija. Statisticki znacajne razlike (p < 0,05) izmedu vrijednosti
ovog bihevioristickog elementa izmjerenih nakon 24 sata i 48 sati unutar svake eksperimentalne grupe
naznacene su crvenim zvjezdicama i horizontalnim crvenim linijama izmedu odgovarajuéih parova

kutija.
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Vodenbuhe su izlagane razli¢itim koncentracijama komercijalnog pripravka s aktivnom tvari
tebukonazol (TEB) u ukupnom trajanju 48 sati. Prosje¢na duljina frakcije kretanja (MFL,,)
odredena je nakon 24 sata i 48 sati, a rezultati su prikazani u obliku kutijastog dijagrama
(Slika 57). Nakon oba vremena izlaganja utvrden je blagi porast ovog bihevioristickog
elementa pri nizim koncentracijama, pracen smanjenjem pri viSim koncentracije zagadivala.
Nakon 24 sata izlozenosti, statisticki znacajne razlike u odnosu na kontrolnu grupu
zabiljezene su pri svim tretmanima (C1-C5) s TEB. Nakon 48 sati izloZenosti, nisu utvrdene
statisticki znaCajne razlike u odnosu na kontrolnu grupu. Statisticki znacajne razlike izmedu
prosjecne duljine frakcija kretanja nakon 24 sata i 48 sati opazene su pri koncentracijama C1,

C2,C31C4 TEB.

Rezultati izlaganja tebukonazolu
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Slika 57. Utjecaj tebukonazola (TEB) na prosje¢nu duljinu frakcija kretanja (MFL,,) tijekom
izlozenosti u trajanju od 24 sata (Zute kutije) i 48 sati (plave kutije). Na y-osi prikazana je prosjecna
duljina frakcija kretanja izrazena u milimetrima (mm), dok su na x-osi oznacene kontrolna grupa (CO0)
te grupe tretirane s TEB razli¢itih masenih koncentracija u uzlaznom redoslijedu (C1-C5). Vrijednosti
koncentracija koje odgovaraju naznacenim tretmanima sadrzani su u poglavlju 3. Materijali i metode.
Statisticki znacajne razlike (p < 0,05) u odnosu na kontrolnu skupinu naznacene su plavim
zvjezdicama iznad odgovaraju¢ih kutija. Statisticki znacajne razlike (p < 0,05) izmedu vrijednosti
ovog bihevioristickog elementa izmjerenih nakon 24 sata i 48 sati unutar svake eksperimentalne grupe
naznacene su crvenim zvjezdicama i horizontalnim crvenim linijama izmedu odgovarajuéih parova

kutija.
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4.1.1.7. Utjecaj koncentracije zagadivala i trajanja izlaganja na maksimalnu duljinu

frakcija kretanja (MFL,,,,)

Vodenbuhe su izlagane razli¢itim koncentracijama komercijalnog pripravka s aktivnom tvari
bendiokarb (BDC) u ukupnom trajanju 48 sati. Maksimalna duljina frakcije kretanja (MFL,,,.)
odredena je nakon 24 sata i 48 sati, a rezultati su prikazani u obliku kutijastog dijagrama
(Slika 58). Nakon oba vremena izlaganja utvrden je blagi porast ovog bihevioristickog
elementa pri nizim koncentracijama, pracen silaznim trendom s povecanjem koncentracije
zagadivala. Nakon 24 sata izloZenosti, statisticki znacajne razlike u odnosu na kontrolnu
grupu zabiljezene su kod tretmana s BDC pri koncentracijama C4 i C5. Nakon 48 sati
izloZenosti, statisticki znacajne razlike u odnosu na kontrolnu grupu utvrdene su kod BDC pri
koncentracijama C3, C4 1 CS5. Statisti¢ki znacajna razlika izmedu maksimalne duljine frakcija

kretanja nakon 24 sata i 48 sati opaZena je pri koncentraciji C5 BDC.

Rezultati izlaganja bendiokarbu
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Slika 58. Utjecaj bendiokarba (BDC) na maksimalnu duljinu frakcija kretanja (MFL,,.) tijekom
izlozenosti u trajanju od 24 sata (zute kutije) i 48 sati (plave kutije). Na y-osi prikazana je maksimalna
duljina frakcija kretanja izraZzena u milimetrima (mm), dok su na x-osi oznac¢ene kontrolna grupa (CO0)
te grupe tretirane s BDC razlic¢itih masenih koncentracija u uzlaznom redoslijedu (C1-C5). Vrijednosti
koncentracija koje odgovaraju naznacenim tretmanima sadrzani su u poglavlju 3. Materijali i metode.
StatistiCki znacajne razlike (p < 0,05) u odnosu na kontrolnu skupinu naznacene su plavim
zvjezdicama iznad odgovarajucih kutija. Statisticki znacajne razlike (p < 0,05) izmedu vrijednosti
ovog bihevioristickog elementa izmjerenih nakon 24 sata i 48 sati unutar svake eksperimentalne grupe
naznacene su crvenim zvjezdicama i horizontalnim crvenim linijama izmedu odgovaraju¢ih parova
kutija.
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Vodenbuhe su izlagane razli¢itim koncentracijama komercijalnog pripravka s aktivnom tvari
klorpirifos (CHP) u ukupnom trajanju 48 sati. Maksimalna duljina frakcije kretanja (MFL,,,.)
odredena je nakon 24 sata i 48 sati, a rezultati su prikazani u obliku kutijastog dijagrama
(Slika 59). Nakon oba vremena izlaganja utvrden je blagi porast ovog bihevioristickog
elementa pri nizim koncentracijama, pracen silaznim trendom s povecanjem koncentracije
zagadivala. Nakon 24 sata izloZenosti, statisticki znacajne razlike u odnosu na kontrolnu
grupu zabiljezene su kod tretmana s CHP pri koncentracijama C3, C4 i C5. Nakon 48 sati
1zloZenosti, statisticki znacajne razlike u odnosu na kontrolnu grupu utvrdene su kod CHP pri
koncentracijama C3, C4 i1 C5. Statisticki znacajne razlike izmedu maksimalne duljine frakcija

kretanja nakon 24 sata i 48 sati opaZene su pri koncentracijama C2, C4 i C5 CHP.

Rezultati izlaganja klorpirifosu
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Slika 59. Utjecaj klorpirifosa (CHP) na maksimalnu duljinu frakcija kretanja (MFL,,,) tijekom
izloZenosti u trajanju od 24 sata (Zute kutije) i 48 sati (plave kutije). Na y-osi prikazana je maksimalna
duljina frakcija kretanja izrazena u milimetrima (mm), dok su na x-osi oznacene kontrolna grupa (CO0)
te grupe tretirane s CHP razli¢itih masenih koncentracija u uzlaznom redoslijedu (C1-C5). Vrijednosti
koncentracija koje odgovaraju naznacenim tretmanima sadrzani su u poglavlju 3. Materijali i metode.
Statisticki znacajne razlike (p < 0,05) u odnosu na kontrolnu skupinu naznacene su plavim
zvjezdicama iznad odgovaraju¢ih kutija. Statisticki znacajne razlike (p < 0,05) izmedu vrijednosti
ovog bihevioristickog elementa izmjerenih nakon 24 sata i 48 sati unutar svake eksperimentalne grupe
naznacene su crvenim zvjezdicama i horizontalnim crvenim linijama izmedu odgovarajuéih parova

kutija.
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Vodenbuhe su izlagane razli¢itim koncentracijama komercijalnog pripravka s aktivnom tvari
difenkonazol (DIF) u ukupnom trajanju 48 sati. Maksimalna duljina frakcije kretanja
(MFL,,,) odredena je nakon 24 sata i 48 sati, a rezultati su prikazani u obliku kutijastog
dijagrama (Slika 60). Nakon oba vremena izlaganja utvrden je blagi porast ovog
bihevioristickog elementa pri nizim koncentracijama, prac¢en silaznim trendom s povecanjem
koncentracije zagadivala. Nisu utvrdene statisticki znacajne razlike u odnosu na kontrolnu
grupu nakon 24 sata izloZenosti,. Nakon 48 sati izlozenosti, statisticki znacajna razlika u
odnosu na kontrolnu grupu utvrdena je kod DIF pri koncentraciji C4. Nisu utvrdene statisticki
znacajne razlike izmedu maksimalne duljine frakcija kretanja nakon 24 sata i 48 sati unutar
pojedinih eksperimentalnih grupa.

Rezultati izlaganja difenkonazolu
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Slika 60. Utjecaj difenkonazola (TEB) na maksimalnu duljinu frakcija kretanja (MFL,,,) tijekom
izloZenosti u trajanju od 24 sata (Zute kutije) i 48 sati (plave kutije). Na y-osi prikazana je maksimalna
duljina frakcija kretanja izrazena u milimetrima (mm), dok su na x-osi oznacene kontrolna grupa (CO0)
te grupe tretirane s TEB razli¢itih masenih koncentracija u uzlaznom redoslijedu (C1-C4). Vrijednosti
koncentracija koje odgovaraju naznacenim tretmanima sadrzani su u poglavlju 3. Materijali i metode.
Statisticki znacajne razlike (p < 0,05) u odnosu na kontrolnu skupinu naznacene su plavim
zvjezdicama iznad odgovaraju¢ih kutija. Statisticki znacajne razlike (p < 0,05) izmedu vrijednosti
ovog bihevioristickog elementa izmjerenih nakon 24 sata i 48 sati unutar svake eksperimentalne grupe
naznacene su crvenim zvjezdicama i horizontalnim crvenim linijama izmedu odgovarajuéih parova

kutija.
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Vodenbuhe su izlagane razli¢itim koncentracijama komercijalnog pripravka s aktivnom tvari
fenbukonazol (FEN) u ukupnom trajanju 48 sati. Maksimalna duljina frakcije kretanja
(MFL,,,) odredena je nakon 24 sata i 48 sati, a rezultati su prikazani u obliku kutijastog
dijagrama (Slika 61). Nakon oba vremena izlaganja utvrden je blagi porast ovog
bihevioristickog elementa pri nizim koncentracijama, prac¢en silaznim trendom s povecanjem
koncentracije zagadivala. Nakon 24 sata izlozenosti, statisticki znacajna razlika u odnosu na
kontrolnu grupu zabiljezena je kod tretmana s FEN pri koncentraciji C1. Nakon 48 sati
1zloZenosti, statisticki znacajne razlike u odnosu na kontrolnu grupu utvrdene su kod FEN pri
koncentracijama C1 1 C5. Statisticki znacajne razlike izmedu maksimalne duljine frakcija

kretanja nakon 24 sata i 48 sati opaZene su pri koncentracijama C3 i C5 FEN.

Rezultati izlaganja fenbukonazolu
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Slika 61. Utjecaj fenbukonazola (FEN) na maksimalnu duljinu frakcija kretanja (MFL,,,) tijekom
izloZenosti u trajanju od 24 sata (Zute kutije) i 48 sati (plave kutije). Na y-osi prikazana je maksimalna
duljina frakcija kretanja izrazena u milimetrima (mm), dok su na x-osi oznacene kontrolna grupa (CO0)
te grupe tretirane s FEN razli¢itih masenih koncentracija u uzlaznom redoslijedu (C1-C5). Vrijednosti
koncentracija koje odgovaraju naznacenim tretmanima sadrzani su u poglavlju 3. Materijali i metode.
Statisticki znacajne razlike (p < 0,05) u odnosu na kontrolnu skupinu naznacene su plavim
zvjezdicama iznad odgovaraju¢ih kutija. Statisticki znacajne razlike (p < 0,05) izmedu vrijednosti
ovog bihevioristickog elementa izmjerenih nakon 24 sata i 48 sati unutar svake eksperimentalne grupe
naznacene su crvenim zvjezdicama i horizontalnim crvenim linijama izmedu odgovarajuéih parova

kutija.
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Vodenbuhe su izlagane razli¢itim koncentracijama komercijalnog pripravka s aktivnom tvari
glifosat (GLY) u ukupnom trajanju 48 sati. Maksimalna duljina frakcije kretanja (MFL,,,)
odredena je nakon 24 sata i 48 sati, a rezultati su prikazani u obliku kutijastog dijagrama
(Slika 62). Nakon oba vremena izlaganja utvrden je blagi porast ovog bihevioristickog
elementa pri nizim koncentracijama, pracen silaznim trendom s povecanjem koncentracije
zagadivala. Nakon 24 sata izloZenosti, statisticki znacajne razlike u odnosu na kontrolnu
grupu zabiljeZzene su kod tretmana s GLY pri koncentracijama C1 i C5. Nakon 48 sati
1zloZenosti, statisticki znacajne razlike u odnosu na kontrolnu grupu utvrdene su kod GLY pri
koncentracijama C1 1 C5. Statisticki znacajne razlike izmedu maksimalne duljine frakcija

kretanja nakon 24 sata i 48 sati opaZene su pri koncentracijama C4 i C5 GLY.

Rezultati izlaganja glifosatu
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Slika 62. Utjecaj glifosata (GLY) na maksimalnu duljinu frakcija kretanja (MFL,,,.) tijekom izloZenosti
u trajanju od 24 sata (zute kutije) i 48 sati (plave kutije). Na y-osi prikazana je maksimalna duljina
frakcija kretanja izraZena u milimetrima (mm), dok su na x-osi oznacene kontrolna grupa (CO) te grupe
tretirane s GLY razli¢itth masenih koncentracija u uzlaznom redoslijedu (C1-C5). Vrijednosti
koncentracija koje odgovaraju naznacenim tretmanima sadrzani su u poglavlju 3. Materijali i metode.
Statisticki znacajne razlike (p < 0,05) u odnosu na kontrolnu skupinu naznacene su plavim
zvjezdicama iznad odgovaraju¢ih kutija. Statisticki znacajne razlike (p < 0,05) izmedu vrijednosti
ovog bihevioristickog elementa izmjerenih nakon 24 sata i 48 sati unutar svake eksperimentalne grupe
naznacene su crvenim zvjezdicama i horizontalnim crvenim linijama izmedu odgovarajuéih parova

kutija.
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Vodenbuhe su izlagane razli¢itim koncentracijama komercijalnog pripravka s aktivnom tvari
imidakloprid (IMI) u ukupnom trajanju 48 sati. Maksimalna duljina frakcije kretanja (MFL,,,.)
odredena je nakon 24 sata i 48 sati, a rezultati su prikazani u obliku kutijastog dijagrama
(Slika 63). Nakon oba vremena izlaganja utvrden je blagi porast ovog bihevioristickog
elementa pri nizim koncentracijama, pracen silaznim trendom s povecanjem koncentracije
zagadivala. Nakon 24 sata izloZenosti, statisticki znacajne razlike u odnosu na kontrolnu
grupu zabiljezene su kod tretmana s IMI pri koncentracijama C2, C4 i C5. Nakon 48 sati
1zloZenosti, statisticki znacajne razlike u odnosu na kontrolnu grupu utvrdene su kod IMI pri
koncentracijama C2, C3, C4 1 C5. Statisticki znacajna razlika izmedu maksimalne duljine

frakcija kretanja nakon 24 sata 1 48 sati opaZena je pri koncentraciji C2 IMI.

Rezultati izlaganja imidaklopridu
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Slika 63. Utjecaj imidakloprida (IMI) na maksimalnu duljinu frakcija kretanja (MFL,,,) tijekom
izloZenosti u trajanju od 24 sata (Zute kutije) i 48 sati (plave kutije). Na y-osi prikazana je maksimalna
duljina frakcija kretanja izrazena u milimetrima (mm), dok su na x-osi oznacene kontrolna grupa (CO0)
te grupe tretirane s IMI razli¢itih masenih koncentracija u uzlaznom redoslijedu (C1-C5). Vrijednosti
koncentracija koje odgovaraju naznacenim tretmanima sadrzani su u poglavlju 3. Materijali i metode.
Statisticki znacajne razlike (p < 0,05) u odnosu na kontrolnu skupinu naznacene su plavim
zvjezdicama iznad odgovaraju¢ih kutija. Statisticki znacajne razlike (p < 0,05) izmedu vrijednosti
ovog bihevioristickog elementa izmjerenih nakon 24 sata i 48 sati unutar svake eksperimentalne grupe
naznacene su crvenim zvjezdicama i horizontalnim crvenim linijama izmedu odgovarajuéih parova

kutija.
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Vodenbuhe su izlagane razli¢itim koncentracijama komercijalnog pripravka s aktivnom tvari
tebukonazol (TEB) u ukupnom trajanju 48 sati. Maksimalna duljina frakcije kretanja (MFL,,,)
odredena je nakon 24 sata i 48 sati, a rezultati su prikazani u obliku kutijastog dijagrama
(Slika 64). Nakon oba vremena izlaganja utvrden je blagi porast ovog bihevioristickog
elementa pri nizim koncentracijama, pracen silaznim trendom s povecanjem koncentracije
zagadivala. Nakon 24 sata izloZenosti, statisticki znacajna razlika u odnosu na kontrolnu
grupu zabiljezena je kod tretmana s TEB pri koncentraciji C5. Nakon 48 sati izlozenosti,
statisticki znaajne razlike u odnosu na kontrolnu grupu utvrdene su kod TEB pri
koncentracijama C3, C4 i1 C5. Statisticki znacajna razlika izmedu maksimalne duljine frakcija

kretanja nakon 24 sata i 48 sati opaZena je pri koncentraciji C2 TEB.

Rezultati izlaganja tebukonazolu
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Slika 64. Utjecaj tebukonazola (TEB) na maksimalnu duljinu frakcija kretanja (MFL,,,) tijekom
izloZenosti u trajanju od 24 sata (Zute kutije) i 48 sati (plave kutije). Na y-osi prikazana je maksimalna
duljina frakcija kretanja izrazena u milimetrima (mm), dok su na x-osi oznacene kontrolna grupa (CO0)
te grupe tretirane s TEB razli¢itih masenih koncentracija u uzlaznom redoslijedu (C1-C5). Vrijednosti
koncentracija koje odgovaraju naznacenim tretmanima sadrzani su u poglavlju 3. Materijali i metode.
Statisticki znacajne razlike (p < 0,05) u odnosu na kontrolnu skupinu naznacene su plavim
zvjezdicama iznad odgovaraju¢ih kutija. Statisticki znacajne razlike (p < 0,05) izmedu vrijednosti
ovog bihevioristickog elementa izmjerenih nakon 24 sata i 48 sati unutar svake eksperimentalne grupe
naznacene su crvenim zvjezdicama i horizontalnim crvenim linijama izmedu odgovarajuéih parova

kutija.

119



4.1.1.8. Utjecaj koncentracije zagadivala i trajanja izlaganja na broj promjena smjera

(NDC)

Vodenbuhe su izlagane razli¢itim koncentracijama komercijalnog pripravka s aktivnom tvari
bendiokarb (BDC) u ukupnom trajanju 48 sati. Broj promjena smjera (NDC) odreden je nakon
24 sata i 48 sati, a rezultati su prikazani u obliku kutijastog dijagrama (Slika 65). Nakon oba
vremena izlaganja utvrdeno je smanjenje ovog bihevioristickog elementa s povecanjem
koncentracije zagadivala. Nakon 24 sata izloZenosti, statisticki znacajne razlike u odnosu na
kontrolnu grupu zabiljezene su kod tretmana s BDC pri koncentracijama C4 i C5. Nakon 48
sati izlozenosti, statisticki znacajne razlike u odnosu na kontrolnu grupu utvrdene su kod BDC
pri koncentracijama C1 1 C2. Statisticki znacajna razlika izmedu broja promjene smjera nakon

24 sata 1 48 sati opaZena je u kontrolnoj grupi i pri koncentracijama C3 1 C5 BDC.

Rezultati izlaganja bendiokarbu
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Slika 65. Utjecaj bendiokarba (BDC) na broj promjena smjera (NDC) tijekom izlozenosti u trajanju od
24 sata (zute kutije) i 48 sati (plave kutije). Na y-osi prikazan je broj promjena smjera (NDC), dok su
na x-osi oznacene kontrolna grupa (CO0) te grupe tretirane s BDC razli¢itih masenih koncentracija u
uzlaznom redoslijedu (C1-C5). Vrijednosti koncentracija koje odgovaraju naznacenim tretmanima
sadrzani su u poglavlju 3. Materijali i metode. Statisticki znacajne razlike (p < 0,05) u odnosu na
kontrolnu skupinu naznacene su plavim zvjezdicama iznad odgovarajucih kutija. Statisticki znacajne
razlike (p < 0,05) izmedu vrijednosti ovog bihevioristi¢kog elementa izmjerenih nakon 24 sata i 48 sati
unutar svake eksperimentalne grupe naznaCene su crvenim zvjezdicama i horizontalnim crvenim

linijama izmedu odgovarajuc¢ih parova kutija.
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Vodenbuhe su izlagane razli¢itim koncentracijama komercijalnog pripravka s aktivnom tvari
klorpirifos (CHP) u ukupnom trajanju 48 sati. Broj promjena smjera (NDC) odreden je nakon
24 sata i 48 sati, a rezultati su prikazani u obliku kutijastog dijagrama (Slika 66). Nakon oba
vremena izlaganja utvrden je blagi porast ovog bihevioristickog elementa pri nizim
koncentracijama, a potom silazni trend s povecanjem koncentracije zagadivala. Nakon 24 sata
izlozenosti, statisticki znacajne razlike u odnosu na kontrolnu grupu zabiljezene su kod
tretmana s CHP pri koncentracijama C4 i C5. Nakon 48 sati izloZenosti, statisticki znacajna
razlika u odnosu na kontrolnu grupu utvrdena je kod CHP pri koncentraciji C1. Statisticki
znacCajna razlika izmedu broja promjene smjera nakon 24 sata i 48 sati opazena je u kontrolnoj

grupi i pri koncentracijama C3, C4 i1 C5 CHP.

Rezultati izlaganja klorpirifosu
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Slika 66. Utjecaj klorpirifosa (CHP) na broj promjena smjera (NDC) tijekom izlozenosti u trajanju od
24 sata (zute kutije) i 48 sati (plave kutije). Na y-osi prikazan je broj promjena smjera (NDC), dok su
na x-osi oznacene kontrolna grupa (CO) te grupe tretirane s CHP razli¢itih masenih koncentracija u
uzlaznom redoslijedu (C1-CS5). Vrijednosti koncentracija koje odgovaraju naznacenim tretmanima
sadrzani su u poglavlju 3. Materijali i metode. Statisticki znacajne razlike (p < 0,05) u odnosu na
kontrolnu skupinu nazna¢ene su plavim zvjezdicama iznad odgovarajucih kutija. Statisticki znacajne
razlike (p < 0,05) izmedu vrijednosti ovog bihevioristickog elementa izmjerenih nakon 24 sata i 48 sati
unutar svake eksperimentalne grupe naznaCene su crvenim zvjezdicama i horizontalnim crvenim

linijjama izmedu odgovarajuéih parova kutija.
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Vodenbuhe su izlagane razli¢itim koncentracijama komercijalnog pripravka s aktivnom tvari
difenkonazol (DIF) u ukupnom trajanju 48 sati. Broj promjena smjera (NDC) odreden je
nakon 24 sata i 48 sati, a rezultati su prikazani u obliku kutijastog dijagrama (Slika 67).
Nakon oba vremena izlaganja utvrden je blagi porast ovog bihevioristickog elementa pri
nizim koncentracijama, a potom silazni trend s povecanjem koncentracije zagadivala. Nakon
24 sata izloZenosti, statisticki znacajne razlike u odnosu na kontrolnu grupu zabiljeZene su
kod tretmana s DIF pri koncentracijama C1, C2 i C4. Nakon 48 sati izloZenosti, statisticki
znacajna razlika u odnosu na kontrolnu grupu utvrdena je kod DIF pri koncentraciji Cl1.
StatistiCki znacajna razlika izmedu broja promjene smjera nakon 24 sata i 48 sati opazena je u

kontrolnoj grupi 1 pri koncentracijama C2, C3 i C4 DIF.
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Slika 67. Utjecaj difenkonazola (DIF) na broj promjena smjera (NDC) tijekom izlozenosti u trajanju od
24 sata (Zute kutije) i 48 sati (plave kutije). Na y-osi prikazan je broj promjena smjera (NDC), dok su
na x-osi oznacene kontrolna grupa (CO) te grupe tretirane s DIF razli¢itih masenih koncentracija u
uzlaznom redoslijedu (C1-C4). Vrijednosti koncentracija koje odgovaraju naznacenim tretmanima
sadrzani su u poglavlju 3. Materijali i metode. Statisticki znacajne razlike (p < 0,05) u odnosu na
kontrolnu skupinu naznacene su plavim zvjezdicama iznad odgovarajucih kutija. Statisticki znacajne
razlike (p < 0,05) izmedu vrijednosti ovog bihevioristickog elementa izmjerenih nakon 24 sata i 48 sati
unutar svake eksperimentalne grupe naznaCene su crvenim zvjezdicama i horizontalnim crvenim

linijjama izmedu odgovarajucih parova kutija.
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Vodenbuhe su izlagane razli¢itim koncentracijama komercijalnog pripravka s aktivnom tvari
fenbukonazol (FEN) u ukupnom trajanju 48 sati. Broj promjena smjera (NDC) odreden je
nakon 24 sata i 48 sati, a rezultati su prikazani u obliku kutijastog dijagrama (Slika 68).
Nakon oba vremena izlaganja utvrden je blagi porast ovog bihevioristickog elementa pri
nizim koncentracijama, a potom silazni trend s povecanjem koncentracije zagadivala. Nakon
24 sata izloZenosti, statisticki znacajne razlike u odnosu na kontrolnu grupu zabiljeZene su
kod tretmana s FEN pri koncentracijama C1, C2, C3, C4 i C5. Nakon 48 sati izlozenosti,
statisticki znacajne razlike u odnosu na kontrolnu grupu zabiljeZene su kod tretmana s FEN
pri koncentracijama C1, C3, C4 1 CS5. Statisticki znacajna razlika izmedu broja promjene
smjera nakon 24 sata i 48 sati opazena je u kontrolnoj grupi i pri koncentracijama C1, C2, C4

1 C5 FEN.

Rezultati izlaganja fenbukonazolu

* * * * *

* % * ok * %
°
1000
é D Vrijeme izlaganja
E:' . : Ed 24n

NDC (N)

ES 48n

500

o 9 v @ > &
Tretmani
Slika 68. Utjecaj fenbukonazola (FEN) na broj promjena smjera (NDC) tijekom izloZenosti u trajanju
od 24 sata (zute kutije) i 48 sati (plave kutije). Na y-osi prikazan je broj promjena smjera (NDC), dok
su na x-osi oznacene kontrolna grupa (CO0) te grupe tretirane s FEN razli¢itih masenih koncentracija u
uzlaznom redoslijedu (C1-C5). Vrijednosti koncentracija koje odgovaraju nazna¢enim tretmanima
sadrzani su u poglavlju 3. Materijali i metode. Statisticki znacajne razlike (p < 0,05) u odnosu na
kontrolnu skupinu naznacene su plavim zvjezdicama iznad odgovarajuc¢ih kutija. Statisticki znacajne
razlike (p < 0,05) izmedu vrijednosti ovog bihevioristickog elementa izmjerenih nakon 24 sata i 48 sati
unutar svake eksperimentalne grupe naznafene su crvenim zvjezdicama i horizontalnim crvenim

linijama izmedu odgovarajucih parova kutija.
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Vodenbuhe su izlagane razli¢itim koncentracijama komercijalnog pripravka s aktivnom tvari
glifosat (GLY) u ukupnom trajanju 48 sati. Broj promjena smjera (NDC) odreden je nakon 24
sata 1 48 sati, a rezultati su prikazani u obliku kutijastog dijagrama (Slika 69). Nakon oba
vremena izlaganja utvrden je blagi porast ovog bihevioristickog elementa pri nizim
koncentracijama, a potom silazni trend s povecanjem koncentracije zagadivala. Nakon 24 sata
izlozenosti, statisticki znacajna razlika u odnosu na kontrolnu grupu zabiljezena je kod
tretmana s GLY pri koncentraciji C5. Nakon 48 sati izloZenosti, statisticki znacajne razlike u
odnosu na kontrolnu grupu zabiljezene su kod tretmana s GLY pri koncentracijama C1, C4 i
C5. Statisticki znacajna razlika izmedu broja promjene smjera nakon 24 sata i 48 sati opazena

je u kontrolnoj grupi i pri koncentracijama C2, C3 i C4 GLY.

Rezultati izlaganja glifosatu
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Slika 69. Utjecaj glifosata (GLY) na broj promjena smjera (NDC) tijekom izloZenosti u trajanju od 24
sata (zute kutije) i 48 sati (plave kutije). Na y-osi prikazan je broj promjena smjera (NDC), dok su na
x-osi oznacene kontrolna grupa (CO) te grupe tretirane s GLY razliCitih masenih koncentracija u
uzlaznom redoslijedu (C1-CS5). Vrijednosti koncentracija koje odgovaraju naznacenim tretmanima
sadrzani su u poglavlju 3. Materijali i metode. Statisticki znacajne razlike (p < 0,05) u odnosu na
kontrolnu skupinu naznacene su plavim zvjezdicama iznad odgovarajucih kutija. Statisticki znacajne
razlike (p < 0,05) izmedu vrijednosti ovog bihevioristickog elementa izmjerenih nakon 24 sata i 48 sati
unutar svake eksperimentalne grupe naznaCene su crvenim zvjezdicama i horizontalnim crvenim

linijjama izmedu odgovarajucih parova kutija.
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Vodenbuhe su izlagane razli¢itim koncentracijama komercijalnog pripravka s aktivnom tvari
imidakloprid (IMI) u ukupnom trajanju 48 sati. Broj promjena smjera (NDC) odreden je
nakon 24 sata i 48 sati, a rezultati su prikazani u obliku kutijastog dijagrama (Slika 70).
Nakon oba vremena izlaganja utvrden je blagi porast ovog bihevioristickog elementa pri
nizim koncentracijama, a potom silazni trend s povecanjem koncentracije zagadivala. Nakon
24 sata izloZenosti, statisticki znacajne razlike u odnosu na kontrolnu grupu zabiljeZene su
kod tretmana s IMI pri koncentracijama C2 i C3. Nakon 48 sati izlozenosti, statisticki
znacajne razlike u odnosu na kontrolnu grupu zabiljezene su kod tretmana s IMI pri
koncentracijama C1, C3, C4 i1 C5. Statisticki znacajna razlika izmedu broja promjene smjera

nakon 24 sata i 48 sati opaZena je u kontrolnoj grupi 1 pri koncentracijama C2 i C5 IML
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Slika 70. Utjecaj imidakloprida (IMI) na broj promjena smjera (NDC) tijekom izloZenosti u trajanju od
24 sata (Zute kutije) i 48 sati (plave kutije). Na y-osi prikazan je broj promjena smjera (NDC), dok su
na x-osi oznacene kontrolna grupa (CO) te grupe tretirane s IMI razli¢itih masenih koncentracija u
uzlaznom redoslijedu (C1-CS5). Vrijednosti koncentracija koje odgovaraju naznacenim tretmanima
sadrzani su u poglavlju 3. Materijali i metode. Statisticki znacajne razlike (p < 0,05) u odnosu na
kontrolnu skupinu naznacene su plavim zvjezdicama iznad odgovarajucih kutija. Statisticki znacajne
razlike (p < 0,05) izmedu vrijednosti ovog bihevioristickog elementa izmjerenih nakon 24 sata i 48 sati
unutar svake eksperimentalne grupe naznaCene su crvenim zvjezdicama i horizontalnim crvenim

linijjama izmedu odgovarajucih parova kutija.
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Vodenbuhe su izlagane razli¢itim koncentracijama komercijalnog pripravka s aktivnom tvari
tebukonazol (TEB) u ukupnom trajanju 48 sati. Broj promjena smjera (NDC) odreden je
nakon 24 sata i 48 sati, a rezultati su prikazani u obliku kutijastog dijagrama (Slika 71).
Nakon oba vremena izlaganja utvrden je blagi porast ovog bihevioristickog elementa pri
nizim koncentracijama, a potom silazni trend s povecanjem koncentracije zagadivala. Nakon
24 sata izloZenosti, statisticki znacajne razlike u odnosu na kontrolnu grupu zabiljeZene su
kod tretmana s TEB pri koncentracijama C4 i C5. Nakon 48 sati izlozenosti, statisticki
znaCajne razlike u odnosu na kontrolnu grupu zabiljeZzene su kod tretmana s TEB pri
koncentracijama C1 i CS5. Statisticki znaCajna razlika izmedu broja promjene smjera nakon 24

sata 1 48 sati opaZena je u kontrolnoj grupi i pri koncentracijamaC2, C3 i C4 TEB.

Rezultati izlaganja tebukonazolu
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Slika 71. Utjecaj tebukonazola (TEB) na broj promjena smjera (NDC) tijekom izloZenosti u trajanju od
24 sata (Zute kutije) i 48 sati (plave kutije). Na y-osi prikazan je broj promjena smjera (NDC), dok su
na x-osi oznacene kontrolna grupa (CO) te grupe tretirane s TEB razli¢itih masenih koncentracija u
uzlaznom redoslijedu (C1-CS5). Vrijednosti koncentracija koje odgovaraju naznacenim tretmanima
sadrzani su u poglavlju 3. Materijali i metode. Statisticki znacajne razlike (p < 0,05) u odnosu na
kontrolnu skupinu naznacene su plavim zvjezdicama iznad odgovarajucih kutija. Statisticki znacajne
razlike (p < 0,05) izmedu vrijednosti ovog bihevioristickog elementa izmjerenih nakon 24 sata i 48 sati
unutar svake eksperimentalne grupe naznaCene su crvenim zvjezdicama i horizontalnim crvenim

linijjama izmedu odgovarajucih parova kutija.
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4.1.1.9. Utjecaj koncentracije zagadivala i trajanja izlaganja na indeks promjene smjera

nakon odmora (AR_DCI)

Vodenbuhe su izlagane razli¢itim koncentracijama komercijalnog pripravka s aktivnom tvari
bendiokarb (BDC) u ukupnom trajanju 48 sati. Indeks promjene smjera nakon odmora
(AR_DCI) odreden je nakon 24 sata i 48 sati, a rezultati su prikazani u obliku kutijastog
dijagrama (Slika 72). Nakon oba vremena izlaganja utvrdeno je smanjenje ovog
bihevioristickog elementa s povecanjem koncentracije zagadivala. Nakon 24 sata izloZenosti,
statistiCki znacajne razlike u odnosu na kontrolnu grupu zabiljezene su kod tretmana s BDC
pri koncentracijama C1, C3, C4 i C5. Nakon 48 sati izlozenosti, statisticki znacajne razlike u
odnosu na kontrolnu grupu utvrdene su kod BDC pri koncentracijama C1, C2, C3, C4 1 C5.
Statisticki znacajna razlika izmedu indeksa promjene smjera nakon odmora nakon 24 sata i 48

sati opazena je u kontrolnoj grupi i pri koncentraciji C1 BDC.

Rezultati izlaganja bendiokarbu
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Slika 72. Utjecaj bendiokarba (BDC) na indeks promjene smjera nakon odmora (AR_DCI) tijekom
izlozenosti u trajanju od 24 sata (zute kutije) i 48 sati (plave kutije). Na y-osi prikazan je indeks
promjene smjera nakon odmora (4R_DCI), dok su na x-osi oznacene kontrolna grupa (CO) te grupe
tretirane s BDC razli¢itih masenih koncentracija u uzlaznom redoslijedu (C1-C5). Vrijednosti
koncentracija koje odgovaraju naznacenim tretmanima sadrzani su u poglavlju 3. Materijali i metode.
StatistiCki znacajne razlike (p < 0,05) u odnosu na kontrolnu skupinu naznacene su plavim
zvjezdicama iznad odgovarajucih kutija. Statisticki znacajne razlike (p < 0,05) izmedu vrijednosti
ovog bihevioristickog elementa izmjerenih nakon 24 sata i 48 sati unutar svake eksperimentalne grupe
naznacene su crvenim zvjezdicama i horizontalnim crvenim linijama izmedu odgovaraju¢ih parova
kutija.
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Vodenbuhe su izlagane razli¢itim koncentracijama komercijalnog pripravka s aktivnom tvari
klorpirifos (CHP) u ukupnom trajanju 48 sati. Indeks promjene smjera nakon odmora
(AR_DCI) odreden je nakon 24 sata i 48 sati, a rezultati su prikazani u obliku kutijastog
dijagrama (Slika 73). Nakon 24 sata izloZenosti, statisticki znacajne razlike u odnosu na
kontrolnu grupu zabiljeZene su kod tretmana s CHP pri koncentracijama C1-C5. Nakon 48
sati izlozenosti, statisti¢ki znacajne razlike u odnosu na kontrolnu grupu utvrdene su kod CHP
pri koncentracijama C1-C5. Statisticki znacajne razlike izmedu indeksa promjene smjera
nakon odmora nakon 24 sata 1 48 sati opazena je u kontrolnoj grupi 1 pri koncentracijama C1,

C41CS5 CHP.

Rezultati izlaganja klorpirifosu
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Slika 73. Utjecaj klorpirifosa (CHP) na indeks promjene smjera nakon odmora (4R_DCI) tijekom
izloZenosti u trajanju od 24 sata (zute kutije) i 48 sati (plave kutije). Na y-osi prikazan je indeks
promjene smjera nakon odmora (4R _DCI), dok su na x-osi oznacene kontrolna grupa (CO) te grupe
tretirane s CHP razli¢itih masenih koncentracija u uzlaznom redoslijedu (C1-CS5). Vrijednosti
koncentracija koje odgovaraju naznacenim tretmanima sadrzani su u poglavlju 3. Materijali i metode.
Statisticki znacajne razlike (p < 0,05) u odnosu na kontrolnu skupinu naznacene su plavim
zvjezdicama iznad odgovaraju¢ih kutija. Statisticki znaCajne razlike (p < 0,05) izmedu vrijednosti
ovog bihevioristickog elementa izmjerenih nakon 24 sata i 48 sati unutar svake eksperimentalne grupe
naznacene su crvenim zvjezdicama i horizontalnim crvenim linijama izmedu odgovaraju¢ih parova

kutija.
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Vodenbuhe su izlagane razli¢itim koncentracijama komercijalnog pripravka s aktivnom tvari
difenkonazol (DIF) u ukupnom trajanju 48 sati. Indeks promjene smjera nakon odmora
(AR_DCI) odreden je nakon 24 sata i 48 sati, a rezultati su prikazani u obliku kutijastog
dijagrama (Slika 74). Nisu utvrdene statisticki zna¢ajne razlike u odnosu na kontrolnu skupinu
nakon 24 sata izloZzenosti. Nakon 48 sati izlozenosti, statisticki znacajne razlike u odnosu na
kontrolnu grupu utvrdene su kod DIF pri koncentracijama C1 1 C4. Statisti¢ki znacajne razlike
izmedu indeksa promjene smjera nakon odmora nakon 24 sata i 48 sati opaZzena je u

kontrolnoj grupi i pri koncentraciji C3 DIF.
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Slika 74. Utjecaj difenkonazola (DIF) na indeks promjene smjera nakon odmora (4R_DCI) tijekom
izlozenosti u trajanju od 24 sata (zute kutije) i 48 sati (plave kutije). Na y-osi prikazan je indeks
promjene smjera nakon odmora (4R_DCI), dok su na x-osi oznacene kontrolna grupa (CO0) te grupe
tretirane s DIF razli¢itih masenih koncentracija u uzlaznom redoslijedu (C1-C4). Vrijednosti
koncentracija koje odgovaraju naznacenim tretmanima sadrzani su u poglavlju 3. Materijali i metode.
Statisticki znacajne razlike (p < 0,05) u odnosu na kontrolnu skupinu naznaCene su plavim
zvjezdicama iznad odgovaraju¢ih kutija. Statisticki znacajne razlike (p < 0,05) izmedu vrijednosti
ovog bihevioristickog elementa izmjerenih nakon 24 sata i 48 sati unutar svake eksperimentalne grupe
naznacene su crvenim zvjezdicama i horizontalnim crvenim linijjama izmedu odgovaraju¢ih parova

kutija.
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Vodenbuhe su izlagane razli¢itim koncentracijama komercijalnog pripravka s aktivnom tvari
fenbukonazol (FEN) u ukupnom trajanju 48 sati. Indeks promjene smjera nakon odmora
(AR_DCI) odreden je nakon 24 sata i 48 sati, a rezultati su prikazani u obliku kutijastog
dijagrama (Slika 75). Nakon 24 sata izloZenosti, statisti¢ki znacajna razlika u odnosu na
kontrolnu grupu utvrdena je kod FEN pri koncentraciji Cl. Nakon 48 sati izloZenosti,
statistiCki znacajne razlike u odnosu na kontrolnu grupu utvrdene su kod FEN pri
koncentracijama C3 i1 C4. Statisticki znacajne razlike izmedu indeksa promjene smjera nakon

odmora nakon 24 sata 1 48 sati opaZena je samo u kontrolnoj grupi.

Rezultati izlaganja fenbukonazolu
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Slika 75. Utjecaj fenbukonazola (FEN) na indeks promjene smjera nakon odmora (4R_DCI) tijekom
izlozenosti u trajanju od 24 sata (zute kutije) i 48 sati (plave kutije). Na y-osi prikazan je indeks
promjene smjera nakon odmora (4R_DCI), dok su na x-osi oznacene kontrolna grupa (CO0) te grupe
tretirane s FEN razli¢itih masenih koncentracija u uzlaznom redoslijedu (C1-C5). Vrijednosti
koncentracija koje odgovaraju naznacenim tretmanima sadrzani su u poglavlju 3. Materijali i metode.
Statisticki znacajne razlike (p < 0,05) u odnosu na kontrolnu skupinu naznaCene su plavim
zvjezdicama iznad odgovaraju¢ih kutija. Statisticki znacajne razlike (p < 0,05) izmedu vrijednosti
ovog bihevioristickog elementa izmjerenih nakon 24 sata i 48 sati unutar svake eksperimentalne grupe
naznacene su crvenim zvjezdicama i horizontalnim crvenim linijjama izmedu odgovaraju¢ih parova

kutija.
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Vodenbuhe su izlagane razli¢itim koncentracijama komercijalnog pripravka s aktivnom tvari
glifosat (GLY) u ukupnom trajanju 48 sati. Indeks promjene smjera nakon odmora (4R_DCI)
odreden je nakon 24 sata i 48 sati, a rezultati su prikazani u obliku kutijastog dijagrama (Slika
76). Nakon 24 sata izlozenosti, statisticki znacajne razlike u odnosu na kontrolnu grupu
zabiljezene su kod tretmana s GLY pri koncentracijama C1-C5. Nakon 48 sati izlozenosti,
statistiCki znaCajne razlike u odnosu na kontrolnu grupu utvrdene su kod GLY pri
koncentracijama C1-C5. Statisticki znacajne razlike izmedu indeksa promjene smjera nakon

odmora nakon 24 sata 1 48 sati opaZena je u kontrolnoj grupi 1 pri koncentraciji C2 GLY.
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Slika 76. Utjecaj glifosata (GLY) na indeks promjene smjera nakon odmora (AR _DCI) tijekom
izlozenosti u trajanju od 24 sata (zute kutije) i 48 sati (plave kutije). Na y-osi prikazan je indeks
promjene smjera nakon odmora (4R_DCI), dok su na x-osi oznacene kontrolna grupa (CO0) te grupe
tretirane s GLY razli¢itih masenih koncentracija u uzlaznom redoslijedu (C1-C5). Vrijednosti
koncentracija koje odgovaraju naznacenim tretmanima sadrzani su u poglavlju 3. Materijali i metode.
Statisticki znacajne razlike (p < 0,05) u odnosu na kontrolnu skupinu naznaCene su plavim
zvjezdicama iznad odgovaraju¢ih kutija. Statisticki znacajne razlike (p < 0,05) izmedu vrijednosti
ovog bihevioristickog elementa izmjerenih nakon 24 sata i 48 sati unutar svake eksperimentalne grupe
naznacene su crvenim zvjezdicama i horizontalnim crvenim linijjama izmedu odgovaraju¢ih parova

kutija.
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Vodenbuhe su izlagane razli¢itim koncentracijama komercijalnog pripravka s aktivnom tvari
imidakloprid (IMI) u ukupnom trajanju 48 sati. Indeks promjene smjera nakon odmora
(AR_DCI) odreden je nakon 24 sata i 48 sati, a rezultati su prikazani u obliku kutijastog
dijagrama (Slika 77). Nakon 24 sata izloZenosti, statisticki znacajne razlike u odnosu na
kontrolnu grupu zabiljezene su kod tretmana s IMI pri koncentracijama C1, C3 1 C5. Nakon
48 sati izlozenosti, statisticki znacajne razlike u odnosu na kontrolnu grupu utvrdene su kod
IMI pri koncentracijama C1-C5. Statisticki znacajne razlike izmedu indeksa promjene smjera

nakon odmora nakon 24 sata i 48 sati opazena je samo u kontrolnoj grupi.
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Slika 77. Utjecaj imidakloprida (IMI) na indeks promjene smjera nakon odmora (4R_DCI) tijekom
izlozenosti u trajanju od 24 sata (zute kutije) i 48 sati (plave kutije). Na y-osi prikazan je indeks
promjene smjera nakon odmora (4R_DCI), dok su na x-osi oznacene kontrolna grupa (CO0) te grupe
tretirane s IMI razli¢itih masenih koncentracija u uzlaznom redoslijedu (C1-C5). Vrijednosti
koncentracija koje odgovaraju naznacenim tretmanima sadrzani su u poglavlju 3. Materijali i metode.
Statisticki znacajne razlike (p < 0,05) u odnosu na kontrolnu skupinu naznaCene su plavim
zvjezdicama iznad odgovaraju¢ih kutija. Statisticki znacajne razlike (p < 0,05) izmedu vrijednosti
ovog bihevioristickog elementa izmjerenih nakon 24 sata i 48 sati unutar svake eksperimentalne grupe
naznacene su crvenim zvjezdicama i horizontalnim crvenim linijjama izmedu odgovaraju¢ih parova

kutija.
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Vodenbuhe su izlagane razli¢itim koncentracijama komercijalnog pripravka s aktivnom tvari
tebukonazol (TEB) u ukupnom trajanju 48 sati. Indeks promjene smjera nakon odmora
(AR_DCI) odreden je nakon 24 sata i 48 sati, a rezultati su prikazani u obliku kutijastog
dijagrama (Slika 78). Nakon 24 sata izloZenosti, nisu utvrdene statisti¢ki znacajne razlike u
odnosu na kontrolnu grupu. Nakon 48 sati izlozenosti, statisticki znacajna razlika u odnosu na
kontrolnu grupu utvrdena je pri koncentraciji C4 TEB. Statisticki znacajne razlike izmedu
indeksa promjene smjera nakon odmora nakon 24 sata i 48 sati opazena je u kontrolnoj grupi i

pri koncentraciji C3 TEB.
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Slika 78. Utjecaj tebukonazola (TEB) na indeks promjene smjera nakon odmora (4R _DCI) tijekom
izlozenosti u trajanju od 24 sata (zute kutije) i 48 sati (plave kutije). Na y-osi prikazan je indeks
promjene smjera nakon odmora (4R_DCI), dok su na x-osi oznacene kontrolna grupa (CO0) te grupe
tretirane s TEB razli¢itih masenih koncentracija u uzlaznom redoslijedu (C1-C5). Vrijednosti
koncentracija koje odgovaraju naznacenim tretmanima sadrzani su u poglavlju 3. Materijali i metode.
Statisticki znacajne razlike (p < 0,05) u odnosu na kontrolnu skupinu naznaCene su plavim
zvjezdicama iznad odgovaraju¢ih kutija. Statisticki znacajne razlike (p < 0,05) izmedu vrijednosti
ovog bihevioristickog elementa izmjerenih nakon 24 sata i 48 sati unutar svake eksperimentalne grupe
naznacene su crvenim zvjezdicama i horizontalnim crvenim linijjama izmedu odgovaraju¢ih parova

kutija.
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4.1.1.10. Utjecaj koncentracije zagadivala i trajanja izlaganja na fraktalnu dimenziju (FD)

Vodenbuhe su izlagane razli¢itim koncentracijama komercijalnog pripravka s aktivnom tvari
bendiokarb (BDC) u ukupnom trajanju 48 sati. Fraktalna dimenzija (/D) odredena je nakon
24 sata 1 48 sati, a rezultati su prikazani u obliku kutijastog dijagrama (Slika 79). Nakon 24
sata izlozenosti, statistiCki znacajne razlike u odnosu na kontrolnu grupu zabiljezene su kod
tretmana s BDC pri koncentracijama C1, C2, C4 i C5. Nakon 48 sati izloZenosti, statisticki
znacajne razlike u odnosu na kontrolnu grupu utvrdene su kod BDC pri koncentracijama C2 i
C3. Statisticki znacajna razlika izmedu fraktalne dimenzije nakon 24 sata i 48 sati opazena je

pri koncentracijama C1 i C2 BDC.
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Slika 79. Utjecaj bendiokarba (BDC) na fraktalnu dimenziju (#D) tijekom izlozenosti u trajanju od 24
sata (zute kutije) i 48 sati (plave kutije). Na y-osi prikazana je fraktalna dimenzija (¥D), dok su na
x-0si oznacene kontrolna grupa (CO) te grupe tretirane s BDC razli¢itih masenih koncentracija u
uzlaznom redoslijedu (C1-C5). Vrijednosti koncentracija koje odgovaraju naznaenim tretmanima
sadrzani su u poglavlju 3. Materijali 1 metode. Statisti¢ki znacajne razlike (p < 0,05) u odnosu na
kontrolnu skupinu naznacene su plavim zvjezdicama iznad odgovarajuéih kutija. Statisticki znacajne
razlike (p < 0,05) izmedu vrijednosti ovog bihevioristickog elementa izmjerenih nakon 24 sata i 48 sati
unutar svake eksperimentalne grupe naznaCene su crvenim zvjezdicama i horizontalnim crvenim

linijama izmedu odgovarajucih parova kutija.
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Vodenbuhe su izlagane razli¢itim koncentracijama komercijalnog pripravka s aktivnom tvari
klorpirifos (CHP) u ukupnom trajanju 48 sati. Fraktalna dimenzija (FD) odredena je nakon 24
sata 1 48 sati, a rezultati su prikazani u obliku kutijastog dijagrama (Slika 80). Nakon 24 sata
izloZenosti, statisticki znaCajne razlike u odnosu na kontrolnu grupu zabiljezene su kod
tretmana s CHP pri koncentracijama C3 i C4. Nakon 48 sati izloZenosti, statisticki znaCajne
razlike u odnosu na kontrolnu grupu utvrdene su kod CHP pri koncentracijama C3, C4 i C5.
Statisticki znacajna razlika izmedu fraktalne dimenzije nakon 24 sata i 48 sati opazena je pri

koncentraciji C5 CHP.

Rezultati izlaganja klorpirifosu
2.0 *

1.5

°
: g l Vrijeme izlaganja

0 o B3 24n

m ES 4sh

T.T@

0.0
S & v & d
Tretmani

Slika 80. Utjecaj klorpirifosa (CHP) na fraktalnu dimenziju (FD) tijekom izloZenosti u trajanju od 24
sata (zute kutije) i 48 sati (plave kutije). Na y-osi prikazana je fraktalna dimenzija (¥D), dok su na
x-0si oznacene kontrolna grupa (C0) te grupe tretirane s CHP razli¢itih masenih koncentracija u
uzlaznom redoslijedu (C1-C5). Vrijednosti koncentracija koje odgovaraju naznaenim tretmanima
sadrzani su u poglavlju 3. Materijali i metode. Statisti¢ki znacajne razlike (p < 0,05) u odnosu na
kontrolnu skupinu naznacene su plavim zvjezdicama iznad odgovarajucih kutija. Statisticki znacajne
razlike (p < 0,05) izmedu vrijednosti ovog bihevioristickog elementa izmjerenih nakon 24 sata i 48 sati
unutar svake eksperimentalne grupe naznaCene su crvenim zvjezdicama i horizontalnim crvenim

linijjama izmedu odgovarajucih parova kutija.
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Vodenbuhe su izlagane razli¢itim koncentracijama komercijalnog pripravka s aktivnom tvari
difenkonazol (DIF) u ukupnom trajanju 48 sati. Fraktalna dimenzija (/D) odredena je nakon
24 sata i 48 sati, a rezultati su prikazani u obliku kutijastog dijagrama (Slika 81). Nakon 24
sata izloZenosti, statisticki znacajna razlika u odnosu na kontrolnu grupu zabiljeZena je kod
tretmana s DIF pri koncentraciji C3. Nakon 48 sati izlozenosti, nisu utvrdene statisticki
znacajne razlike u odnosu na kontrolnu grupu. Statisticki znacajna razlika izmedu fraktalne

dimenzije nakon 24 sata i 48 sati opazena je pri koncentraciji C3 DIF.
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Slika 81. Utjecaj difenkonazola (DIF) na fraktalnu dimenziju (#D) tijekom izlozenosti u trajanju od 24
sata (zute kutije) i 48 sati (plave kutije). Na y-osi prikazana je fraktalna dimenzija (FD), dok su na
x-0si oznacene kontrolna grupa (CO0) te grupe tretirane s DIF razli¢itih masenih koncentracija u
uzlaznom redoslijedu (C1-C4). Vrijednosti koncentracija koje odgovaraju naznaCenim tretmanima
sadrzani su u poglavlju 3. Materijali i metode. Statisticki znac¢ajne razlike (p < 0,05) u odnosu na
kontrolnu skupinu naznacene su plavim zvjezdicama iznad odgovarajuc¢ih kutija. Statisticki znacajne
razlike (p < 0,05) izmedu vrijednosti ovog bihevioristickog elementa izmjerenih nakon 24 sata i 48 sati
unutar svake eksperimentalne grupe naznafene su crvenim zvjezdicama i horizontalnim crvenim

linijama izmedu odgovarajuéih parova kutija.
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Vodenbuhe su izlagane razli¢itim koncentracijama komercijalnog pripravka s aktivnom tvari
fenbukonazol (FEN) u ukupnom trajanju 48 sati. Fraktalna dimenzija (D) odredena je nakon
24 sata 1 48 sati, a rezultati su prikazani u obliku kutijastog dijagrama (Slika 82). Nisu
utvrdene statisti€ki znacajne razlike u odnosu na kontrolnu grupu nakon 24 sata niti 48 sati
izloZzenosti. Takoder, nisu utvrdene statisticki znacajne razlike izmedu fraktalne dimenzije

nakon 24 sata i 48 sati unutar pojedinih eksperimentalnih grupa.
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Slika 82. Utjecaj fenbukonazola (FEN) na fraktalnu dimenziju (FD) tijekom izloZenosti u trajanju od
24 sata (Zute kutije) i 48 sati (plave kutije). Na y-osi prikazana je fraktalna dimenzija (¥ D), dok su na
x-osi oznacene kontrolna grupa (CO) te grupe tretirane s FEN razlicitih masenih koncentracija u
uzlaznom redoslijedu (C1-CS5). Vrijednosti koncentracija koje odgovaraju naznacenim tretmanima
sadrzani su u poglavlju 3. Materijali i metode. Statisticki znacajne razlike (p < 0,05) u odnosu na
kontrolnu skupinu naznacene su plavim zvjezdicama iznad odgovarajucih kutija. Statisticki znacajne
razlike (p < 0,05) izmedu vrijednosti ovog bihevioristickog elementa izmjerenih nakon 24 sata i 48 sati
unutar svake eksperimentalne grupe naznacene su crvenim zvjezdicama i horizontalnim crvenim

linijjama izmedu odgovarajucih parova kutija.
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Vodenbuhe su izlagane razli¢itim koncentracijama komercijalnog pripravka s aktivnom tvari
glifosatu (GLY) u ukupnom trajanju 48 sati. Fraktalna dimenzija (/D) odredena je nakon 24
sata 1 48 sati, a rezultati su prikazani u obliku kutijastog dijagrama (Slika 83). Nakon 24 sata
izloZenosti, statisticki znaCajne razlike u odnosu na kontrolnu grupu zabiljezene su kod
tretmana s GLY pri koncentracijama C1, C3, C4 1 C5. Nakon 48 sati izlozenosti, statistic¢ki
znacajne razlike u odnosu na kontrolnu grupu utvrdene su kod GLY pri koncentracijama C1 i
C4. Statisticki znacajne razlike izmedu fraktalne dimenzije nakon 24 sata i 48 sati opazene su

pri koncentracijama C1 1 C5 GLY.
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Slika 83. Utjecaj glifosata (GLY) na fraktalnu dimenziju (#D) tijekom izlozenosti u trajanju od 24 sata
(zute kutije) 1 48 sati (plave kutije). Na y-osi prikazana je fraktalna dimenzija (FD), dok su na x-osi
oznacene kontrolna grupa (CO0) te grupe tretirane s GLY razli¢itih masenih koncentracija u uzlaznom
redoslijedu (C1-CS5). Vrijednosti koncentracija koje odgovaraju naznacenim tretmanima sadrzani su u
poglavlju 3. Materijali i metode. Statisticki znacajne razlike (p < 0,05) u odnosu na kontrolnu skupinu
naznacene su plavim zvjezdicama iznad odgovaraju¢ih kutija. Statisticki znacajne razlike (p < 0,05)
izmedu vrijednosti ovog bihevioristickog elementa izmjerenih nakon 24 sata i 48 sati unutar svake
eksperimentalne grupe naznaCene su crvenim zvjezdicama i horizontalnim crvenim linijama izmedu

odgovarajucih parova kutija.
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Vodenbuhe su izlagane razli¢itim koncentracijama komercijalnog pripravka s aktivnom tvari
imidakloprid (IMI) u ukupnom trajanju 48 sati. Fraktalna dimenzija (/D) odredena je nakon
24 sata i 48 sati, a rezultati su prikazani u obliku kutijastog dijagrama (Slika 84). Nakon 24
sata izloZenosti, statisticki znacajna razlika u odnosu na kontrolnu grupu zabiljeZena je kod
tretmana s IMI pri koncentraciji C1. Nakon 48 sati izloZenosti, statisticki znacajne razlike u
odnosu na kontrolnu grupu utvrdene su kod IMI pri koncentracijama C2, C3 i C4. Nisu
utvrdene statistiCki znacajne razlike izmedu fraktalne dimenzije nakon 24 sata i1 48 sati unutar

pojedinih eksperimentalnih grupa.
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Slika 84. Utjecaj imidakloprida (IMI) na fraktalnu dimenziju (FD) tijekom izloZenosti u trajanju od 24
sata (zute kutije) i 48 sati (plave kutije). Na y-osi prikazana je fraktalna dimenzija (¥D), dok su na
x-0si oznacene kontrolna grupa (C0) te grupe tretirane s IMI razli¢itih masenih koncentracija u
uzlaznom redoslijedu (C1-C5). Vrijednosti koncentracija koje odgovaraju naznaenim tretmanima
sadrzani su u poglavlju 3. Materijali i metode. Statisti¢ki znacajne razlike (p < 0,05) u odnosu na
kontrolnu skupinu naznacene su plavim zvjezdicama iznad odgovarajucih kutija. Statisticki znacajne
razlike (p < 0,05) izmedu vrijednosti ovog bihevioristickog elementa izmjerenih nakon 24 sata i 48 sati
unutar svake eksperimentalne grupe naznaCene su crvenim zvjezdicama i horizontalnim crvenim

linijjama izmedu odgovarajucih parova kutija.
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Vodenbuhe su izlagane razli¢itim koncentracijama komercijalnog pripravka s aktivnom tvari
tebukonazol (TEB) u ukupnom trajanju 48 sati. Fraktalna dimenzija (FD) odredena je nakon
24 sata 1 48 sati, a rezultati su prikazani u obliku kutijastog dijagrama (Slika 85). Nisu
utvrdene statisti€ki znacajne razlike u odnosu na kontrolnu grupu nakon 24 sata niti 48 sati
izloZzenosti. StatistiCki znaCajne razlike izmedu fraktalne dimenzije nakon 24 sata i 48 sati

opaZzene su pri koncentracijama C1 i C3 TEB.
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Slika 85. Utjecaj tebukonazola (TEB) na fraktalnu dimenziju (#D) tijekom izloZenosti u trajanju od 24
sata (Zute kutije) i 48 sati (plave kutije). Na y-osi prikazana je fraktalna dimenzija (¥D), dok su na
x-osi oznacene kontrolna grupa (CO) te grupe tretirane s TEB razliCitih masenih koncentracija u
uzlaznom redoslijedu (C1-CS5). Vrijednosti koncentracija koje odgovaraju naznacenim tretmanima
sadrzani su u poglavlju 3. Materijali i metode. Statisticki znacajne razlike (p < 0,05) u odnosu na
kontrolnu skupinu naznacene su plavim zvjezdicama iznad odgovarajucih kutija. Statisticki znacajne
razlike (p < 0,05) izmedu vrijednosti ovog bihevioristickog elementa izmjerenih nakon 24 sata i 48 sati
unutar svake eksperimentalne grupe naznacene su crvenim zvjezdicama i horizontalnim crvenim

linijjama izmedu odgovarajucih parova kutija.
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4.1.2. Rezultati analize ovisnosti bihevioristickih elemenata o koncentraciji

zagadivala

4.1.2.1. Rezultati prilagodbe krivulja ovisnosti o dozi rezultatima nakon 24-satne izloZenosti

organizama zagadivalima

Rezultati prilagodbe krivulja ovisnosti o dozi za razliCite bihevioristicke parametre
vodenbuha, nakon 24-satne izlozenosti razliitim razrjedenjima zagadivala, prikazani su u
odgovarajuéim tablicama (Tablice 4-10). Tablice 4-10 sadrze statisticki znacajne EC50
vrijednosti (p < 0,05) dobivene prilagodbom 3-parametarske log-logisticke krivulje, uz
intervale povjerenja (CI) i p-vrijednosti za svaki tretman i bihevioristicki parametar. Rezultati
prikazani u Tablici 11 s EC50 vrijednostima za srednju brzinu plivanja (v,,), koristeni su kao
osnova za dizajn eksperimenata s binarnim mjeSavinama zagadivala s obzirom kako se
srednja brzina plivanja naj¢es¢e mjeri kao temeljni bihevioristicki element u istrazivanjima.

Tablica 4. Statisticki znacajne EC50 vrijednosti (p < 0,05) za bihevioristicke elemente dobivene
prilagodbom 3-parametarske log-logisticke krivulje rezultatima utjecaja bendiokarba (BDC) na

bihevioristicke elemente vodenbuha nakon 24-satne izlozenosti razli¢itim razrjedenjima zagadivala.
Uz EC50 vrijednosti nazna¢ene su i intervali pouzdanosti (Cl) i p-vrijednosti.

Bihevioristicki element 24 h EC50i95% CI (mg L") p-vrijednost
Vay 0,0157 (0,0102 - 0,0212) 1,0264¢-06
Viae 0,0211 (0,0033 - 0,0388) 0,002105
MFL,,, 0,0246 (0,0113 - 0,0378) 5,613e-04
MFL,, 0,0374 (0,008 - 0,0668) 0,001409
MI 0,0864 (0,027 - 0,1458) 0,0005442

Tablica 5. Statisticki znacajne EC50 vrijednosti (p < 0,05) za bihevioristicke elemente dobivene
prilagodbom 3-parametarske log-logisticke krivulje rezultatima utjecaja klorpirifosa (CHP) na
bihevioristicke elemente vodenbuha nakon 24-satne izloZenosti razli¢itim razrjedenjima zagadivala.
Uz EC50 vrijednosti naznacene su i intervali pouzdanosti (CI) i p-vrijednosti.

Bihevioristicki element 24 h EC50i95% CI (mg L) p-vrijednost
Viac 0,1559 (0,0019 - 0,3099) 0,0473
Vay 0,1967 (0,0815 - 0,3119) 0,0013
MFL,,, 0,7488 (0,291 - 1,2066) 0,0020
NDC 8,8593 (1,2403 - 16,4782) 0,0238
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Tablica 6. Statisticki znacajne EC50 vrijednosti (p < 0,05) za bihevioristicke elemente dobivene
prilagodbom 3-parametarske log-logisticke krivulje rezultatima utjecaja difenkonazola (DIF) na
bihevioristi¢ke elemente vodenbuha nakon 24-satne izloZenosti razli¢itim razrjedenjima zagadivala.
Uz EC50 vrijednosti naznacene su i intervali pouzdanosti (CI) i p-vrijednosti.

Bihevioristic¢ki element 24 h EC50i95% CI (mg L™) p-vrijednost
Vay 0,9524 (0,4398 - 1,465) 0,000639
MI 1,7049 (0,4381 - 2,9717) 0,0099

Tablica 7. Statisticki znacajne EC50 vrijednosti (p < 0,05) za bihevioristicke elemente dobivene
prilagodbom 3-parametarske log-logisticke krivulje rezultatima utjecaja fenbukonazola (FEN) na
bihevioristicke elemente vodenbuha nakon 24-satne izloZenosti razli¢itim razrjedenjima zagadivala.
Uz EC50 vrijednosti naznacene su i intervali pouzdanosti (CI) i p-vrijednosti.

Bihevioristicki element 24 h EC50i95% CI (mg L) p-vrijednost
Vay 5,1719 (3,7844 - 6,5594) 4,5456¢-09
MFL,, 5,7208 (2,7211 - 8,7205) 0,0004258
NDC 5,8458 (0,5253 - 11,1664) 0,0032148

Tablica 8. Statisticki znacajne EC50 vrijednosti (p < 0,05) za bihevioristicke elemente dobivene
prilagodbom 3-parametarske log-logisticke krivulje rezultatima utjecaja glifosata (GLY) na
bihevioristicke elemente vodenbuha nakon 24-satne izloZenosti razli¢itim razrjedenjima zagadivala.
Uz EC50 vrijednosti naznacene su i intervali pouzdanosti (CI) i p-vrijednosti.

Bihevioristicki element 24 h EC50i 95% CI (mg L) p-vrijednost
Vay 11,3453 (10,3319 - 12,3587) <2,2e-16
MFL,,. 11,7288 (10,5914 - 12,8662) <22e-16
NDC 12,3134 (11,7423 - 12,8846) <2,2e-16
MI 12,9199 (12,1873 - 13,6524) <22e-16
MFL,, 13,2821 (9,6022 - 16,962) 8,3134e-09
Vinax 14,7647 (13,4482 - 16,0812) <22e-16
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Tablica 9. Statisticki znacajne EC50 vrijednosti (p < 0,05) za bihevioristicke elemente dobivene
prilagodbom 3-parametarske log-logisticke krivulje rezultatima utjecaja imidakloprida (IMI) na
bihevioristi¢ke elemente vodenbuha nakon 24-satne izloZenosti razli¢itim razrjedenjima zagadivala.
Uz EC50 vrijednosti naznacene su i intervali pouzdanosti (CI) i p-vrijednosti.

Bihevioristic¢ki element 24 h EC50i95% CI (mg L™) p-vrijednost
Vay 356,8361 (257,2428 - 456,4293) 9,8339¢-09
MFL,, 379,9652 (255,3895 - 504,5409) 3,0131e-07
MFL,,. 405,2729 (315,6449 - 494,901) 3,0106e-11

Tablica 10. Statisticki znacajne EC50 vrijednosti (p < 0,05) za bihevioristicke elemente dobivene
prilagodbom 3-parametarske log-logisticke krivulje rezultatima utjecaja tebukonazola (TEB) na
bihevioristi¢ke elemente vodenbuha nakon 24-satne izloZenosti razli¢itim razrjedenjima zagadivala.
Uz EC50 vrijednosti naznacene su i intervali pouzdanosti (CI) i p-vrijednosti.

Bihevioristicki element 24 h EC50i95% CI (mg L) p-vrijednost
NDC 1,7448 (1,3771 - 2,1126) 8,1020e-12
Mi 2,5120 (1,7513 - 3,2727) 5,9254e-08
MFL, .. 2,5686 (1,5 - 3,6372) 1,9331e-05
Vay 3,0907 (0,0425 - 6,1389) 0,0047042
MFL,, 4,5141 (3,0857 - 5,9424) 1,4775e-07
Viac 6,0963 (3,4753 - 8,7173) 3,1660e-05

Tablica 11. Statisticki znacajne EC50 vrijednosti (p < 0,05) za bihevioristicki element v,, dobivene
prilagodbom 3-parametarske log-logisticke krivulje rezultatima utjecaja svih pesticida na
bihevioristi¢ki element v,, nakon 24-satne izloZenosti razli¢itim razrjedenjima zagadivala. Uz EC50
vrijednosti naznacene su i intervali pouzdanosti (CI) i p-vrijednosti.

Pesticid 24 h EC50v,,i95% CI (mg L) p-vrijednost
Bendiokarb (BDC) 0,0157 (0,0102 - 0,0212) 1,0264e-06
Klorpirifos (CHP) 0,1967 (0,0815 - 0,3119) 0,0013
Difenkonazol (DIF) 0,9524 (0,4398 - 1,465) 0,000639

Fenbukonazol (FEN) 5,1719 (3,7844 - 6,5594) 4,5456e-09
Glifosat (GLY) 11,3453 (10,3319 - 12,3587) <2,2e-16

Imidakloprid (IMI) 356,8361 (257,2428 - 456,4293) 9,8339¢-09
Tebukonazol (TEB) 3,0907 (0,0425 - 6,1389) 0,0047042
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4.1.2.2. Rezultati prilagodbe krivulja ovisnosti o dozi rezultatima nakon 48-satne izloZenosti

organizama zagadivalima

Rezultati prilagodbe krivulja ovisnosti o dozi za razliCite bihevioristicke parametre
vodenbuha, nakon 48-satne izlozenosti razliCitim razrjedenjima zagadivala, prikazani su u
odgovaraju¢im tablicama (Tablice 12-18). Tablice 12-18 sadrze statisticki znacajne EC50
vrijednosti (p < 0,05) dobivene prilagodbom 3-parametarske log-logisticke krivulje, uz

intervale povjerenja (CI) i p-vrijednosti za svaki tretman i bihevioristicki parametar.

Tablica 12. Statisticki znacajne EC50 vrijednosti (p < 0,05) za bihevioristicke elemente dobivene
prilagodbom 3-parametarske log-logisticke krivulje rezultatima utjecaja bendiokarba (BDC) na
bihevioristi¢ke elemente vodenbuha nakon 48-satne izloZenosti razli¢itim razrjedenjima zagadivala.
Uz EC50 vrijednosti naznacene su i intervali pouzdanosti (CI) i p-vrijednosti.

Bihevioristicki element 48 h EC50i 95% CI (mg L™) p-vrijednost
Vay 0,0057 (0,002 - 0,0094) 0,0003362

MFL,,, 0,0146 (0,0102 - 0,0189) 3,91069¢-08

MFL,, 0,0256 (0,019 - 0,0323) 1,89534e-09
NDC 0,0348 (0,0066 - 0,063) 0,0168872
MI 0,0407 (0,0069 - 0,0745) 0,0194955

Tablica 13. Statisticki znacajne EC50 vrijednosti (p < 0,05) za bihevioristicke elemente dobivene
prilagodbom 3-parametarske log-logisticke krivulje rezultatima utjecaja klorpirifosa (CHP) na
bihevioristicke elemente vodenbuha nakon 48-satne izlozenosti razli¢itim razrjedenjima zagadivala.
Uz EC50 vrijednosti naznacene su i intervali pouzdanosti (CI) i p-vrijednosti.

Bihevioristicki element 48 h EC50i95% CI (mg L") p-vrijednost

MFL,,, 0,1747 (0,0575 - 0,2918) 0,0045

MFL,, 0,8732 (0,4483 - 1,2981) 0,0002

Tablica 14. Statisticki znacajne EC50 vrijednosti (p < 0,05) za bihevioristicke elemente dobivene
prilagodbom 3-parametarske log-logisticke krivulje rezultatima utjecaja difenkonazola (DIF) na
bihevioristicke elemente vodenbuha nakon 48-satne izloZenosti razli¢itim razrjedenjima zagadivala.
Uz EC50 vrijednosti naznacene su i intervali pouzdanosti (CI) i1 p-vrijednosti.

Bihevioristic¢ki element

48 h EC50i 95% CI (mg L")

p-vrijednost

av

0,3256 (0,0272 - 0,6241)

0,0334

MFL,,,

1,1624 (0,4201 - 1,9046)

0,0032
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Tablica 15. Statisticki znacajne EC50 vrijednosti (p < 0,05) za bihevioristicke elemente dobivene
prilagodbom 3-parametarske log-logisticke krivulje rezultatima utjecaja fenbukonazola (FEN) na
bihevioristi¢ke elemente vodenbuha nakon 48-satne izloZenosti razli¢itim razrjedenjima zagadivala.
Uz EC50 vrijednosti naznacene su i intervali pouzdanosti (CI) i p-vrijednosti.

Bihevioristi¢ki element

48 h EC50i 95% CI (mg L)

p-vrijednost

Vav

1,9538 (0,9251 - 2,9826)

0,0004

MFL

max

2,9457 (1,4083 - 4,4831)

0,0004

Tablica 16. Statisticki znacajne EC50 vrijednosti (p < 0,05) za bihevioristicke elemente dobivene
prilagodbom 3-parametarske log-logisticke krivulje rezultatima utjecaja glifosata (GLY) na
bihevioristicke elemente vodenbuha nakon 48-satne izloZenosti razli¢itim razrjedenjima zagadivala.
Uz EC50 vrijednosti naznacene su i intervali pouzdanosti (CI) i p-vrijednosti.

Bihevioristicki element

48 h EC50i 95% CI (mg L")

p-vrijednost

Ml 5,8379 (4,0553 - 7,6205) 7,0608e-08
NDC 6,7416 (5,0156 - 8,4676) 1,2859e-09
Vinar 7,3559 (5,1106 - 9,6011) 7,0017e-08
MFL 13,7229 (7,4956 - 19,9503) 6,8205e-05

max

Tablica 17. Statisticki znacajne EC50 vrijednosti (p < 0,05) za bihevioristicke elemente dobivene
prilagodbom 3-parametarske log-logisticke krivulje rezultatima utjecaja imidakloprida (IMI) na
bihevioristicke elemente vodenbuha nakon 48-satne izlozenosti razli¢itim razrjedenjima zagadivala.
Uz EC50 vrijednosti nazna¢ene su i intervali pouzdanosti (CI) i p-vrijednosti.

Bihevioristicki element 48 h EC50i95% CI (mg L") p-vrijednost
MFL,,,. 302,1181 (213,8079 - 390,4283) 2,7617e-08
MFL,, 349,0578 (218,2961 - 479,8196) 3,5281e-06
M1 694,4818 (599,9137 - 789,0498) <2,2e-16
NDC 703,5247 (563,3644 - 843,6851) 1,6627e-12

Tablica 18. Statisticki znacajne EC50 vrijednosti (p < 0,05) za bihevioristicke elemente dobivene
prilagodbom 3-parametarske log-logisticke krivulje rezultatima utjecaja tebukonazola (TEB) na
bihevioristi¢ke elemente vodenbuha nakon 48-satne izloZenosti razli¢itim razrjedenjima zagadivala.
Uz EC50 vrijednosti naznacene su i intervali pouzdanosti (CI) i p-vrijednosti.

Bihevioristicki element

48 h EC50i 95% CI (mg L)

p-vrijednost

Vmax

2,3976 (0,7298 - 4,0654)

0,00598

MFL

av

5,5534 (3,3235 - 7,7832)

1,1124e-05




4.1.3. Rezultati eksperimenata s binarnim mjeSavinama pesticida

Vec¢ina binarnih mjeSavina pokazala je aditivne ucinke, pri ¢emu je kombinirani ucinak
pesticida bio jednak zbroju njihovih pojedina¢nih ucéinaka (CI=1; p>0,05). Sinergisticke
interakcije, pri kojima je kombinirani u¢inak bio ve¢i od zbroja pojedinac¢nih uc¢inaka (CI<I;
p<0,05), opazene su u mjeSavinama koje su ukljuc¢ivale CHP s BDC i IMI pri svim omjerima
mjeSavina. Sli¢no tome, neki omjeri mjeSavina GLY s BDC i IMI, kao 1 BDC s IMI, takoder
su pokazali sinergisticke uc¢inke (Tablica 19).

Tablica 19. Vrijednosti indeksa kombinacije (CI) te njihovi intervali pouzdanosti (95%) za razliCite

omjere binarnih mjesavina zagadivala. Prikazana je vrsta interakcije (aditivna ili sinergisticka) za svaki
omjer komponenti mjeSavina na temelju testiranja hipoteze Ho: CI1 = 1.

Omjer Indeks k.ombinacije (.CI) 5
Mjesavina komponenti temeljen ha ECS0i p-vriy edgost Tip interakcije
mjeXavine 95%-tni 1nte.rval (Hy: CI=1)
pouzdanosti CI
25:75 1,0175 (0,6935- 1,3414) 0,9158 aditivini
CHP x GLY 50:50 0,9553 (0,7379- 1,1726) 0,6869 aditivini
75:25 1,0571 (0,8668- 1,2474) 0,5567 aditivini
25:75 0,6290 (0,3513-0,9067) 0,0088 sinergisticki
CHP x BDC 50:50 0,4062 (0,0614-0,7509) 0,0007 sinergisticki
75:25 0,6016 (0,3296-0,8736) 0,0041 sinergisticki
25:75 0,5846 (0,2653-0,9039) 0,0108 sinergisticki
CHP x IMI 50:50 0,3438 (0,0868-0,6009) 6e-07 sinergisticki
75:25 0,3943 (0,0368-0,7517) 0,0009 sinergisticki
25:75 0,9930 (0,6704- 1,3157) 0,9662 aditivini
CHP x TEB 50:50 0,9657 (0,7125- 1,2188) 0,7903 aditivini
75:25 1,0741 (0,8153- 1,3329) 0,5749 aditivini
25:75 1,0425 (0,6761- 1,4088) 0,8203 aditivini
CHP x DIF 50:50 0,9883 (0,1906-1,7860) 0,9770 aditivini
75:25 1,0898 (0,5808-1,5989) 0,7294 aditivini
25:75 0,9250 (0,6025- 1,2474) 0,6483 aditivini
CHP x FEN 50:50 1,0239 (0,6566-1,3913) 0,8984 aditivini
75:25 1,0795 (0,5879-1,5712) 0,7512 aditivini
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Tablica 19. Nastavak.

Omjer Indeks k.ombinacije (.CI) 5
Mjesavina komponenti temeljen ha ECS0i P -anedEOSt Tip interakcije
mjeiavine 95%-tni mte.rval (H,: CI=1)
pouzdanosti CI
25:75 0,8033 (0,5612-1,0454) 0,1113 aditivini
GLY x BDC 50:50 0,4384 (0,0556-0,9325) 0,0259 sinergisticki
75:25 0,2917 (0,0281-0,5553) le-07 sinergisticki
25:75 0,4142 (0,1221- 0,1749) 1,6e-06 sinergisticki
GLY x IMI 50:50 0,6640 (0,1046-1,2235) 0,2392 aditivini
75:25 0,4879 (0,1769-0,7990) 0,0013 sinergisticki
25:75 0,9979 (0,8362- 1,1597) 0,9798 aditivini
GLY x TEB 50:50 0,9982 (0,8238- 1,1727) 0,9845 aditivini
75:25 1,0798 (0,8540- 1,3056) 0,4884 aditivini
25:75 0,9503 (0,7800-1,1206) 0,5671 aditivini
GLY x DIF 50:50 0,9411 (0,6663- 1,2158) 0,6742 aditivini
75:25 1,1997 (0,6073-1,7922) 0,5088 aditivini
2575 0,9839 (0,7883- 1,1795) 0,8717 aditivini
GLY x FEN 50:50 1,0727 (0,7480-1,3975) 0,6607 aditivini
75:25 1,0970 (0,6273-1,5666) 0,6858 aditivini
25:75 0,6007 (0,1551-1,0464) 0,0791 aditivini
BDC x IMI 50:50 0,5500 (0,1628-0,9371) 0,0227 sinergisticki
75:25 0,3955 (0,0816-0,7094) 0,0002 sinergisticki
25:75 1,0663 (0,7483-1,3844) 0,6828 aditivini
BDC x TEB 50:50 1,0249 (0,7739-1,2760) 0,8456 aditivini
75:25 0,9988 (0,7431-1,2545) 0,9930 aditivini
25:75 0,9828 (0,6822-1,2834) 0,9108 aditivini
BDC x DIF 50:50 0,9573 (0,6382-1,2764) 0,7931 aditivini
75:25 1,0263 (0,5678-1,4849) 0,9104 aditivini
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Tablica 19. Nastavak.

ST Indeks k.ombinacije (.CI) 5
Mjesavina komponenti temeljen ha ECS0i P -VrljedEOSt Tip interakcije
mjeiavine 95%-tni mte.rval (H,: CI=1)
pouzdanosti CI
25:75 1,0002 (0,6698-1,3307) 0,9989 aditivini
BDC x FEN 50:50 1,0321 (0,6675- 1,3967) 0,8630 aditivini
75:25 1,0405 (0,5514-1,5296) 0,8711 aditivini
25:75 1,0399 (0,6221-1,4577) 0,8514 aditivini
IMI x TEB 50:50 0,9895 (0,6889-1,2901) 0,9454 aditivini
75:25 1,0850 (0,8164-1,3536) 0,5353 aditivini
25:75 0,9623 (0,5724-1,3521) 0,8496 aditivini
IMI x DIF 50:50 0,9609 (0,6040-1,3179) 0,8301 aditivini
75:25 1,0606 (0,5729-1,5482) 0,8077 aditivini
25:75 1,0313 (0,6041-1,4585) 0,8858 aditivini
IMI x FEN 50:50 1,0104 (0,6123-1,4087) 0,9589 aditivini
75:25 1,0857 (0,5982-1,5733) 0,7303 aditivini
25:75 0,9450 (0,7448- 1,1452) 0,5901 aditivini
TEB x DIF 50:50 0,9524 (0,6474- 1,2574) 0,7596 aditivini
75:25 0,9598 (0,5292- 1,3904) 0,8548 aditivini
25:75 1,0257 (0,7713- 1,2800) 0,8433 aditivini
TEB x FEN 50:50 1,0180 (0,6918- 1,3441) 0,9140 aditivini
75:25 1,0502 (0,5812- 1,5192) 0,8339 aditivini
25:75 0,9398 (0,4556- 1,4241) 0,8076 aditivini
DIF x FEN 50:50 0,9377 (0,5014- 1,3741) 0,7796 aditivini
75:25 0,9248 (0,4555- 1,3942) 0,7536 aditivini
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4.1.4. Detekcija izloZenosti organizama zagadivalima primjenom dubokog uc¢enja

U ovom potpoglavlju prikazani su rezultati performanse umjetne neuronske mreze (ANN)

razvijene za detekciju izloZenosti organizama zagadivalima temeljem ulaznih podataka

dobivenih eksperimentalnim mjerenjima. Na Slici 86 je prikazana zbirna matrica zabune (eng.

confusion matrix) dobivena kao zbroj svih pojedina¢nih matrica zabune tijekom 50 iteracija

procesa ucenja ANN. Na x-osi prikazane su klase koje je model predvidio, dok su na y-osi

prikazane stvarne vrijednosti klasa. Intenzitet boje unutar kvadranata matrice odrazava broj

pogodaka ili pogresnih klasifikacija — Sto je intenzitet obojenja visi (tamnija plava boja), to je

veca ucestalost odredene kombinacije predvidene i1 stvarne klase, odnosno to je veca tocnost

predikcije ANN za odredenu klasu.

BDC_C1 E 9 1 0 0 158218 0 0 O 7 180 99 14 O 45 53 57 65 0 165153 33 3 0 251 18 0 O 0 7 36 14 12 0
BDC C2-473942 4 o0 0 97 860 0 O O 1 20 4 3 ©0 11 0 5 157 0 96 270 222 19 ©0 213107 4 0 0 2 35 23 0 0
BDC_C3- 0 7 1 0 56 4 565 0 0 0 1 0 27 15 0 0 0 0 40 0 16 34 1 0 23 2 112 8 0 0 2 12 25 0
BDCC4-0 0 o 8 0 0 0 142 0 0 0 0O O 1 0 0 0 0 9 0 0 0o 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 4 4
BDCC5-0 o o0 31 0o 0o 1 21 3 0 0 O O O O 0 0o 0o O O 0 0 O 11 0 0 O 2 12 0 0 0 0 9
CHP_C1-115 101 50 0 O 02 11 0 0 2 100 0 12 0 0 O 1 2 8 15 1 0 0 0 18 63 4 8 0 0O 5 1 0 0
CHP_C2-137 790 2 0 0 81 la:g 1 0 0 2 21 2 77 0 0 4 16 17 O 41 155108 15 O 167 51 O O O 28 14 63 0 O
CHPC3-0 o0 617 13 0 1 14kl 8 0o 0 0 0O 3 36 0 3 0 0 15 0 0 16 5 0O O O 25 8 1 0 24 101 0
CHPC4-0 o0 o0 134 21 0o o oOFF¥§g o o o 0o O 0o 0 O O O 3 0 0 0 0 O O O O 0 0 0 0O 0 0 5
CHPC5-0 0 0 ©0 3 0 0 0 1 00 0o 0 0 0 0 0 0O 0O O 0O 0 0 0 0 0 0 1 1 0 0 0 0 ©
CONCO-3 1 0o o0 o o0 2 o0 0 oG5 54102 0 4 149 0 4 1 0 0O O O 0 O O O O 1 87 282 24 22 0
DIFC1-143 40 0 0 0 101 6 0 0 0 24 m 522 8 0 189 49 216 222 2 1 23 0 0O 0 4 1 ©0 1 O 43 92 16 0 0
DIFC2-103 5 0 0 0 1 11 0 0 0 69 6053658 18 O 345229 230168 0 O 13 0 ©0 0 12 7 O 0 O 116534 20 0 0
DFC3-3 0 4 0 0 0 4 0 0 0 42 11 31 M 0 1 74 6 0 26 1 22 7 0 0 7 0 0 0 0 88 154 269 100 0
DFC4-0 0 14 20 0 0 0 14 0 0 0O 0 0 O 0 0o 0 0 32 0 0 1 0 0 0O 0 0O 0 0 0 0 162 99 10
Eu FENC1-30 0 0 0 0 0 0 0 0 O 44 145269 27 0 26 20 42 0 0 0O 0 0 O 5 0 0 0 0 13 9 11 0 ©
g FENC2-9 1 o0 0 0 0 13 0 0O O 90 16 146 196 0 14 [EMy340 160 0 O O 7 ©O0 O 19 0 O O O 22 29 10 80 O
é FENC3-54 3 0 0 0 0 10 0 0 O O 132 65 2 0 35 202Ep299 0 1 20 0 0 ©0 4 3 0 0 0 0 70 0 0 0O
E— FENC4-62 8 o0 0 ©0 11 14 0 0O 0 9 164 139 2 0 76 251 zssﬁ 0 32 8 0 0 0 91 10 0 O O 11 183 75 0 O
g FENC5-0 o0 32 1 1 0 2 33 3 0 3 5 0 12 3 0 0 0 0 0 0 1 0 10 3 0 0 2 1 0 9 25 6 0
= GLY C1-90 153 0 ©0 o0 19 3 0 0 0 0 13 0 0 0 0 0 0 63 0 ﬁ 58 44 0 0 53 27 0 0O 0 39 0O 0 0 O
GLY C2-36 208 17 3 0 3 116 0 0 ©0 0 5 1 21 0 0 11 11 106 0 11053¥8 60 17 0 5 101 0 0 0 2 35 76 0 0
GLY C3-31 87 8 ©0 ©0 O 9 15 0 0 0 O 0O 6 2 0 9 0 0 0 62 76 EEE230 0 50 120 1 0 0 4 6 21 11 0
GlYC4-0 16 9 2 0 0 0 0 O O O O O O O O O O O O O 15 247(ERE 0 30 4 0 0 0 0 0O 2 0 O
GlLYC5-0 0o 0o ©0 13 0 0 0 O 1 0 0 0O 0 0 0 0O 0 0 2 0 0 0 0 0 0 0o 0 0 0 0 0 0 78
IMI_C1-231249 44 0 0 15 215 5 0 0 0 9 5 23 0 6 4 64 177 1 72 125 75 39 0 245 15 0 0 23 35 3 20 0
M C2-3 6 4 0 0 24 42 0 0 0 0 9 0 0 0 0 0 5 11 0 28 103101 5 0 12684 4 0 0 2 1 4 0 0
IMC3-0 o0 106 1 0 1 0 19 0 0 0 0 0 O 1 0 0 ©O0 1 1 0 0 1 0 0 10 2 213 0 0 1 1 0 O
IMIC4-0 0 8 0 0O O 0 6 0O 0 O O O O O O 0 0 0 7 0O 0O 0 0 0 0 O 175BEEH 0 0 0 0 0 ©
IMC5-0 o 0 0o 1 0 0o 0 7 0 0 0O 0O O O 0O O 0O O O O O O O O O O 0 0 o 0o o0 o 2
TEBCl-4 3 0 0 0 0 34 0 0 O 57 13 193 5 0 75 13 0 1 0 9 1 5 0 0 13 0 0 0 0 135 22 0 ©
TEBC2-13 13 19 0 ©0 8 26 2 0 0 255 55 390 116 0 30 45 101110 2 O 35 6 ©0 0 15 13 0 0 0 227241 25 0
TEBC3-6 13 19 0 1 7 35 11 0 0 8 3 4 372161 2 10 8 24 14 1 66 39 2 2 5 2 0 0 0 34 340 128 0
TEBC4-7 o0 10 2 0 0 0 47 0 0 31 0 0 95195 0 45 0 5 27 0 5 7 ©0 0 8 0 0 0 0 1 25 184 6
TEBC5-0 0o 0 1 0o 0 0 0O 0O O O O O 0 10 0 0 0 0 0 0O O O 0 5 0 0 0 0 0 0 0 1 0
T T L T T T T T T A R T S B
SO FTOTNEOTOSODOFODDOFODIO>TO>DO>OOXO SO
ST T I IR I T FF I FELELEEETEE S SN NL L’

Predvidena klasa

8000

7000

6000

5000

- 4000

- 3000

-2000

-1000

-0

Slika 86. Zbirna matrica zabune (eng. confusion matrix) dobivena kao zbroj matrica zabune

dobivenih u svim koracima iteracije u¢enja neuronske mreze (N=50). Na x-o0si navedene su

klase predvidene neuronskom mrezom, dok su na y-osi oznake pravih vrijednosti klasa.

Intenzitet obojenja kvadranata matrice odgovara vrijednosti unutar kvadranta.
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Dijagonala matrice zabune (Slika 85) prikazuje tocne klasifikacije, gdje model ispravno
predvida pripadnost uzorka odgovarajucoj klasi. Vecina klasa pokazuje visoke vrijednosti na
dijagonali, $to ukazuje na opcenitu uspjesnost modela u razlikovanju uzoraka. Elementi izvan
dijagonale predstavljaju pogresne klasifikacije. Analiza vrijednosti pokazuje kako je
mogucnost predvidanja najslabije za klasu DIF C2, a koja naj¢eS¢e biva zamijenjena s
DIF Cl1, TEB_C2 te drugim klasama koje oznafavaju niske koncentracije drugih zagadivala.
Odredene klase, kao §to su kontrola (CON_C0), IMI_C5, CHP_CS i dr., imaju izuzetno
visoke vrijednosti to¢nih klasifikacija, §to sugerira moguénost pouzdanog razlikovanja ovih
uzoraka od ostalih. Vidljive su pogresne zamjene izmedu podklasa poput uzoraka iz tretmana
s FEN, TEB 1 sl., §to moze upudivati na preklapanje karakteristika uzoraka unutar tih

kategorija.

Klju¢ne metrike proizasle iz analize performasi ANN temeljene na 50 iteracija prikazane su u

Tablici 20.

Tablica 20. Sazetak metrika procjene performansi ANN. Tablica prikazuje osnovne statistike (prosjek,
standardnu devijaciju, minimum, maksimum, i kvartile) za vrijednosti metrika performansi ANN
izraCunate na temelju 50 iteracija. Analizirane metrike obuhvacaju to¢nost, uravnotezenu tocnost,
makro F1 rezultat, prosje¢nu preciznost, osjetljivost i specifi¢nost.

Stat. | Totnost UraVQoteiena Makro F1 Prosjeéna Pl.'osjféna Pro.sjevéna
to¢nost rezultat preciznost osjetljivost | specificnost
SV | 34,7216 0,928 0,8592 0,8622 0,86 0,9959
SD 0,0126 0,0033 0,0063 0,0058 0,0064 0,0002
min | 34,6959 0,9213 0,8457 0,8487 0,8471 0,9955
25% | 34,7139 0,9258 0,8548 0,8594 0,8558 0,9958
50% | 34,7222 0,9281 0,8593 0,8624 0,8602 0,9959
75% | 34,7303 0,9302 0,8635 0,8662 0,8645 0,996
max | 34,7454 0,9344 0,8722 0,8745 0,8725 0,9963

Prosjec¢na to¢nost modela iznosi 34,72%, dok prosjena uravnotezena to¢nost iznosi 92,80%,
Sto ukazuje na visoku sposobnost modela u pravilnom klasificiranju razli¢itih klasa, ¢ak 1 kod
neuravnotezenih podataka. Makro F1 rezultat (prosjek F1 rezultata za sve klase) iznosi
85,92%, Sto odrazava uravnotezenost izmedu preciznosti i osjetljivosti. Prosje¢na preciznost
modela iznosi 86,22%, dok prosjecna osjetljivost iznosi 86,00%. Ove vrijednosti ukazuju na
pouzdano prepoznavanje pozitivnih primjera, uz minimalan broj pogresno predvidenih
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pozitivnih i negativnih primjera. Specificnost modela, koja pokazuje sposobnost pravilnog
prepoznavanja negativnih primjera, izuzetno je visoka (99.59%). Standardne devijacije
vrijednosti svih metrika su niske, §to ukazuje na stabilnost izvedbe ANN tijekom iteracija.
Ovi rezultati ukazuju na konzistentne performanse s visokom razinom tocnosti i

uravnotezenosti izmedu klasa.

4.2. U¢inak zagadivala na bihevioristicke elemente gujavica

4.2.1. Utjecaj koncentracije zagadivala i trajanja izlaganja na bihevioristicke

elemente gujavica u okviru filter papir testa

4.2.1.1. Utjecaj koncentracije zagadivala i trajanja izlaganja na srednju brzinu kretanja

(Vo)

Gujavice su izlagane razli¢itim koncentracijama komercijalnog pripravka s aktivhom tvari
bendiokarb (BDC) u ukupnom trajanju 48 sati. Srednja brzina kretanja (v,,) odredena je nakon
24 sata 1 48 sati, a rezultati su prikazani u obliku kutijastog dijagrama (Slika 87). Nakon oba
vremena izlaganja utvrden je silazni trend ovog bihevioristickog elementa s povecanjem
koncentracije zagadivala. Nakon 24 sata izloZenosti, statisticki znacajne razlike u odnosu na
kontrolnu grupu zabiljeZene su kod tretmana s BDC pri koncentracijama C2, C4 i C5. Nakon
48 sati izlozenosti, statisticki znacajne razlike u odnosu na kontrolnu grupu utvrdene su kod
BDC pri koncentracijama C1, C2, C4 i C5. Statisti¢ki znacajne razlike izmedu srednje brzine
kretanja nakon 24 sata 1 48 sati opazene su u kontrolnoj grupi te pri svim koncentracijama

(C1-C5) BDC.

Gujavice su izlagane razli¢itim koncentracijama komercijalnog pripravka s aktivhom tvari
klorpirifos (CHP) u ukupnom trajanju 48 sati. Srednja brzina kretanja (v,,) odredena je nakon
24 sata 1 48 sati, a rezultati su prikazani u obliku kutijastog dijagrama (Slika 88). Nakon oba
vremena izlaganja utvrden je silazni trend ovog bihevioristiCkog elementa s poveéanjem
koncentracije zagadivala. Nakon 24 sata izloZenosti, statisticki znaCajne razlike u odnosu na
kontrolnu grupu zabiljeZzene su kod koncentracija C1, C4 1 C5. Nakon 48 sati izloZenosti,
statistiCki znacajne razlike u odnosu na kontrolnu grupu utvrdene su kod koncentracija C4 i
C5. Statisticki znacajne razlike izmedu srednje brzine kretanja nakon 24 sata i 48 sati opazene

su u kontrolnoj grupi te pri svim koncentracijama (C1-C5) CHP.
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Slika 87. Utjecaj bendiokarba (BDC) na srednju brzinu kretanja (v,,) tijekom izloZenosti u trajanju od
24 sata (zute kutije) i 48 sati (plave kutije). Na y-osi prikazana je srednja brzina kretanja (v,,) izraZzena
u milimetrima po sekundi (mm s™'), dok su na x-osi oznacene kontrolna grupa (C0) te grupe tretirane s
BDC razli¢itih masenih koncentracija u uzlaznom redoslijedu (C1-C5). Vrijednosti koncentracija koje
odgovaraju naznacenim tretmanima sadrzani su u poglavlju 3. Materijali i metode. Statisticki znacajne
razlike (p < 0,05) u odnosu na kontrolnu skupinu naznaCene su plavim zvjezdicama iznad
odgovarajuc¢ih kutija. Statisticki znacajne razlike (p < 0,05) izmedu vrijednosti ovog bihevioristickog
elementa izmjerenih nakon 24 sata i 48 sati unutar svake eksperimentalne grupe naznacene su crvenim

zvjezdicama i horizontalnim crvenim linijama izmedu odgovarajucih parova kutija.
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Rezultati izlaganja klorpirifosu
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Slika 88. Utjecaj klorpirifosa (CHP) na srednju brzinu kretanja (v,,) tijekom izloZenosti u trajanju od
24 sata (zute kutije) i 48 sati (plave kutije). Na y-osi prikazana je srednja brzina kretanja (v,,) izraZzena
u milimetrima po sekundi (mm s™'), dok su na x-osi oznacene kontrolna grupa (C0) te grupe tretirane s
CHP razlic¢itih masenih koncentracija u uzlaznom redoslijedu (C1-C5). Vrijednosti koncentracija koje
odgovaraju naznacenim tretmanima sadrzani su u poglavlju 3. Materijali i metode. Statisticki znacajne
razlike (p < 0,05) u odnosu na kontrolnu skupinu naznaCene su plavim zvjezdicama iznad
odgovarajuc¢ih kutija. Statisticki znacajne razlike (p < 0,05) izmedu vrijednosti ovog bihevioristickog
elementa izmjerenih nakon 24 sata i 48 sati unutar svake eksperimentalne grupe naznacene su crvenim

zvjezdicama i horizontalnim crvenim linijama izmedu odgovarajucih parova kutija.

Gujavice su izlagane razli¢itim koncentracijama komercijalnog pripravka s aktivhom tvari
difenkonazol (DIF) u ukupnom trajanju 48 sati. Srednja brzina kretanja (v,,) odredena je
nakon 24 sata i 48 sati, a rezultati su prikazani u obliku kutijastog dijagrama (Slika 89).
Nakon 24 sata izlozenosti, statistiCki znacajne razlike u odnosu na kontrolnu grupu
zabiljezene su pri koncentracijama C2, C3, C4 i C5. Nakon 48 sati, razlike u odnosu na
kontrolu zabiljeZene su pri koncentracijama C2 i1 CS5. Statisti¢ki znacajne razlike izmedu
srednje brzine kretanja nakon 24 sata i 48 sati opazene su u kontrolnoj grupi te pri svim

koncentracijama (C1-C5) DIF.
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Rezultati izlaganja difenkonazolu
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Slika 89. Utjecaj difenkonazola (DIF) na srednju brzinu kretanja (v,,) tijekom izloZenosti u trajanju od
24 sata (zute kutije) i 48 sati (plave kutije). Na y-osi prikazana je srednja brzina kretanja (v,,) izraZzena
u milimetrima po sekundi (mm s™'), dok su na x-osi oznacene kontrolna grupa (C0) te grupe tretirane s
DIF razli¢itih masenih koncentracija u uzlaznom redoslijedu (C1-C5). Vrijednosti koncentracija koje
odgovaraju naznacenim tretmanima sadrzani su u poglavlju 3. Materijali i metode. Statisticki znacajne
razlike (p < 0,05) u odnosu na kontrolnu skupinu naznaCene su plavim zvjezdicama iznad
odgovarajuc¢ih kutija. Statisticki znacajne razlike (p < 0,05) izmedu vrijednosti ovog bihevioristickog
elementa izmjerenih nakon 24 sata i 48 sati unutar svake eksperimentalne grupe naznacene su crvenim

zvjezdicama i horizontalnim crvenim linijama izmedu odgovarajucih parova kutija.

Gujavice su izlagane razli¢itim koncentracijama komercijalnog pripravka s aktivhom tvari
fenbukonazol (FEN) u ukupnom trajanju 48 sati. Srednja brzina kretanja (v,,) odredena je
nakon 24 sata i 48 sati, a rezultati su prikazani u obliku kutijastog dijagrama (Slika 90).
Statisticki znacajne razlike u odnosu na kontrolnu grupu zabiljeZene su nakon 24 sata pri
koncentracijama C1, C2 i C5, dok su nakon 48 sati utvrdene pri koncentracijama C3 i C5.
Statisticki znacajne razlike izmedu srednje brzine kretanja nakon 24 sata i1 48 sati opaZene su u

kontrolnoj grupi te pri svim koncentracijama (C1-C5) FEN.
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Rezultati izlaganja fenbukonazolu
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Slika 90. Utjecaj fenbukonazola (FEN) na srednju brzinu kretanja (v,,) tijekom izloZenosti u trajanju
od 24 sata (zute kutije) i 48 sati (plave kutije). Na y-osi prikazana je srednja brzina kretanja (v,,)
izrazena u milimetrima po sekundi (mm s'), dok su na x-osi oznacene kontrolna grupa (CO) te grupe
tretirane s FEN razli¢itih masenih koncentracija u uzlaznom redoslijedu (C1-CS5). Vrijednosti
koncentracija koje odgovaraju naznacenim tretmanima sadrzani su u poglavlju 3. Materijali i metode.
Statisticki znacajne razlike (p < 0,05) u odnosu na kontrolnu skupinu naznacene su plavim
zvjezdicama iznad odgovaraju¢ih kutija. Statisticki znacajne razlike (p < 0,05) izmedu vrijednosti
ovog bihevioristickog elementa izmjerenih nakon 24 sata i 48 sati unutar svake eksperimentalne grupe
naznacene su crvenim zvjezdicama i horizontalnim crvenim linijama izmedu odgovaraju¢ih parova

kutija.

Gujavice su izlagane razli¢itim koncentracijama komercijalnog pripravka s aktivnom tvari
glifosat (GLY) u ukupnom trajanju 48 sati. Srednja brzina kretanja (v,,) odredena je nakon 24
sata 1 48 sati, a rezultati su prikazani u obliku kutijastog dijagrama (Slika 91). Nakon 24 sata
izloZenosti, statisticki znacajna razlika u odnosu na kontrolnu grupu zabiljeZena je samo pri
koncentraciji C5. Nakon 48 sati izlozenosti, nisu utvrdene statistiCki znacajne razlike u
odnosu na kontrolnu grupu. Statisti¢ki znacajne razlike izmedu srednje brzine kretanja nakon

24 sata 1 48 sati opazene su u kontrolnoj grupi te pri koncentracijama C1, C3, C4 i C5 GLY.
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* * * * *

10.0 *

N
o

l Vrijeme izlaganja
L B3 24n

™ n

Srednja brzina (mm s~ ")

® o si4 ® ISa Io%
Tretmani

Slika 91. Utjecaj glifosata (GLY) na srednju brzinu kretanja (v,,) tijekom izloZenosti u trajanju od 24
sata (zute kutije) i 48 sati (plave kutije). Na y-osi prikazana je srednja brzina kretanja (v,,) izrazena u
milimetrima po sekundi (mm s™'), dok su na x-osi oznacene kontrolna grupa (CO0) te grupe tretirane s
GLY razli¢itih masenih koncentracija u uzlaznom redoslijedu (C1-C5). Vrijednosti koncentracija koje
odgovaraju naznacenim tretmanima sadrzani su u poglavlju 3. Materijali i metode. Statisticki znacajne
razlike (p < 0,05) u odnosu na kontrolnu skupinu naznaCene su plavim zvjezdicama iznad
odgovarajuc¢ih kutija. Statisticki znacajne razlike (p < 0,05) izmedu vrijednosti ovog bihevioristickog
elementa izmjerenih nakon 24 sata i 48 sati unutar svake eksperimentalne grupe naznacene su crvenim

zvjezdicama i horizontalnim crvenim linijama izmedu odgovarajucih parova kutija.

Gujavice su izlagane razli¢itim koncentracijama komercijalnog pripravka s aktivhom tvari
imidakloprid (IMI) u ukupnom trajanju 48 sati. Srednja brzina kretanja (v,,) odredena je
nakon 24 sata i 48 sati, a rezultati su prikazani u obliku kutijastog dijagrama (Slika 92).
Nakon 24 sata izlozenosti, statistiCki znacajne razlike u odnosu na kontrolnu grupu
zabiljezene su pri koncentracijama C2, C4 1 C5. Nakon 48 sati izlozenosti, statisticki znacajne
razlike u odnosu na kontrolnu grupu zabiljeZene su pri koncentracijama C2, C3, C4 i1 CS.
Statisticki znacajne razlike izmedu srednje brzine kretanja nakon 24 sata i 48 sati opazene su u

kontrolnoj grupi te pri svim oncentracijama (C1-C5) IMI.
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Slika 92. Utjecaj imidakloprida (IMI) na srednju brzinu kretanja (v,,) tijekom izloZenosti u trajanju od
24 sata (zute kutije) i 48 sati (plave kutije). Na y-osi prikazana je srednja brzina kretanja (v,,) izraZzena
u milimetrima po sekundi (mm s™'), dok su na x-osi oznacene kontrolna grupa (C0) te grupe tretirane s
IMI razli¢itih masenih koncentracija u uzlaznom redoslijedu (C1-C5). Vrijednosti koncentracija koje
odgovaraju naznacenim tretmanima sadrzani su u poglavlju 3. Materijali i metode. Statisticki znacajne
razlike (p < 0,05) u odnosu na kontrolnu skupinu naznaCene su plavim zvjezdicama iznad
odgovarajuc¢ih kutija. Statisticki znacajne razlike (p < 0,05) izmedu vrijednosti ovog bihevioristickog
elementa izmjerenih nakon 24 sata i 48 sati unutar svake eksperimentalne grupe naznacene su crvenim

zvjezdicama i horizontalnim crvenim linijama izmedu odgovarajucih parova kutija.

Gujavice su izlagane razli¢itim koncentracijama komercijalnog pripravka s aktivnhom tvari
tebukonazol (TEB) u ukupnom trajanju 48 sati. Srednja brzina kretanja (v,,) odredena je
nakon 24 sata i1 48 sati, a rezultati su prikazani u obliku kutijastog dijagrama (Slika 93).
Nakon 24 sata izlozenosti, znacajne razlike u odnosu na kontrolnu grupu zabiljezene su pri
koncentracijama C1, C2, C4 1 C5. Nakon 48 sati statisticki znaCajne razlike u odnosu na
kontrolu zabiljezene su kod koncentracija C2, C4 i CS. Statisticki znacajne razlike izmedu
srednje brzine kretanja nakon 24 sata 1 48 sati opaZene su u kontrolnoj grupi te pri svim

koncentracijama (C1-C5) TEB.
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Slika 93. Utjecaj tebukonazola (TEB) na srednju brzinu kretanja (v,,) tijekom izloZenosti u trajanju od
24 sata (zute kutije) i 48 sati (plave kutije). Na y-osi prikazana je srednja brzina kretanja (v,,) izraZzena
u milimetrima po sekundi (mm s™'), dok su na x-osi oznacene kontrolna grupa (C0) te grupe tretirane s
TEB razlicitih masenih koncentracija u uzlaznom redoslijedu (C1-C5). Vrijednosti koncentracija koje
odgovaraju naznacenim tretmanima sadrzani su u poglavlju 3. Materijali i metode. Statisticki znacajne
razlike (p < 0,05) u odnosu na kontrolnu skupinu naznaCene su plavim zvjezdicama iznad
odgovarajuc¢ih kutija. Statisticki znacajne razlike (p < 0,05) izmedu vrijednosti ovog bihevioristickog
elementa izmjerenih nakon 24 sata i 48 sati unutar svake eksperimentalne grupe naznacene su crvenim

zvjezdicama i horizontalnim crvenim linijama izmedu odgovarajucih parova kutija.
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4.2.1.2. Utjecaj koncentracije zagadivala i trajanja izlaganja na udio vremena proveden u

kretanju uz rub Petrijeve zdjelice

Gujavice su izlagane razli¢itim koncentracijama komercijalnog pripravka s aktivnhom tvari
bendiokarb (BDC) u ukupnom trajanju 48 sati. Udio vremena proveden u kretanju uz rub
Petrijeve zdjelice odreden je nakon 24 sata i 48 sati, a rezultati su prikazani u obliku
kutijastog dijagrama (Slika 94). Nakon 24 sata izloZenosti, razlike u odnosu na kontrolu
zabiljezene su pri koncentracijama C1, C3, C4 i C5, dok su nakon 48 sati razlike opaZene pri
koncentracijama C1, C2 i1 C5. Statisticki znacajne razlike izmedu udjela vremena provedenog

u kretanju uz rub posude nakon 24 sata i 48 sati opazene su pri koncentracijama C1, C2 1 C5
BDC.
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Slika 94. Utjecaj bendiokarba (BDC) na udio vremena proveden uz rub eksperimentalne posude
tijekom izloZenosti u trajanju od 24 sata (Zute kutije) 1 48 sati (plave kutije). Na y-osi prikazan je udio
vremena proveden uz rub eksperimentalne posude izrazen u postotku (%), dok su na x-osi oznacene
kontrolna grupa (CO) te grupe tretirane s BDC razli¢itih masenih koncentracija u uzlaznom redoslijedu
(C1-C5). Vrijednosti koncentracija koje odgovaraju naznacenim tretmanima sadrzani su u poglavlju 3.
Materijali i metode. Statisticki znacajne razlike (p < 0,05) u odnosu na kontrolnu skupinu naznacene su
plavim zvjezdicama iznad odgovaraju¢ih kutija. Statisticki znacajne razlike (p < 0,05) izmedu
vrijednosti ovog bihevioristickog elementa izmjerenih nakon 24 sata i 48 sati unutar svake
eksperimentalne grupe naznacene su crvenim zvjezdicama i horizontalnim crvenim linijama izmedu

odgovarajucih parova kutija.
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Gujavice su izlagane razli¢itim koncentracijama komercijalnog pripravka s aktivhom tvari
klorpirifos (CHP) u ukupnom trajanju 48 sati. Udio vremena proveden u kretanju uz rub
Petrijeve zdjelice odreden je nakon 24 sata i 48 sati, a rezultati su prikazani u obliku
kutijastog dijagrama (Slika 95). Statisticki znaajne razlike u odnosu na kontrolnu grupu
nakon 24 sata zabiljezene su pri koncentracijama C3 1 C5, dok su nakon 48 sati zabiljezene pri
koncentracijama C1, C2, C3 i C5. Statisti¢ki znacajne razlike izmedu udjela vremena

provedenog u kretanju uz rub posude nakon 24 sata i 48 sati opazene su pri koncentracijama
C1,C21iC3 CHP.
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Slika 95. Utjecaj klorpirifosa (CHP) na udio vremena proveden uz rub eksperimentalne posude
tijekom izloZenosti u trajanju od 24 sata (Zute kutije) 1 48 sati (plave kutije). Na y-osi prikazan je udio
vremena proveden uz rub eksperimentalne posude izrazen u postotku (%), dok su na x-osi oznacene
kontrolna grupa (C0) te grupe tretirane s CHP razli¢itih masenih koncentracija u uzlaznom redoslijedu
(C1-C5). Vrijednosti koncentracija koje odgovaraju naznacenim tretmanima sadrzani su u poglavlju 3.
Materijali i metode. Statisticki znacajne razlike (p < 0,05) u odnosu na kontrolnu skupinu naznacene su
plavim zvjezdicama iznad odgovaraju¢ih kutija. Statisticki znacajne razlike (p < 0,05) izmedu
vrijednosti ovog bihevioristickog elementa izmjerenih nakon 24 sata i 48 sati unutar svake
eksperimentalne grupe naznacene su crvenim zvjezdicama i horizontalnim crvenim linijama izmedu

odgovarajucih parova kutija.
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Gujavice su izlagane razli¢itim koncentracijama komercijalnog pripravka s aktivhom tvari
difenkonazol (DIF) u ukupnom trajanju 48 sati. Udio vremena proveden u kretanju uz rub
Petrijeve zdjelice odreden je nakon 24 sata i 48 sati, a rezultati su prikazani u obliku
kutijastog dijagrama (Slika 96). Nakon 24 sata izloZenosti, razlike u odnosu na kontrolnu
grupu zabiljeZzene su pri koncentracijama C1, C4 i C5. Nakon 48 sati statisticki znacajna
razlika u odnosu na kontrolu opazena je samo pri koncentraciji C1. Statisti¢ki znacajne razlike
izmedu udjela vremena provedenog u kretanju uz rub posude nakon 24 sata i 48 sati opazene

su pri koncentracijama C1, C2, C4 1 C5 DIF.

Rezultati izlaganja difenkonazolu
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Slika 96. Utjecaj difenkonazola (DIF) na udio vremena proveden uz rub eksperimentalne posude
tijekom izloZenosti u trajanju od 24 sata (Zute kutije) 1 48 sati (plave kutije). Na y-osi prikazan je udio
vremena proveden uz rub eksperimentalne posude izrazen u postotku (%), dok su na x-osi oznacene
kontrolna grupa (CO) te grupe tretirane s DIF razli¢itih masenih koncentracija u uzlaznom redoslijedu
(C1-C5). Vrijednosti koncentracija koje odgovaraju naznacenim tretmanima sadrzani su u poglavlju 3.
Materijali i metode. Statisticki znacajne razlike (p < 0,05) u odnosu na kontrolnu skupinu naznacene su
plavim zvjezdicama iznad odgovaraju¢ih kutija. Statisticki znacajne razlike (p < 0,05) izmedu
vrijednosti ovog bihevioristickog elementa izmjerenih nakon 24 sata i 48 sati unutar svake
eksperimentalne grupe naznacene su crvenim zvjezdicama i horizontalnim crvenim linijama izmedu

odgovarajucih parova kutija.
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Gujavice su izlagane razli¢itim koncentracijama komercijalnog pripravka s aktivhom tvari
fenbukonazol (FEN) u ukupnom trajanju 48 sati. Udio vremena proveden u kretanju uz rub
Petrijeve zdjelice odreden je nakon 24 sata i 48 sati, a rezultati su prikazani u obliku
kutijastog dijagrama (Slika 97). Nakon 24 sata izlozenosti, statisticki znaCajne razlike u
odnosu na kontrolnu grupu zabiljezene su pri koncentracijama C1, C2, C3, C4 1 C5. Nakon 48
sati statisticki znacajne razlike u odnosu na kontrolu zabiljezene su pri koncentracijama Cl1,
C4 i CS5. Statisticki znacajne razlike izmedu udjela vremena provedenog u kretanju uz rub

posude kretanja nakon 24 sata 1 48 sati opazene su pri koncentracijama C1, C2, C3 i C4 FEN.

Rezultati izlaganja fenbukonazolu
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Slika 97. Utjecaj fenbukonazola (FEN) na udio vremena proveden uz rub eksperimentalne posude
tijekom izloZenosti u trajanju od 24 sata (Zute kutije) 1 48 sati (plave kutije). Na y-osi prikazan je udio
vremena proveden uz rub eksperimentalne posude izrazen u postotku (%), dok su na x-osi oznacene
kontrolna grupa (CO) te grupe tretirane s FEN razli¢itih masenih koncentracija u uzlaznom redoslijedu
(C1-C5). Vrijednosti koncentracija koje odgovaraju naznacenim tretmanima sadrzani su u poglavlju 3.
Materijali i metode. Statisticki znacajne razlike (p < 0,05) u odnosu na kontrolnu skupinu naznacene su
plavim zvjezdicama iznad odgovaraju¢ih kutija. Statisticki znacajne razlike (p < 0,05) izmedu
vrijednosti ovog bihevioristickog elementa izmjerenih nakon 24 sata i 48 sati unutar svake
eksperimentalne grupe naznacene su crvenim zvjezdicama i horizontalnim crvenim linijama izmedu

odgovarajucih parova kutija.
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Gujavice su izlagane razli¢itim koncentracijama komercijalnog pripravka s aktivhom tvari
glifosat (GLY) u ukupnom trajanju 48 sati. Udio vremena proveden u kretanju uz rub
Petrijeve zdjelice odreden je nakon 24 sata i 48 sati, a rezultati su prikazani u obliku
kutijastog dijagrama (Slika 98). Statisticki znaajne razlike u odnosu na kontrolnu grupu
nakon 24 sata zabiljeZene su pri koncentracijama C3 i C5, dok su nakon 48 sati opazene pri
koncentracijama C2, C4 i1 C5. Statisticki znacajne razlike izmedu udjela vremena provedenog

u kretanju uz rub posude nakon 24 sata i 48 sati opazene su pri koncentracijama C2, C4 i C5
GLY.

Rezultati izlaganja glifosatu
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Slika 98. Utjecaj glifosata (GLY) na udio vremena proveden uz rub eksperimentalne posude tijekom
izlozenosti u trajanju od 24 sata (zute kutije) 1 48 sati (plave kutije). Na y-osi prikazan je udio vremena
proveden uz rub eksperimentalne posude izrazen u postotku (%), dok su na x-osi oznac¢ene kontrolna
grupa (CO0) te grupe tretirane s GLY razli¢itih masenih koncentracija u uzlaznom redoslijedu (C1-C5).
Vrijednosti koncentracija koje odgovaraju naznacenim tretmanima sadrzani su u poglavlju 3. Materijali
1 metode. Statisticki znacajne razlike (p < 0,05) u odnosu na kontrolnu skupinu naznacene su plavim
zvjezdicama iznad odgovaraju¢ih kutija. Statisticki znacajne razlike (p < 0,05) izmedu vrijednosti
ovog bihevioristickog elementa izmjerenih nakon 24 sata i 48 sati unutar svake eksperimentalne grupe

naznacene su crvenim zvjezdicama i horizontalnim crvenim linijjama izmedu odgovaraju¢ih parova

kutija.
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Gujavice su izlagane razli¢itim koncentracijama komercijalnog pripravka s aktivhom tvari
imidakloprid (IMI) u ukupnom trajanju 48 sati. Udio vremena proveden u kretanju uz rub
Petrijeve zdjelice odreden je nakon 24 sata i 48 sati, a rezultati su prikazani u obliku
kutijastog dijagrama (Slika 99). Nakon 24 sata izloZenosti, razlike u odnosu na kontrolnu
grupu opazene su pri koncentracijama C3, C4 1 C5, dok su nakon 48 sati razlike uocene pri
koncentracijama C2, C3, C4 i C5. Statisticki znacajne razlike izmedu udjela vremena
provedenog u kretanju uz rub posude nakon 24 sata i 48 sati opazene su pri koncentracijama

C21C4 IML

Rezultati izlaganja imidaklopridu
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Slika 99. Utjecaj imidakloprida (IMI) na udio vremena proveden uz rub eksperimentalne posude
tijekom izloZenosti u trajanju od 24 sata (Zute kutije) 1 48 sati (plave kutije). Na y-osi prikazan je udio
vremena proveden uz rub eksperimentalne posude izrazen u postotku (%), dok su na x-osi oznacene
kontrolna grupa (CO) te grupe tretirane s IMI razli¢itih masenih koncentracija u uzlaznom redoslijedu
(C1-C5). Vrijednosti koncentracija koje odgovaraju naznacenim tretmanima sadrzani su u poglavlju 3.
Materijali i metode. Statisticki znacajne razlike (p < 0,05) u odnosu na kontrolnu skupinu naznacene su
plavim zvjezdicama iznad odgovaraju¢ih kutija. Statisticki znacajne razlike (p < 0,05) izmedu
vrijednosti ovog bihevioristickog elementa izmjerenih nakon 24 sata i 48 sati unutar svake
eksperimentalne grupe naznacene su crvenim zvjezdicama i horizontalnim crvenim linijama izmedu

odgovarajucih parova kutija.

164



Gujavice su izlagane razli¢itim koncentracijama komercijalnog pripravka s aktivhom tvari
tebukonazol (TEB) u ukupnom trajanju 48 sati. Udio vremena proveden u kretanju uz rub
Petrijeve zdjelice odreden je nakon 24 sata i 48 sati, a rezultati su prikazani u obliku
kutijastog dijagrama (Slika 100). Nakon 24 sata izloZenosti, razlike u odnosu na kontrolu
opazene su pri koncentracijama C2, C3 i1 C4, dok su nakon 48 sati razlike zabiljeZzene pri
koncentracijama C2, C3 i1 C5. Statisticki znacajne razlike izmedu udjela vremena provedenog

u kretanju uz rub posude nakon 24 sata i 48 sati opazene su pri svim koncentracijama (C1-C5)
TEB.

Rezultati izlaganja tebukonazolu
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Slika 100. Utjecaj tebukonazola (TEB) na udio vremena proveden uz rub eksperimentalne posude
tijekom izloZenosti u trajanju od 24 sata (Zute kutije) 1 48 sati (plave kutije). Na y-osi prikazan je udio
vremena proveden uz rub eksperimentalne posude izrazen u postotku (%), dok su na x-osi oznacene
kontrolna grupa (CO) te grupe tretirane s TEB razli¢itih masenih koncentracija u uzlaznom redoslijedu
(C1-C5). Vrijednosti koncentracija koje odgovaraju naznacenim tretmanima sadrzani su u poglavlju 3.
Materijali i metode. Statisticki znacajne razlike (p < 0,05) u odnosu na kontrolnu skupinu naznacene su
plavim zvjezdicama iznad odgovaraju¢ih kutija. Statisticki znacajne razlike (p < 0,05) izmedu
vrijednosti ovog bihevioristickog elementa izmjerenih nakon 24 sata i 48 sati unutar svake

eksperimentalne grupe naznacene su crvenim zvjezdicama i horizontalnim crvenim linijama izmedu

odgovarajucih parova kutija.
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4.2.1.3. Utjecaj koncentracije zagadivala i trajanja izlaganja na udio vremena proveden u

kretanju unatrag

Gujavice su izlagane razli¢itim koncentracijama komercijalnog pripravka s aktivnhom tvari
bendiokarb (BDC) u ukupnom trajanju 48 sati. Udio vremena proveden u kretanju unatrag
odreden je nakon 24 sata i 48 sati, a rezultati su prikazani u obliku kutijastog dijagrama (Slika
101). Nakon 24 sata izloZenosti, razlike u odnosu na kontrolnu grupu zabiljezene su pri
koncentracijama C1, C3, C4 i C5. Nakon 48 sati statisticki znaCajne razlike u odnosu na
kontrolu uocene su pri koncentracijama C1, C3, C4 i1 CS5. Statisticki znacajne razlike izmedu
udjela vremena provedenog u kretanju unatrag nakon 24 sata i 48 sati opazene su u kontrolnoj

grupi te pri koncentracijama C1, C2, C3 1 C5 BDC.

Rezultati izlaganja bendiokarbu
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Slika 101. Utjecaj bendiokarba (BDC) na udio vremena proveden u kretanju unatrag tijekom
izlozenosti u trajanju od 24 sata (zute kutije) 1 48 sati (plave kutije). Na y-osi prikazan je udio vremena
proveden u kretanju unatrag izrazen u postotku (%), dok su na x-osi oznacene kontrolna grupa (CO0) te
grupe tretirane s BDC razli¢itih masenih koncentracija u uzlaznom redoslijedu (C1-C5). Vrijednosti
koncentracija koje odgovaraju naznacenim tretmanima sadrzani su u poglavlju 3. Materijali i metode.
Statisticki znacajne razlike (p < 0,05) u odnosu na kontrolnu skupinu naznaCene su plavim
zvjezdicama iznad odgovarajuc¢ih kutija. Statisticki znacajne razlike (p < 0,05) izmedu vrijednosti
ovog bihevioristickog elementa izmjerenih nakon 24 sata i 48 sati unutar svake eksperimentalne grupe

naznacene su crvenim zvjezdicama i horizontalnim crvenim linijjama izmedu odgovaraju¢ih parova

kutija.

166



Gujavice su izlagane razli¢itim koncentracijama komercijalnog pripravka s aktivhom tvari
klorpirifos (CHP) u ukupnom trajanju 48 sati. Udio vremena proveden u kretanju unatrag
odreden je nakon 24 sata i 48 sati, a rezultati su prikazani u obliku kutijastog dijagrama (Slika
102). Nakon 24 sata izlozenosti, statisticki znacajne razlike u odnosu na kontrolnu grupu
zabiljezene su pri koncentracijama C2, C3, C4 i C5. Nakon 48 sati izlozenosti, razlike u
odnosu na kontrolu zabiljeZene su pri koncentracijama C2, C3, C4 i C5. Statisticki znacajne
razlike izmedu udjela vremena provedenog u kretanju unatrag nakon 24 sata i 48 sati opazene

su u kontrolnoj grupi te pri koncentracijama C4 1 C5 CHP.

Rezultati izlaganja klorpirifosu
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Slika 102. Utjecaj klorpirifosa (CHP) na udio vremena proveden u kretanju unatrag tijekom izlozenosti
u trajanju od 24 sata (Zute kutije) 1 48 sati (plave kutije). Na y-osi prikazan je udio vremena proveden u
kretanju unatrag izrazen u postotku (%), dok su na x-osi oznacene kontrolna grupa (CO0) te grupe
tretirane s CHP razli¢itih masenih koncentracija u uzlaznom redoslijedu (C1-C5). Vrijednosti
koncentracija koje odgovaraju naznacenim tretmanima sadrzani su u poglavlju 3. Materijali i metode.
Statisticki znacajne razlike (p < 0,05) u odnosu na kontrolnu skupinu naznaCene su plavim
zvjezdicama iznad odgovaraju¢ih kutija. Statisticki znacajne razlike (p < 0,05) izmedu vrijednosti
ovog bihevioristickog elementa izmjerenih nakon 24 sata i 48 sati unutar svake eksperimentalne grupe
naznacene su crvenim zvjezdicama i horizontalnim crvenim linijjama izmedu odgovaraju¢ih parova

kutija.
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Gujavice su izlagane razli¢itim koncentracijama komercijalnog pripravka s aktivhom tvari
difenkonazol (DIF) u ukupnom trajanju 48 sati. Udio vremena proveden u kretanju unatrag
odreden je nakon 24 sata i 48 sati, a rezultati su prikazani u obliku kutijastog dijagrama (Slika
103). Nakon 24 sata izlozenosti, razlike u odnosu na kontrolu zabiljeZene su pri
koncentracijama C1, C2, C3, C4 i C5. Nakon 48 sati razlike u odnosu na kontrolu opazene su
pri svim koncentracijama (CI1-CS5). Statisticki znacajne razlike izmedu udjela vremena
provedenog u kretanju unatrag nakon 24 sata i 48 sati opazene su u kontrolnoj grupi te pri

koncentracijama C1, C2, C3 1 C5 DIF.

Rezultati izlaganja difenkonazolu

80 —_ —_ e . .

60

= -
T . o =

" &ﬁ +
Sy

S o v » > &
Tretmani

Udio vremena unatrag (%)

20

Slika 103. Utjecaj difenkonazola (DIF) na udio vremena proveden u kretanju unatrag tijekom
izlozenosti u trajanju od 24 sata (zute kutije) 1 48 sati (plave kutije). Na y-osi prikazan je udio vremena
proveden u kretanju unatrag izrazen u postotku (%), dok su na x-osi oznacene kontrolna grupa (CO0) te
grupe tretirane s DIF razli¢itih masenih koncentracija u uzlaznom redoslijedu (C1-C5). Vrijednosti
koncentracija koje odgovaraju naznacenim tretmanima sadrzani su u poglavlju 3. Materijali i metode.
Statisticki znacajne razlike (p < 0,05) u odnosu na kontrolnu skupinu naznaCene su plavim
zvjezdicama iznad odgovaraju¢ih kutija. Statisticki znacajne razlike (p < 0,05) izmedu vrijednosti
ovog bihevioristickog elementa izmjerenih nakon 24 sata i 48 sati unutar svake eksperimentalne grupe

naznacene su crvenim zvjezdicama i horizontalnim crvenim linijjama izmedu odgovaraju¢ih parova

kutija.
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Gujavice su izlagane razli¢itim koncentracijama komercijalnog pripravka s aktivhom tvari
fenbukonazol (FEN) u ukupnom trajanju 48 sati. Udio vremena proveden u kretanju unatrag
odreden je nakon 24 sata i 48 sati, a rezultati su prikazani u obliku kutijastog dijagrama (Slika
104). Nakon 24 sata izloZenosti, razlike u odnosu na kontrolnu grupu opazene su pri
koncentracijama C4 i C5. Nakon 48 sati razlike u odnosu na kontrolnu grupu zabiljezene su
pri svim koncentracijama (CI1-CS5). Statisticki znacajne razlike izmedu udjela vremena
provedenog u kretanju unatrag nakon 24 sata i 48 sati opazene su u kontrolnoj grupi te pri

koncentracijama C1, C2 1 C3 FEN.

Rezultati izlaganja fenbukonazolu
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Slika 104. Utjecaj fenbukonazola (FEN) na udio vremena proveden u kretanju unatrag tijekom
izlozenosti u trajanju od 24 sata (zute kutije) 1 48 sati (plave kutije). Na y-osi prikazan je udio vremena
proveden u kretanju unatrag izrazen u postotku (%), dok su na x-osi oznacene kontrolna grupa (CO0) te
grupe tretirane s FEN razlicitih masenih koncentracija u uzlaznom redoslijedu (C1-C5). Vrijednosti
koncentracija koje odgovaraju naznacenim tretmanima sadrzani su u poglavlju 3. Materijali i metode.
Statisticki znacajne razlike (p < 0,05) u odnosu na kontrolnu skupinu naznaCene su plavim
zvjezdicama iznad odgovaraju¢ih kutija. Statisticki znacajne razlike (p < 0,05) izmedu vrijednosti
ovog bihevioristickog elementa izmjerenih nakon 24 sata i 48 sati unutar svake eksperimentalne grupe
naznacene su crvenim zvjezdicama i horizontalnim crvenim linijjama izmedu odgovaraju¢ih parova

kutija.
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Gujavice su izlagane razli¢itim koncentracijama komercijalnog pripravka s aktivhom tvari
glifosat (GLY) u ukupnom trajanju 48 sati. Udio vremena proveden u kretanju unatrag
odreden je nakon 24 sata i 48 sati, a rezultati su prikazani u obliku kutijastog dijagrama (Slika
105). Nakon 24 sata izlozenosti, statisticki znacajne razlike u odnosu na kontrolnu grupu
zabiljezene su pri koncentracijama C2 i C4. Nakon 48 sati izloZenosti, razlike u odnosu na
kontrolu opaZene su pri koncentracijama C2, C4 i CS5. Statisticki znacajne razlike izmedu
udjela vremena provedenog u kretanju unatrag nakon 24 sata i 48 sati opazene su u kontrolnoj

grupi te pri koncentracijama C4 1 C5 GLY.

Rezultati izlaganja glifosatu
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Slika 105. Utjecaj glifosata (GLY) na udio vremena proveden u kretanju unatrag tijekom izloZenosti u
trajanju od 24 sata (zute kutije) i 48 sati (plave kutije). Na y-osi prikazan je udio vremena proveden u
kretanju unatrag izrazen u postotku (%), dok su na x-osi oznacene kontrolna grupa (CO0) te grupe
tretirane s GLY razli¢itih masenih koncentracija u uzlaznom redoslijedu (C1-C5). Vrijednosti
koncentracija koje odgovaraju naznacenim tretmanima sadrzani su u poglavlju 3. Materijali i metode.
Statisticki znacajne razlike (p < 0,05) u odnosu na kontrolnu skupinu naznaCene su plavim
zvjezdicama iznad odgovaraju¢ih kutija. Statisticki znacajne razlike (p < 0,05) izmedu vrijednosti
ovog bihevioristickog elementa izmjerenih nakon 24 sata i 48 sati unutar svake eksperimentalne grupe

naznacene su crvenim zvjezdicama i horizontalnim crvenim linijjama izmedu odgovaraju¢ih parova

kutija.
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Gujavice su izlagane razli¢itim koncentracijama komercijalnog pripravka s aktivhom tvari
imidakloprid (IMI) u ukupnom trajanju 48 sati. Udio vremena proveden u kretanju unatrag
odreden je nakon 24 sata i 48 sati, a rezultati su prikazani u obliku kutijastog dijagrama (Slika
106). Nakon 24 sata izloZenosti, razlike u odnosu na kontrolu uocene su pri koncentracijama
C3 1 C4. Nakon 48 sati izlozenosti, statistiCki znaCajne razlike zabiljeZzene su pri
koncentracijama C1, C2, C3, C4 i CS5. Statisticki znacajne razlike izmedu udjela vremena
provedenog u kretanju unatrag nakon 24 sata i 48 sati opazene su u kontrolnoj grupi te pri

koncentracijama C3, C4 1 C5 IML.

Rezultati izlaganja imidaklopridu
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Slika 106. Utjecaj imidakloprid (IMI) na udio vremena proveden u kretanju unatrag tijekom
izlozenosti u trajanju od 24 sata (zute kutije) 1 48 sati (plave kutije). Na y-osi prikazan je udio vremena
proveden u kretanju unatrag izrazen u postotku (%), dok su na x-osi oznacene kontrolna grupa (CO0) te
grupe tretirane s IMI razli¢itih masenih koncentracija u uzlaznom redoslijedu (C1-C5). Vrijednosti
koncentracija koje odgovaraju naznacenim tretmanima sadrzani su u poglavlju 3. Materijali i metode.
Statisticki znacajne razlike (p < 0,05) u odnosu na kontrolnu skupinu naznaCene su plavim
zvjezdicama iznad odgovaraju¢ih kutija. Statisticki znacajne razlike (p < 0,05) izmedu vrijednosti
ovog bihevioristickog elementa izmjerenih nakon 24 sata i 48 sati unutar svake eksperimentalne grupe

naznacene su crvenim zvjezdicama i horizontalnim crvenim linijjama izmedu odgovaraju¢ih parova

kutija.
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Gujavice su izlagane razli¢itim koncentracijama komercijalnog pripravka s aktivhom tvari
tebukonazol (TEB) u ukupnom trajanju 48 sati. Udio vremena proveden u kretanju unatrag
odreden je nakon 24 sata i 48 sati, a rezultati su prikazani u obliku kutijastog dijagrama (Slika
107). Nakon 24 sata izloZenosti, razlike u odnosu na kontrolnu grupu zabiljeZene su pri svim
koncentracijama (C1-C5). Nakon 48 sati razlike u odnosu na kontrolu zabiljezene su pri svim
koncentracijama (C1-C5). Statisticki znacajne razlike izmedu udjela vremena provedenog u
kretanju unatrag nakon 24 sata i 48 sati opazene su u kontrolnoj grupi te pri koncentracijama

C1,C2iC3 TEB.

Rezultati izlaganja tebukonazolu
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Slika 107. Utjecaj tebukonazola (TEB) na udio vremena proveden u kretanju unatrag tijekom
izlozenosti u trajanju od 24 sata (zute kutije) 1 48 sati (plave kutije). Na y-osi prikazan je udio vremena
proveden u kretanju unatrag izrazen u postotku (%), dok su na x-osi oznacene kontrolna grupa (CO0) te
grupe tretirane s TEB razlic¢itih masenih koncentracija u uzlaznom redoslijedu (C1-C5). Vrijednosti
koncentracija koje odgovaraju naznacenim tretmanima sadrzani su u poglavlju 3. Materijali i metode.
Statisticki znacajne razlike (p < 0,05) u odnosu na kontrolnu skupinu naznaCene su plavim
zvjezdicama iznad odgovaraju¢ih kutija. Statisticki znacajne razlike (p < 0,05) izmedu vrijednosti
ovog bihevioristickog elementa izmjerenih nakon 24 sata i 48 sati unutar svake eksperimentalne grupe
naznacene su crvenim zvjezdicama i horizontalnim crvenim linijjama izmedu odgovaraju¢ih parova

kutija.
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4.2.1.4. Utjecaj koncentracije zagadivala i trajanja izlaganja na indeks pokretljivosti (MI)

Gujavice su izlagane razli¢itim koncentracijama komercijalnog pripravka s aktivhom tvari
bendiokarb (BDC) u ukupnom trajanju 48 sati. Indeks pokretljivosti odreden je nakon 24 sata
1 48 sati, a rezultati su prikazani u obliku kutijastog dijagrama (Slika 108). Nakon 24 sata
izlozenosti, razlike u odnosu na kontrolnu grupu zabiljezene su pri koncentracijama C2, C3 i
C5. Nakon 48 sati razlike u odnosu na kontrolnu grupu opazene su pri koncentracijama C2,
C3 1 C5. Statisticki znacajne razlike izmedu indeksa pokretljivosti nakon 24 sata i 48 sati

opazene su pri koncentracijama C1, C2 1 C3 BDC.

Rezultati izlaganja bendiokarbu
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Slika 108. Utjecaj bendiokarba (BDC) na indeks pokretljivosti tijekom izloZenosti u trajanju od 24 sata
(zute kutije) 1 48 sati (plave kutije). Na y-osi prikazan je indeks pokretljivosti izrazen u postotku (%),
dok su na x-osi oznaCene kontrolna grupa (CO) te grupe tretirane s BDC razli¢itih masenih
koncentracija u uzlaznom redoslijedu (C1-C5). Vrijednosti koncentracija koje odgovaraju naznacenim
tretmanima sadrzani su u poglavlju 3. Materijali 1 metode. Statisticki znacajne razlike (p < 0,05) u
odnosu na kontrolnu skupinu naznacene su plavim zvjezdicama iznad odgovarajucih kutija. Statisticki
znacajne razlike (p < 0,05) izmedu vrijednosti ovog bihevioristiCkog elementa izmjerenih nakon 24
sata i 48 sati unutar svake eksperimentalne grupe naznacene su crvenim zvjezdicama i horizontalnim

crvenim linijama izmedu odgovarajuéih parova kutija.
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Gujavice su izlagane razli¢itim koncentracijama komercijalnog pripravka s aktivhom tvari
klorpirifosa (CHP) u ukupnom trajanju 48 sati. Indeks pokretljivosti odreden je nakon 24 sata
1 48 sati, a rezultati su prikazani u obliku kutijastog dijagrama (Slika 109). Nakon 24 sata
izloZenosti, razlike u odnosu na kontrolnu grupu zabiljeZene su pri koncentracijama C2 1 C5.
Nakon 48 sati razlike u odnosu na kontrolu opazene su pri koncentracijama C2, C4 i CS.
Statisticki znacajne razlike izmedu indeksa pokretljivosti nakon 24 sata i 48 sati opazZene su

pri koncentracijama C3 i C4 CHP.

Rezultati izlaganja klorpirifosu
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Slika 109. Utjecaj klorpirifosa (CHP) na indeks pokretljivosti tijekom izloZenosti u trajanju od 24 sata
(zute kutije) 1 48 sati (plave kutije). Na y-osi prikazan je indeks pokretljivosti izraZzen u postotku (%),
dok su na x-osi oznaCene kontrolna grupa (CO) te grupe tretirane s CHP razli¢itih masenih
koncentracija u uzlaznom redoslijedu (C1-C5). Vrijednosti koncentracija koje odgovaraju nazna¢enim
tretmanima sadrzani su u poglavlju 3. Materijali i metode. Statisticki znacajne razlike (p < 0,05) u
odnosu na kontrolnu skupinu naznacene su plavim zvjezdicama iznad odgovarajucih kutija. Statisticki
znacajne razlike (p < 0,05) izmedu vrijednosti ovog bihevioristiCkog elementa izmjerenih nakon 24
sata i 48 sati unutar svake eksperimentalne grupe naznacene su crvenim zvjezdicama i horizontalnim

crvenim linijama izmedu odgovarajuéih parova kutija.
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Gujavice su izlagane razli¢itim koncentracijama komercijalnog pripravka s aktivhom tvari
difenkonazola (DIF) u ukupnom trajanju 48 sati. Indeks pokretljivosti odreden je nakon 24
sata 1 48 sati, a rezultati su prikazani u obliku kutijastog dijagrama (Slika 110). Nakon 24 sata
izloZenosti, razlike u odnosu na kontrolnu grupu zabiljeZene su pri koncentracijama C2 1 C3.
Nakon 48 sati razlike u odnosu na kontrolu opazene su pri koncentracijama C2 i C3.
Statisticki znacajne razlike izmedu indeksa pokretljivosti nakon 24 sata i 48 sati opazZene su

pri svim koncentracijama (C1-C5) DIF.

Rezultati izlaganja difenkonazolu
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Slika 110. Utjecaj difenkonazola (DIF) na indeks pokretljivosti tijekom izlozenosti u trajanju od 24
sata (zute kutije) 1 48 sati (plave kutije). Na y-osi prikazan je indeks pokretljivosti izrazen u postotku
(%), dok su na x-osi oznacCene kontrolna grupa (CO) te grupe tretirane s DIF razli¢itih masenih
koncentracija u uzlaznom redoslijedu (C1-C5). Vrijednosti koncentracija koje odgovaraju nazna¢enim
tretmanima sadrzani su u poglavlju 3. Materijali i metode. Statisticki znacajne razlike (p < 0,05) u
odnosu na kontrolnu skupinu naznacene su plavim zvjezdicama iznad odgovarajucih kutija. Statisticki
znacajne razlike (p < 0,05) izmedu vrijednosti ovog bihevioristiCkog elementa izmjerenih nakon 24
sata i 48 sati unutar svake eksperimentalne grupe naznacene su crvenim zvjezdicama i horizontalnim

crvenim linijama izmedu odgovarajuéih parova kutija.
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Gujavice su izlagane razli¢itim koncentracijama komercijalnog pripravka s aktivhom tvari
fenbukonazola (FEN) u ukupnom trajanju 48 sati. Indeks pokretljivosti odreden je nakon 24
sata 1 48 sati, a rezultati su prikazani u obliku kutijastog dijagrama (Slika 111). Nakon 24 sata
izloZenosti, razlike u odnosu na kontrolnu grupu zabiljeZene su pri koncentracijama C1, C2,
C3 1 C4. Nakon 48 sati razlike u odnosu na kontrolu zabiljezene su pri koncentracijama C1,
C2 1 C3. Statisticki znacajne razlike izmedu indeksa pokretljivosti nakon 24 sata i 48 sati

opazene su pri svim koncentracijama (C1-C5) FEN.

Rezultati izlaganja fenbukonazolu
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Slika 111. Utjecaj fenbukonazola (FEN) na indeks pokretljivosti tijekom izloZenosti u trajanju od 24
sata (zute kutije) 1 48 sati (plave kutije). Na y-osi prikazan je indeks pokretljivosti izrazen u postotku
(%), dok su na x-osi oznaCene kontrolna grupa (CO) te grupe tretirane s FEN razli¢itih masenih
koncentracija u uzlaznom redoslijedu (C1-C5). Vrijednosti koncentracija koje odgovaraju nazna¢enim
tretmanima sadrzani su u poglavlju 3. Materijali i metode. Statisticki znacajne razlike (p < 0,05) u
odnosu na kontrolnu skupinu naznacene su plavim zvjezdicama iznad odgovarajucih kutija. Statisticki
znacajne razlike (p < 0,05) izmedu vrijednosti ovog bihevioristiCkog elementa izmjerenih nakon 24
sata i 48 sati unutar svake eksperimentalne grupe naznacene su crvenim zvjezdicama i horizontalnim

crvenim linijama izmedu odgovarajuéih parova kutija.
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Gujavice su izlagane razli¢itim koncentracijama komercijalnog pripravka s aktivhom tvari
glifosata (GLY) u ukupnom trajanju 48 sati. Indeks pokretljivosti odreden je nakon 24 sata i
48 sati, a rezultati su prikazani u obliku kutijastog dijagrama (Slika 112). Nakon 24 sata
izloZenosti, razlike u odnosu na kontrolu opazene su pri koncentracijama C2, C4 i C5. Nakon
48 sati razlike u odnosu na kontrolnu grupu zabiljezene su pri koncentracijama C2, C4 i C5.
Statisticki znacajne razlike izmedu indeksa pokretljivosti nakon 24 sata i 48 sati opazZene su

pri svim koncentracijama C3, C4 i C5 GLY.

Rezultati izlaganja glifosatu
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Slika 112. Utjecaj glifosata (GLY) na indeks pokretljivosti tijekom izlozenosti u trajanju od 24 sata
(zute kutije) 1 48 sati (plave kutije). Na y-osi prikazan je indeks pokretljivosti izraZzen u postotku (%),
dok su na x-osi oznaCene kontrolna grupa (CO) te grupe tretirane s GLY razli¢itih masenih
koncentracija u uzlaznom redoslijedu (C1-C5). Vrijednosti koncentracija koje odgovaraju nazna¢enim
tretmanima sadrzani su u poglavlju 3. Materijali i metode. Statisticki znacajne razlike (p < 0,05) u
odnosu na kontrolnu skupinu naznacene su plavim zvjezdicama iznad odgovarajucih kutija. Statisticki
znacajne razlike (p < 0,05) izmedu vrijednosti ovog bihevioristiCkog elementa izmjerenih nakon 24
sata i 48 sati unutar svake eksperimentalne grupe naznacene su crvenim zvjezdicama i horizontalnim

crvenim linijama izmedu odgovarajuéih parova kutija.
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Gujavice su izlagane razli¢itim koncentracijama komercijalnog pripravka s aktivhom tvari
imidakloprida (IMI) u ukupnom trajanju 48 sati. Indeks pokretljivosti odreden je nakon 24
sata 1 48 sati, a rezultati su prikazani u obliku kutijastog dijagrama (Slika 113). Nakon 24 sata
izloZenosti, razlike u odnosu na kontrolnu grupu zabiljeZene su pri koncentracijama C1, C2 i
C5. Nakon 48 sati razlike u odnosu na kontrolnu grupu uocene su pri koncentracijama C2, C3,
C4 1 C5. Statisticki znacajne razlike izmedu indeksa pokretljivosti nakon 24 sata i 48 sati

opazene su pri svim koncentracijama C3, C4 1 C5 IMI.

Rezultati izlaganja imidaklopridu
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Slika 113. Utjecaj imidakloprida (IMI) na indeks pokretljivosti tijekom izlozenosti u trajanju od 24
sata (zute kutije) 1 48 sati (plave kutije). Na y-osi prikazan je indeks pokretljivosti izrazen u postotku
(%), dok su na x-osi oznacene kontrolna grupa (CO) te grupe tretirane s IMI razlic¢itih masenih
koncentracija u uzlaznom redoslijedu (C1-C5). Vrijednosti koncentracija koje odgovaraju nazna¢enim
tretmanima sadrzani su u poglavlju 3. Materijali i metode. Statisticki znacajne razlike (p < 0,05) u
odnosu na kontrolnu skupinu naznacene su plavim zvjezdicama iznad odgovarajucih kutija. Statisticki
znacajne razlike (p < 0,05) izmedu vrijednosti ovog bihevioristiCkog elementa izmjerenih nakon 24
sata i 48 sati unutar svake eksperimentalne grupe naznacene su crvenim zvjezdicama i horizontalnim

crvenim linijama izmedu odgovarajuéih parova kutija.
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Gujavice su izlagane razli¢itim koncentracijama komercijalnog pripravka s aktivhom tvari
tebukonazola (TEB) u ukupnom trajanju 48 sati. Indeks pokretljivosti odreden je nakon 24
sata 1 48 sati, a rezultati su prikazani u obliku kutijastog dijagrama (Slika 114). Nakon 24 sata
izloZenosti, razlike u odnosu na kontrolnu grupu zabiljeZene su pri koncentracijama C1, C2,
C3 1 C5. Nakon 48 sati razlike u odnosu na kontrolnu grupu uocene su pri koncentracijama C2
1 C5. Statistic¢ki znacajne razlike izmedu indeksa pokretljivosti nakon 24 sata i 48 sati opazene

su pri svim koncentracijama TEB.

Rezultati izlaganja tebukonazolu
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Slika 114. Utjecaj tebukonazola (TEB) na indeks pokretljivosti tijekom izloZenosti u trajanju od 24
sata (zute kutije) 1 48 sati (plave kutije). Na y-osi prikazan je indeks pokretljivosti izrazen u postotku
(%), dok su na x-osi oznaCene kontrolna grupa (CO) te grupe tretirane s TEB razli¢itih masenih
koncentracija u uzlaznom redoslijedu (C1-C5). Vrijednosti koncentracija koje odgovaraju nazna¢enim
tretmanima sadrzani su u poglavlju 3. Materijali i metode. Statisticki znacajne razlike (p < 0,05) u
odnosu na kontrolnu skupinu naznacene su plavim zvjezdicama iznad odgovarajucih kutija. Statisticki
znacajne razlike (p < 0,05) izmedu vrijednosti ovog bihevioristiCkog elementa izmjerenih nakon 24
sata i 48 sati unutar svake eksperimentalne grupe naznacene su crvenim zvjezdicama i horizontalnim

crvenim linijama izmedu odgovarajuéih parova kutija.
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4.2.1.4. Utjecaj koncentracije zagadivala i trajanja izlaganja na broj podizanja prostomija

Gujavice su izlagane razli¢itim koncentracijama komercijalnog pripravka s aktivhom tvari
bendiokarb (BDC) u ukupnom trajanju 48 sati. Broj podizanja prostomija odreden je nakon 24
sata 1 48 sati, a rezultati su prikazani u obliku kutijastog dijagrama (Slika 115). Nakon 24 sata
izlozenosti, razlike u odnosu na kontrolnu grupu zabiljezene su pri koncentracijama C4 i C5.
Nakon 48 sati razlike u odnosu na kontrolu zabiljezene su pri koncentracijama C1, C3, C4 i
C5. Statisti¢ki znacajne razlike izmedu broja podizanja prostomija nakon 24 sata i 48 sati

opazene su pri koncentracijama C1, C3 1 C5 BDC.

Rezultati izlaganja bendiokarbu
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Slika 115. Utjecaj bendiokarba (BDC) na broj podizanja prostomija tijekom izloZenosti u trajanju od
24 sata (zute kutije) i 48 sati (plave kutije). Na y-osi prikazan je broj podizanja prostomija, dok su na
x-0si oznacene kontrolna grupa (CO) te grupe tretirane s BDC razli¢itih masenih koncentracija u
uzlaznom redoslijedu (C1-CS5). Vrijednosti koncentracija koje odgovaraju naznacenim tretmanima
sadrzani su u poglavlju 3. Materijali i metode. Statisticki znacajne razlike (p < 0,05) u odnosu na
kontrolnu skupinu nazna¢ene su plavim zvjezdicama iznad odgovarajuc¢ih kutija. Statisticki znacajne
razlike (p < 0,05) izmedu vrijednosti ovog bihevioristickog elementa izmjerenih nakon 24 sata i 48 sati
unutar svake eksperimentalne grupe naznafene su crvenim zvjezdicama i horizontalnim crvenim

linijjama izmedu odgovarajucih parova kutija.
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Gujavice su izlagane razli¢itim koncentracijama komercijalnog pripravka s aktivhom tvari
klorpirifos (CHP) u ukupnom trajanju 48 sati. Broj podizanja prostomija odreden je nakon 24
sata 1 48 sati, a rezultati su prikazani u obliku kutijastog dijagrama (Slika 116). Nakon 24 sata
izloZenosti, razlike u odnosu na kontrolnu grupu uocene su pri koncentracijama C4 1 CS5.
Nakon 48 sati razlike u odnosu na kontrolu zabiljezene su pri koncentracijama C4 i CS.
Statisticki znaCajne razlike izmedu broja podizanja prostomija nakon 24 sata 1 48 sati opazene

su pri koncentracijama C1, C2 i C4 CHP.

Rezultati izlaganja klorpirifosu
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Slika 116. Utjecaj klorpirifosa (CHP) na broj podizanja prostomija tijekom izloZenosti u trajanju od 24
sata (zute kutije) i 48 sati (plave kutije). Na y-osi prikazan je broj podizanja prostomija, dok su na
x-0si oznacene kontrolna grupa (CO) te grupe tretirane s CHP razli¢itih masenih koncentracija u
uzlaznom redoslijedu (C1-C5). Vrijednosti koncentracija koje odgovaraju naznaCenim tretmanima
sadrzani su u poglavlju 3. Materijali i metode. Statisticki znac¢ajne razlike (p < 0,05) u odnosu na
kontrolnu skupinu naznacene su plavim zvjezdicama iznad odgovarajuc¢ih kutija. Statisticki znacajne
razlike (p < 0,05) izmedu vrijednosti ovog bihevioristickog elementa izmjerenih nakon 24 sata i 48 sati
unutar svake eksperimentalne grupe naznafene su crvenim zvjezdicama i horizontalnim crvenim

linijama izmedu odgovarajuéih parova kutija.
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Gujavice su izlagane razli¢itim koncentracijama komercijalnog pripravka s aktivhom tvari
difenkonazol (DIF) u ukupnom trajanju 48 sati. Broj podizanja prostomija odreden je nakon
24 sata i 48 sati, a rezultati su prikazani u obliku kutijastog dijagrama (Slika 117). Nakon 24
sata izlozenosti, razlike u odnosu na kontrolnu grupu opazene su pri koncentracijama C2, C3,
C4 1 C5. Nakon 48 sati razlike u odnosu na kontrolu zabiljezene su pri koncentracijama C2,
C3 1 C4. Statisticki znacajna razlika izmedu broja podizanja prostomija nakon 24 sata i 48 sati

opazena je pri koncentraciji C1 DIF.

Rezultati izlaganja difenkonazolu
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Slika 117. Utjecaj difenkonazola (DIF) na broj podizanja prostomija tijekom izloZenosti u trajanju od
24 sata (zute kutije) i 48 sati (plave kutije). Na y-osi prikazan je broj podizanja prostomija, dok su na
x-0si oznacene kontrolna grupa (CO) te grupe tretirane s DIF razli¢itih masenih koncentracija u
uzlaznom redoslijedu (C1-C5). Vrijednosti koncentracija koje odgovaraju naznaCenim tretmanima
sadrzani su u poglavlju 3. Materijali i metode. Statisticki znac¢ajne razlike (p < 0,05) u odnosu na
kontrolnu skupinu naznacene su plavim zvjezdicama iznad odgovarajuc¢ih kutija. Statisticki znacajne
razlike (p < 0,05) izmedu vrijednosti ovog bihevioristickog elementa izmjerenih nakon 24 sata i 48 sati
unutar svake eksperimentalne grupe naznafene su crvenim zvjezdicama i horizontalnim crvenim

linijama izmedu odgovarajuéih parova kutija.
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Gujavice su izlagane razli¢itim koncentracijama komercijalnog pripravka s aktivhom tvari
fenbukonazol (FEN) u ukupnom trajanju 48 sati. Broj podizanja prostomija odreden je nakon
24 sata 1 48 sati, a rezultati su prikazani u obliku kutijastog dijagrama (Slika 118). Nakon 24
sata izlozenosti, razlike u odnosu na kontrolnu grupu opazene su pri koncentracijama C2 i C4.
Nakon 48 sati razlike u odnosu na kontrolu zabiljezene su pri koncentracijama C2 i C3.
Statisticki znaCajne razlike izmedu broja podizanja prostomija nakon 24 sata 1 48 sati opazene

su pri koncentracijama C2 i C4 FEN.

Rezultati izlaganja fenbukonazolu
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Slika 118. Utjecaj fenbukonazola (FEN) na broj podizanja prostomija tijekom izloZenosti u trajanju od
24 sata (zute kutije) i 48 sati (plave kutije). Na y-osi prikazan je broj podizanja prostomija, dok su na
x-0si oznacene kontrolna grupa (CO) te grupe tretirane s FEN razli¢itih masenih koncentracija u
uzlaznom redoslijedu (C1-C5). Vrijednosti koncentracija koje odgovaraju naznaCenim tretmanima
sadrzani su u poglavlju 3. Materijali i metode. Statisticki znac¢ajne razlike (p < 0,05) u odnosu na
kontrolnu skupinu naznacene su plavim zvjezdicama iznad odgovarajuc¢ih kutija. Statisticki znacajne
razlike (p < 0,05) izmedu vrijednosti ovog bihevioristickog elementa izmjerenih nakon 24 sata i 48 sati
unutar svake eksperimentalne grupe naznafene su crvenim zvjezdicama i horizontalnim crvenim

linijama izmedu odgovarajuéih parova kutija.
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Gujavice su izlagane razli¢itim koncentracijama komercijalnog pripravka s aktivhom tvari
glifosat (GLY) u ukupnom trajanju 48 sati. Broj podizanja prostomija odreden je nakon 24
sata 1 48 sati, a rezultati su prikazani u obliku kutijastog dijagrama (Slika 119). Nakon 24 sata
izloZenosti, razlike u odnosu na kontrolnu grupu zabiljeZene su pri koncentracijama C4 1 C5.
Nakon 48 sati razlike u odnosu na kontrolu opazene su pri koncentracijama C1, C4 i C5.
Statisticki znacajna razlika izmedu broja podizanja prostomija nakon 24 sata i 48 sati opazena

je pri koncentraciji C1 GLY.

Rezultati izlaganja glifosatu

*

20 * *  * *  *

15 ﬁ Vrijeme izlaganja
|:;| B3 24n
B3 4sh
. o5 ll ~
= .
5 T

S o v » > &
Tretmani

Broj podizanja prostomija

Slika 119. Utjecaj glifosata (GLY) na broj podizanja prostomija tijekom izloZenosti u trajanju od 24
sata (zute kutije) i 48 sati (plave kutije). Na y-osi prikazan je broj podizanja prostomija, dok su na
x-0si oznacene kontrolna grupa (CO) te grupe tretirane s GLY razli¢itih masenih koncentracija u
uzlaznom redoslijedu (C1-C5). Vrijednosti koncentracija koje odgovaraju naznaCenim tretmanima
sadrzani su u poglavlju 3. Materijali i metode. Statisticki znac¢ajne razlike (p < 0,05) u odnosu na
kontrolnu skupinu naznacene su plavim zvjezdicama iznad odgovarajuc¢ih kutija. Statisticki znacajne
razlike (p < 0,05) izmedu vrijednosti ovog bihevioristickog elementa izmjerenih nakon 24 sata i 48 sati
unutar svake eksperimentalne grupe naznafene su crvenim zvjezdicama i horizontalnim crvenim

linijama izmedu odgovarajuéih parova kutija.
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Gujavice su izlagane razli¢itim koncentracijama komercijalnog pripravka s aktivhom tvari
imidakloprid (IMI) u ukupnom trajanju 48 sati. Broj podizanja prostomija odreden je nakon
24 sata i 48 sati, a rezultati su prikazani u obliku kutijastog dijagrama (Slika 120). Nakon 24
sata izloZenosti, razlike u odnosu na kontrolnu grupu zabiljeZene su pri koncentracijama Cl1,
C4 1 C5. Nakon 48 sati razlike u odnosu na kontrolu zabiljezene su pri koncentracijama C1,
C4 1 C5. Statisticki znacajne razlike izmedu broja podizanja prostomija nakon 24 sata i 48 sati

opazene su pri koncentracijama C2, C3, C4 1 C5 IMIL.

Rezultati izlaganja imidaklopridu
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Slika 120. Utjecaj imidakloprida (IMI) na broj podizanja prostomija tijekom izlozenosti u trajanju od
24 sata (zute kutije) i 48 sati (plave kutije). Na y-osi prikazan je broj podizanja prostomija, dok su na
x-0si oznacene kontrolna grupa (CO) te grupe tretirane s IMI razli¢itih masenih koncentracija u
uzlaznom redoslijedu (C1-C5). Vrijednosti koncentracija koje odgovaraju naznaCenim tretmanima
sadrzani su u poglavlju 3. Materijali i metode. Statisticki znac¢ajne razlike (p < 0,05) u odnosu na
kontrolnu skupinu naznacene su plavim zvjezdicama iznad odgovarajuc¢ih kutija. Statisticki znacajne
razlike (p < 0,05) izmedu vrijednosti ovog bihevioristickog elementa izmjerenih nakon 24 sata i 48 sati
unutar svake eksperimentalne grupe naznafene su crvenim zvjezdicama i horizontalnim crvenim

linijama izmedu odgovarajuéih parova kutija.
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Gujavice su izlagane razli¢itim koncentracijama komercijalnog pripravka s aktivhom tvari
tebukonazol (TEB) u ukupnom trajanju 48 sati. Broj podizanja prostomija odreden je nakon
24 sata i 48 sati, a rezultati su prikazani u obliku kutijastog dijagrama (Slika 121). Nakon 24
sata izloZenosti, razlike u odnosu na kontrolnu grupu zabiljeZene su pri koncentracijama Cl1,
C2 1 C4. Nakon 48 sati razlike u odnosu na kontrolu opazene su pri koncentracijama C1, C2 i
C4. Statisti¢ki znacajne razlike izmedu broja podizanja prostomija nakon 24 sata i 48 sati

opazene su pri koncentracijama C1, C2, C3 i C4 TEB.

Rezultati izlaganja tebukonazolu
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Slika 121. Utjecaj tebukonazola (TEB) na broj podizanja prostomija tijekom izloZenosti u trajanju od
24 sata (zute kutije) i 48 sati (plave kutije). Na y-osi prikazan je broj podizanja prostomija, dok su na
x-0si oznacene kontrolna grupa (CO) te grupe tretirane s TEB razli¢itih masenih koncentracija u
uzlaznom redoslijedu (C1-C5). Vrijednosti koncentracija koje odgovaraju naznaCenim tretmanima
sadrzani su u poglavlju 3. Materijali i metode. Statisticki znac¢ajne razlike (p < 0,05) u odnosu na
kontrolnu skupinu naznacene su plavim zvjezdicama iznad odgovarajuc¢ih kutija. Statisticki znacajne
razlike (p < 0,05) izmedu vrijednosti ovog bihevioristickog elementa izmjerenih nakon 24 sata i 48 sati
unutar svake eksperimentalne grupe naznafene su crvenim zvjezdicama i horizontalnim crvenim

linijama izmedu odgovarajuéih parova kutija.
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4.2.2. Utjecaj koncentracije zagadivala u tlu na bihevioristicke elemente gujavica
4.2.2.1. Utjecaj koncentracije zagadivala u tlu na ukupnu prijedenu udaljenost

U istrazivanju je analiziran utjecaj razlic¢itih koncentracija odabranih pesticida na ukupno
prijedeni put gujavica u umjetnom tlu tijekom izlaganja. Statisticki znacajne razlike u odnosu
na kontrolnu grupu (p < 0,05) zabiljezene su pretezito pri viSim koncentracijama tretmana,
osim u pojedinim niZzim koncentracijama kod specifi¢nih pesticida. Kod tretmana s BDC,

ukupno prijedeni put bio je zna¢ajno manji pri koncentracijama C2, C4 i C5 (Slika 121).

Rezultati izlaganja bendiokarbu
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Slika 121. Utjecaj bendiokarba (BDC) na ukupnu prijedenu udaljenost. Na y-osi prikazana je ukupna
prijedena udaljenost izraZena u centimetrima (cm), dok su na x-osi oznacene kontrolna grupa (CO0) te
grupe tretirane s BDC razli¢itih masenih koncentracija u uzlaznom redoslijedu (C1-C5). Vrijednosti
koncentracija koje odgovaraju naznacenim tretmanima sadrzani su u poglavlju 3. Materijali i metode.
Statisticki znacajne razlike (p < 0,05) u odnosu na kontrolnu skupinu naznacene su zvjezdicama iznad

odgovarajucih kutija.

Kod tretmana s CHP, znafajne razlike u ukupno prijedenom putu utvrdene su pri
koncentracijama C3, C4 1 C5 (Slika 122). U slucaju tretmana s DIF, statisticki znacajne

razlike u odnosu na kontrolnu grupu utvrdene su pri koncentracijama C3 i C5 (Slika 123).
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Rezultati izlaganja klorpirifosu
200 * * *

150

= __ =
LB
50 =

S S

Ukupna prijedena udaljenost (cm)

Tretmani

Slika 122. Utjecaj klorpirifosa (CHP) na ukupnu prijedenu udaljenost. Na y-osi prikazana je ukupna
prijedena udaljenost izraZzena u centimetrima (cm), dok su na x-osi oznacene kontrolna grupa (CO) te
grupe tretirane s CHP razli¢itih masenih koncentracija u uzlaznom redoslijedu (C1-C5). Vrijednosti
koncentracija koje odgovaraju nazna¢enim tretmanima sadrzani su u poglavlju 3. Materijali i metode.
Statisti¢ki znac¢ajne razlike (p < 0,05) u odnosu na kontrolnu skupinu naznacene su zvjezdicama iznad
odgovarajuéih kutija.

Rezultati izlaganja difenkonazolu
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Slika 123. Utjecaj difenkonazola (DIF) na ukupnu prijedenu udaljenost. Na y-osi prikazana je ukupna
prijedena udaljenost izrazena u centimetrima (cm), dok su na x-osi oznacene kontrolna grupa (CO) te
grupe tretirane s DIF razli¢itih masenih koncentracija u uzlaznom redoslijedu (C1-C5). Vrijednosti
koncentracija koje odgovaraju nazna¢enim tretmanima sadrzani su u poglavlju 3. Materijali i metode.
Statisti¢ki znac¢ajne razlike (p < 0,05) u odnosu na kontrolnu skupinu naznacene su zvjezdicama iznad
odgovarajuéih kutija.

188



U pokusu s FEN statisticki znaCajna razlika u odnosu na kontrolnu grupu utvrdena je pri
najvisoj koncentraciji (C5) (Slika 124). Tretman s GLY rezultirao je statisticki znacajnim

padom u ukupno prijedenom putu pri svim koncentracijama (Slika 125).

Rezultati izlaganja fenbukonazolu
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Slika 124. Utjecaj fenbukonazola (FEN) na ukupnu prijedenu udaljenost. Na y-osi prikazana je ukupna
prijedena udaljenost izrazena u centimetrima (cm), dok su na x-osi oznacene kontrolna grupa (CO) te
grupe tretirane s FEN razlic¢itih masenih koncentracija u uzlaznom redoslijedu (C1-C5). Vrijednosti
koncentracija koje odgovaraju naznacenim tretmanima sadrzani su u poglavlju 3. Materijali i metode.
Statisticki znacajne razlike (p < 0,05) u odnosu na kontrolnu skupinu naznacene su zvjezdicama iznad
odgovarajucih kutija.

Rezultati izlaganja glifosatu
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Slika 125. Utjecaj glifosata (GLY) na ukupnu prijedenu udaljenost. Na y-osi prikazana je ukupna
prijedena udaljenost izrazena u centimetrima (cm), dok su na x-osi oznacene kontrolna grupa (CO0) te
grupe tretirane s GLY razli¢itih masenih koncentracija u uzlaznom redoslijedu (C1-C5). Vrijednosti
koncentracija koje odgovaraju naznacenim tretmanima sadrzani su u poglavlju 3. Materijali i metode.
Statisticki znacajne razlike (p < 0,05) u odnosu na kontrolnu skupinu naznacene su zvjezdicama iznad
odgovarajucih kutija.
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Izlaganje pesticidu IMI rezultiralo je statisticki znacajnim smanjenjem ukupno prijedenog
puta pri koncentracijama C2-C5, dok pri C1 nije zabiljeZena znacajna razlika (Slika 126). Kod
tretmana s TEB, znacajni pad u ukupno prijedenom putu zabiljezen je pri svim
koncentracijama (Slika 127).

Rezultati izlaganja imidaklopridu
* * * *

150

e

50 ==

Ukupna prijedena udaljenost (cm)
[ ]
[

S & v (o d
Tretmani

Slika 126. Utjecaj imidakloprida (IMI) na ukupnu prijedenu udaljenost. Na y-osi prikazana je ukupna
prijedena udaljenost izraZzena u centimetrima (cm), dok su na x-osi oznacene kontrolna grupa (CO) te
grupe tretirane s IMI razli¢itih masenih koncentracija u uzlaznom redoslijedu (C1-C5). Vrijednosti
koncentracija koje odgovaraju naznacenim tretmanima sadrzani su u poglavlju 3. Materijali i metode.
Statisti¢ki znac¢ajne razlike (p < 0,05) u odnosu na kontrolnu skupinu naznacene su zvjezdicama iznad
odgovarajuéih kutija.

Rezultati izlaganja tebukonazolu
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Slika 127. Utjecaj tebukonazola (TEB) na ukupnu prijedenu udaljenost. Na y-osi prikazana je ukupna
prijedena udaljenost izrazena u centimetrima (cm), dok su na x-osi oznacene kontrolna grupa (CO) te
grupe tretirane s TEB razlic¢itih masenih koncentracija u uzlaznom redoslijedu (C1-C5). Vrijednosti
koncentracija koje odgovaraju naznacenim tretmanima sadrzani su u poglavlju 3. Materijali i metode.
Statisticki znacajne razlike (p < 0,05) u odnosu na kontrolnu skupinu naznacene su zvjezdicama iznad
odgovarajucih kutija.
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4.2.2.2. Utjecaj koncentracije zagadivala u tlu na ukupnu duZinu tunelskog sustava

U istrazivanju su analizirani ucinci razliCitih koncentracija odabranih pesticida na ukupnu
duZinu tunelskog sustava gujavica u umjetnom tlu nakon izlaganja. Statisticki znacajne razlike
u odnosu na kontrolnu skupinu (p < 0,05) zabiljeZene su za odredene tretmane i koncentracije.
Kod tretmana s BDC, znacajno smanjenje duljine tunelskog sustava primijeceno je pri
koncentracijama C2, C3, C4 i C5 (Slika 128). U slucaju CHP tretmana, znacajne razlike
zabiljezene su pri koncentracijama CI, C3, C4 1 C5 (Slika 129). Izlaganje gujavica DIF
tretmanu rezultiralo je statisticki znacajnim smanjenjem duljine tunela pri koncentracijama C3
i C5 (Slika 130). Kod tretmana s FEN, znac¢ajne razlike uocene su pri koncentracijama C1, C3
1 C5 (Slika 131). Sve koncentracije GLY tretmana (C1-C5) uzrokovale su zna¢ajno smanjenje
duljine tunela u odnosu na kontrolnu grupu (Slika 132). Sli¢no tome, kod tretmana s IMI,
utvrdeno je statisticki znacajno smanjenje tunelskog sustava pri koncentracijama C2-C5 (Slika
133). Tretman TEB takoder je pokazao znacajno smanjenje duljine tunela pri svim

koncentracijama (C1-C5) u odnosu na kontrolnu skupinu (Slika 134).

Rezultati izlaganja bendiokarbu
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Slika 128. Utjecaj bendiokarba (BDC) na ukupnu duzinu tunelskog sustava. Na y-osi prikazana je
ukupna duzina tunelskog sustava izrazena u centimetrima (cm), dok su na x-osi ozna¢ene kontrolna
grupa (CO0) te grupe tretirane s BDC razli¢itih masenih koncentracija u uzlaznom redoslijedu (C1-C5).
Vrijednosti koncentracija koje odgovaraju naznacenim tretmanima sadrzani su u poglavlju 3. Materijali
i metode. Statisticki znacajne razlike (p < 0,05) u odnosu na kontrolnu skupinu naznacene su

zvjezdicama iznad odgovarajucih kutija.
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Rezultati izlaganja klorpirifosu
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Slika 129. Utjecaj klorpirifosa (CHP) na ukupnu duzinu tunelskog sustava. Na y-osi prikazana je
ukupna duzina tunelskog sustava izrazena u centimetrima (cm), dok su na x-osi oznacene kontrolna
grupa (CO0) te grupe tretirane s CHP razli¢itih masenih koncentracija u uzlaznom redoslijedu (C1-C5).
Vrijednosti koncentracija koje odgovaraju naznacenim tretmanima sadrzani su u poglavlju 3. Materijali
i metode. Statisticki znacajne razlike (p < 0,05) u odnosu na kontrolnu skupinu naznacene su

zvjezdicama iznad odgovarajucih kutija.

Rezultati izlaganja difenkonazolu
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Slika 130. Utjecaj difenkonazola (DIF) na ukupnu duzinu tunelskog sustava. Na y-osi prikazana je
ukupna duzina tunelskog sustava izrazena u centimetrima (cm), dok su na x-osi oznacene kontrolna
grupa (CO0) te grupe tretirane s DIF razli¢itih masenih koncentracija u uzlaznom redoslijedu (C1-C5).
Vrijednosti koncentracija koje odgovaraju nazna¢enim tretmanima sadrzani su u poglavlju 3. Materijali
i metode. Statisticki znacajne razlike (p < 0,05) u odnosu na kontrolnu skupinu naznacCene su

zvjezdicama iznad odgovarajucih kutija.
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Rezultati izlaganja fenbukonazolu
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Slika 131. Utjecaj difenkonazola (DIF) na ukupnu duzinu tunelskog sustava. Na y-osi prikazana je
ukupna duzina tunelskog sustava izrazena u centimetrima (cm), dok su na x-osi oznacene kontrolna
grupa (CO0) te grupe tretirane s DIF razli¢itih masenih koncentracija u uzlaznom redoslijedu (C1-C5).
Vrijednosti koncentracija koje odgovaraju naznacenim tretmanima sadrzani su u poglavlju 3. Materijali
i metode. Statisticki znacajne razlike (p < 0,05) u odnosu na kontrolnu skupinu naznacene su

zvjezdicama iznad odgovarajucih kutija.

Rezultati izlaganja glifosatu
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Slika 132. Utjecaj glifosata (GLY) na ukupnu duzinu tunelskog sustava. Na y-osi prikazana je ukupna
duzina tunelskog sustava izrazena u centimetrima (cm), dok su na x-osi oznac¢ene kontrolna grupa (CO0)
te grupe tretirane s GLY razli¢itih masenih koncentracija u uzlaznom redoslijedu (C1-C5). Vrijednosti
koncentracija koje odgovaraju naznacenim tretmanima sadrzani su u poglavlju 3. Materijali i metode.
Statisticki znacajne razlike (p < 0,05) u odnosu na kontrolnu skupinu naznacene su zvjezdicama iznad

odgovarajuéih kutija.
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Rezultati izlaganja imidaklopridu
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Slika 133. Utjecaj imidakloprida (IMI) na ukupnu duZinu tunelskog sustava. Na y-osi prikazana je
ukupna duzina tunelskog sustava izrazena u centimetrima (cm), dok su na x-osi oznacene kontrolna
grupa (CO0) te grupe tretirane s IMI razliitih masenih koncentracija u uzlaznom redoslijedu (C1-C5).
Vrijednosti koncentracija koje odgovaraju naznacenim tretmanima sadrzani su u poglavlju 3. Materijali
i metode. Statisticki znacajne razlike (p < 0,05) u odnosu na kontrolnu skupinu naznacene su

zvjezdicama iznad odgovarajucih kutija.

Rezultati izlaganja tebukonazolu
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Slika 134. Utjecaj tebukonazola (TEB) na ukupnu duzinu tunelskog sustava. Na y-osi prikazana je
ukupna duzina tunelskog sustava izrazena u centimetrima (cm), dok su na x-osi oznacene kontrolna
grupa (CO0) te grupe tretirane s TEB razli¢itih masenih koncentracija u uzlaznom redoslijedu (C1-C5).
Vrijednosti koncentracija koje odgovaraju nazna¢enim tretmanima sadrzani su u poglavlju 3. Materijali
i metode. Statisticki znacajne razlike (p < 0,05) u odnosu na kontrolnu skupinu naznacCene su

zvjezdicama iznad odgovarajucih kutija.
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4.2.2.3. Utjecaj koncentracije zagadivala u tlu na udaljenost prijedenu u postojecim

hodnicima

Analiza prijedene udaljenosti unutar postojec¢ih hodnika pokazala je znacajnu razliku samo
kod tretmana s CHP pri koncentraciji C5 (p < 0,05) (Slika 136). Kod svih drugih tretmana i
koncentracija, nije utvrdena statisticki znacajna razlika u odnosu na kontrolnu skupinu (Slike

1341 136-139).

Rezultati izlaganja bendiokarbu
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Slika 135. Utjecaj bendiokarba (BDC) na udaljenost prijedenu u postojeéim hodnicima. Na y-osi
prikazana je udaljenost prijedena u postoje¢im hodnicima u centimetrima (cm), dok su na x-osi
oznacene kontrolna grupa (CO0) te grupe tretirane s BDC razli¢itih masenih koncentracija u uzlaznom
redoslijedu (C1-C5). Vrijednosti koncentracija koje odgovaraju naznacenim tretmanima sadrzani su u
poglavlju 3. Materijali i metode. Statisticki znacajne razlike (p < 0,05) u odnosu na kontrolnu skupinu

naznacene su zvjezdicama iznad odgovarajucih kutija.
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Rezultati izlaganja klorpirifosu
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Slika 136. Utjecaj klorprifosa (CHP) na udaljenost prijedenu u postoje¢im hodnicima. Na y-osi
prikazana je udaljenost prijedena u postoje¢im hodnicima u centimetrima (cm), dok su na x-osi
oznacene kontrolna grupa (CO0) te grupe tretirane s CHP razli¢itih masenih koncentracija u uzlaznom
redoslijedu (C1-C5). Vrijednosti koncentracija koje odgovaraju naznacenim tretmanima sadrzani su u
poglavlju 3. Materijali i metode. Statisticki znacajne razlike (p < 0,05) u odnosu na kontrolnu skupinu

naznacene su zvjezdicama iznad odgovarajucih kutija.

Rezultati izlaganja difenkonazolu
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Slika 137. Utjecaj difenkonazola (DIF) na udaljenost prijedenu u postoje¢im hodnicima. Na y-osi
prikazana je udaljenost prijedena u postoje¢im hodnicima u centimetrima (cm), dok su na x-osi
oznacene kontrolna grupa (CO0) te grupe tretirane s DIF razli¢itih masenih koncentracija u uzlaznom
redoslijedu (C1-C5). Vrijednosti koncentracija koje odgovaraju nazna¢enim tretmanima sadrzani su u
poglavlju 3. Materijali i metode. Statisticki znacajne razlike (p < 0,05) u odnosu na kontrolnu skupinu

naznacene su zvjezdicama iznad odgovarajucih kutija.
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Slika 138. Utjecaj fenbukonazola (FEN) na udaljenost prijedenu u postoje¢im hodnicima. Na y-osi
prikazana je udaljenost prijedena u postoje¢im hodnicima u centimetrima (cm), dok su na x-osi
oznacene kontrolna grupa (CO) te grupe tretirane s FEN razli¢itih masenih koncentracija u uzlaznom
redoslijedu (C1-C5). Vrijednosti koncentracija koje odgovaraju nazna¢enim tretmanima sadrzani su u
poglavlju 3. Materijali i metode. Statisticki znacajne razlike (p < 0,05) u odnosu na kontrolnu skupinu

naznacene su zvjezdicama iznad odgovarajucih kutija.
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Slika 138. Utjecaj glifosata (GLY) na udaljenost prijedenu u postoje¢im hodnicima. Na y-osi prikazana
je udaljenost prijedena u postoje¢im hodnicima u centimetrima (cm), dok su na x-osi oznacene
kontrolna grupa (CO0) te grupe tretirane s GLY razli¢itih masenih koncentracija u uzlaznom redoslijedu
(C1-C5). Vrijednosti koncentracija koje odgovaraju naznacenim tretmanima sadrzani su u poglavlju 3.
Materijali i metode. Statisticki znacajne razlike (p < 0,05) u odnosu na kontrolnu skupinu naznacene su

zvjezdicama iznad odgovarajucih kutija.
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Rezultati izlaganja imidaklopridu
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Slika 139. Utjecaj imidakloprida (IMI) na udaljenost prijedenu u postoje¢im hodnicima. Na y-osi
prikazana je udaljenost prijedena u postoje¢im hodnicima u centimetrima (cm), dok su na x-osi
oznacene kontrolna grupa (CO) te grupe tretirane s IMI razlic¢itih masenih koncentracija u uzlaznom
redoslijedu (C1-C5). Vrijednosti koncentracija koje odgovaraju nazna¢enim tretmanima sadrzani su u
poglavlju 3. Materijali i metode. Statisticki znacajne razlike (p < 0,05) u odnosu na kontrolnu skupinu

naznacene su zvjezdicama iznad odgovarajucih kutija.

Rezultati izlaganja tebukonazolu
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Slika 140. Utjecaj tebukonazola (TEB) na udaljenost prijedenu u postoje¢éim hodnicima. Na y-osi
prikazana je udaljenost prijedena u postoje¢im hodnicima u centimetrima (cm), dok su na x-osi
oznacene kontrolna grupa (CO) te grupe tretirane s TEB razli¢itih masenih koncentracija u uzlaznom
redoslijedu (C1-C5). Vrijednosti koncentracija koje odgovaraju naznacenim tretmanima sadrzani su u
poglavlju 3. Materijali i metode. Statisticki znacajne razlike (p < 0,05) u odnosu na kontrolnu skupinu

naznacene su zvjezdicama iznad odgovarajucih kutija.
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4.2.2.4. Utjecaj koncentracije zagadivala u tlu na udio puta prijedenog u postojeéim

hodnicima

Analiza udjela udaljenosti prijedene u postojecim tunelima pokazala je statisticki znacajne
razlike u odnosu na kontrolnu skupinu (p < 0,05) za nekoliko tretmana. Kod tretmana s BDC,

znacajna razlika je utvrdena pri koncentraciji C4 (Slika 141).

Rezultati izlaganja bendiokarbu
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Slika 141. Utjecaj bendiokarba (BDC) na udio puta prijedenog u postoje¢im hodnicima. Na y-osi
prikazan je udio puta prijedenog u postoje¢im hodnicima, dok su na x-osi oznacene kontrolna grupa
(CO) te grupe tretirane s BDC razli¢itih masenih koncentracija u uzlaznom redoslijedu (C1-C5).
Vrijednosti koncentracija koje odgovaraju naznacenim tretmanima sadrZani su u poglavlju 3. Materijali
i metode. Statisti¢ki znacajne razlike (p < 0,05) u odnosu na kontrolnu skupinu nazna¢ene su

zvjezdicama iznad odgovarajucih kutija.

Kod tretmana s CHP, zabiljeZena je znacajna razlika u odnosu na kontrolnu skupinu pri
koncentraciji C3 (Slika 142). Kod tretmana s GLY, znacajna razlika je utvrdena pri
koncentraciji C4 (Slika 145). U pokusu s IMI znac¢ajne razlike u odnosu na kontrolnu skupinu
utvrdene su pri koncentracijama C4 i C5 (Slika 146). Za ostale tretmane i koncentracije nije

utvrdena znacajna razlika u odnosu na kontrolnu skupinu (Slike 142, 143 i 146).
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Slika 142. Utjecaj klorpirifosa (CHP) na udio puta prijedenog u postoje¢im hodnicima. Na y-osi
prikazan je udio puta prijedenog u postoje¢im hodnicima, dok su na x-osi oznacene kontrolna grupa
(CO) te grupe tretirane s CHP razli¢itih masenih koncentracija u uzlaznom redoslijedu (C1-C5).
Vrijednosti koncentracija koje odgovaraju naznacenim tretmanima sadrzani su u poglavlju 3. Materijali
i metode. Statisticki znacajne razlike (p < 0,05) u odnosu na kontrolnu skupinu naznaCene su

zvjezdicama iznad odgovarajucih kutija.

Rezultati izlaganja difenkonazolu
0.20

]

£

Q

e

©

o

E 0.15 *
QO

2

[9)

1)

8

= 0.10

(=)

o

c

Q

ke

2

]

>

o

)

3

0.00
S o ¥ &» Ios &
Tretmani

Slika 143. Utjecaj difenkonazola (DIF) na udio puta prijedenog u postoje¢im hodnicima. Na y-osi
prikazan je udio puta prijedenog u postojecim hodnicima, dok su na x-osi oznacene kontrolna grupa
(CO) te grupe tretirane s DIF razli¢itih masenih koncentracija u uzlaznom redoslijedu (C1-C5).
Vrijednosti koncentracija koje odgovaraju naznaenim tretmanima sadrzani su u poglavlju 3. Materijali
i metode. Statisticki znacajne razlike (p < 0,05) u odnosu na kontrolnu skupinu naznacene su

zvjezdicama iznad odgovarajucih kutija.

200
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Slika 144. Utjecaj fenbukonazola (FEN) na udio puta prijedenog u postoje¢im hodnicima. Na y-osi
prikazan je udio puta prijedenog u postoje¢im hodnicima, dok su na x-osi oznacene kontrolna grupa
(CO) te grupe tretirane s FEN razli¢itih masenih koncentracija u uzlaznom redoslijedu (C1-C5).
Vrijednosti koncentracija koje odgovaraju naznacenim tretmanima sadrzani su u poglavlju 3. Materijali
i metode. Statisticki znacajne razlike (p < 0,05) u odnosu na kontrolnu skupinu naznaCene su

zvjezdicama iznad odgovarajucih kutija.
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Slika 145. Utjecaj glifosata (GLY) na udio puta prijedenog u postoje¢im hodnicima. Na y-osi prikazan
je udio puta prijedenog u postoje¢im hodnicima, dok su na x-osi oznacene kontrolna grupa (CO) te
grupe tretirane s GLY razli¢itih masenih koncentracija u uzlaznom redoslijedu (C1-C5). Vrijednosti
koncentracija koje odgovaraju naznacenim tretmanima sadrzani su u poglavlju 3. Materijali i metode.
Statisticki znacajne razlike (p < 0,05) u odnosu na kontrolnu skupinu naznacene su zvjezdicama iznad

odgovarajucih kutija.
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Slika 146. Utjecaj imidakloprida (IMI) na udio puta prijedenog u postoje¢im hodnicima. Na y-osi
prikazan je udio puta prijedenog u postoje¢im hodnicima, dok su na x-osi oznacene kontrolna grupa
(CO) te grupe tretirane s IMI razli¢itih masenih koncentracija u uzlaznom redoslijedu (C1-C5).
Vrijednosti koncentracija koje odgovaraju naznacenim tretmanima sadrzani su u poglavlju 3. Materijali
i metode. Statisticki znacajne razlike (p < 0,05) u odnosu na kontrolnu skupinu naznaCene su

zvjezdicama iznad odgovarajucih kutija.
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Slika 147. Utjecaj tebukonazola (TEB) na udio puta prijedenog u postoje¢im hodnicima. Na y-osi
prikazan je udio puta prijedenog u postojecim hodnicima, dok su na x-osi oznacene kontrolna grupa
(CO) te grupe tretirane s TEB razli¢itih masenih koncentracija u uzlaznom redoslijedu (C1-C5).
Vrijednosti koncentracija koje odgovaraju naznaenim tretmanima sadrzani su u poglavlju 3. Materijali
i metode. Statisticki znacajne razlike (p < 0,05) u odnosu na kontrolnu skupinu naznacene su

zvjezdicama iznad odgovarajucih kutija.
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5. RASPRAVA

Parametri ponaSanja vodenbuha prepoznati su kao osjetljivi biomarkeri izloZenosti
subletalnim koncentracijama raznih toksi¢nih tvari (Bownik, 2017), a brojne prednosti
parametara ponaSanja u procjeni rizika 1 regulaciji razli¢itih kemikalija istaknute su u

prethodnim istrazivanjima (Ford i sur., 2021).

Ovo istraZzivanje pokazalo je povezanost izmedu aktivnosti D. magna 1 koncentracija
pesticida. Pojedinacne tvari pesticida inhibirale su aktivnost plivanja na nacin ovisan o dozi.
Medutim, kod nekih pesticida je opazena stimulacija plivacke aktivnosti pri njihovim nizim
koncentracijama. lako statisticki nije znacajno, u eksperimentalnim grupama izlozenim nizim
koncentracijama triazolnih fungicida DIF, FEN 1 TEB (C1 1 C2) zabiljeZen je blagi porast
srednje brzine kretanja (v,). Ovi rezultati mogu odrazavati pocetno ponasanje bijega ili
izbjegavanja vodenbuha, reakciju koja je u skladu s opéom prilagodbom organizama na stres
okolisa opisanu od strane Selye (1973) 1 teorijskim modelom ponasanja koji su predlozili Ren
1 sur. (2009). Nakon ove pocetne stimulativne faze (tzv. alarmantno stanje), organizmi su
vjerojatno prosli fazu aklimatizacije, $to je dovelo do smanjenja plivacke aktivnosti. S druge
strane, rezultati o plivackoj aktivnosti vodenbuha izlozenih vi§im koncentracijama pesticida
upucuju na to da povecani pesticidni stres skracuje trajanje pocCetnih faza stresnog odgovora,
koje najvjerojatnije nastupaju prije snimanja organizama (24 h). Stoga rezultati odrazavaju
toksi¢ni u¢inak visih koncentracija pesticida (,,iscrpljenost™) manifestiran inhibicijom ukupne
plivacke aktivnosti, $to je u skladu s rezultatima prethodnih istrazivanja (Jeong i sur., 2014;

Ren i sur., 2009; Zein 1 sur., 2015).

lako su sve ispitivane tvari inducirale hipoaktivnost organizama na nacin ovisan o dozi,
rezultati ukazuju na razlike u njihovoj potentnosti. S izrazito nizom EC50 vrijednosti
prosjecne brzine plivanja nakon 24 h izloZenosti u usporedbi s EC50 vrijednostima ostalih
pesticidnih formulacija, BDC je pokazao najveéu potentnost medu ispitivanim pesticidima
(13,35 pg L), nakon ¢&ega slijedi CHP (0,27 mg L"). Obje klase pesticida inhibiraju AChE,
kljuni enzim za funkciju ziv€anog sustava, §to dovodi do nakupljanja acetilkolina u
sinaptickoj pukotini i1 uzrokuje kontinuiranu stimulaciju Zivaca, paralizu te na kraju i smrt
organizma (Casida 1 Durkin, 2013). Ovaj ucinak primije¢en je kod neciljnih organizama,
ukljucujuéi D. magna (Barata i sur., 2004; Jeon i sur., 2013). Barata i sur. (2004) utvrdili su
50% inhibicije AChE pri koncentraciji 0,42 pg L' aktivne tvari (Eisto¢a 99%) CHP nakon 48

h, dok su Vera-Herrera i sur. (2022) utvrdili djelomi¢nu inhibiciju AChE 1 smanjenje
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pokretljivosti  (smanjenje srednje brzine, akceleracije, indeksa pokretljivosti) pri
koncentracijama oko 10 pg L™ &iste aktivne tvari CHP nakon 48 h. Navedene koncentracije
su nize ili priblizne najnizim koncentracijama CHP koriStenim u istrazivanju u okviru ove
disertacije. Opazene razlike u odnosu na literature podatke najvjerojatnije su posljedica
razli¢itog djelovanja Ciste aktivne tvari i1 koriStene komercijalne formulacije, kao Sto je to
opisano u Nagy i sur. (2019). Osim inhibicije AChE, Barata i sur. (2004) su takoder utvrdili
inhibiciju aktivnosti karboksilesteraze (CbE) ovisnu o koncentraciji, slijede¢i alosterni model
propadanja koji opisuje razdoblje bez odgovora pri niskim koncentracijama, nakon cega
slijedi ubrzani negativni odgovor s porastom koncentracije. Povezanost izmedu razina AChE 1
plivacke aktivnosti kod vodenih organizama poput vodenbuha dobro je utvrdena u izloZenosti
organofosfatima (npr. Duquesne i1 Kiister (2010) utvrdili su znacajno smanjenje aktivnosti
AChE, filtracijske aktivnosti 1 srednje brzine plivanja vodenbuha ve¢ pri koncentraciji 0,7 g
ug L organofosfrantog pesticida paraokson metila, dok je u Printes i Callaghan (2004) 48-h
EC50 za imobilizaciju 1,11 pg L' te 48-h IC50 za inhibiciju AChE 0,491 pg L' prilikom
izlaganja vodenbuha CHP-u) i karbamatima (npr. Printes i Callaghan (2004) zabiljezili su
48-h EC50 za imobilizaciju 0,0941 mg L' te 48-h IC50 za inhibiciju AChE 0,0538 mg L
prilikom izlaganja vodenbuha karbamatnom pesticidu propoksuru). AChE igra vaznu ulogu u
homeostazi ponasanja (Ren i sur.,, 2017). Inhibicija AChE pesticidima naruSava normalnu
neuromiSiénu funkciju, §to dovodi do smanjene brzine plivanja i promjene ponasanja. Ren i
sur. (2017) primijetili su indukciju AChE na pocetku izlozenosti, nakon ¢ega je uslijedila
inhibicija aktivnosti AChE, 1 otkrili su da smanjenje aktivnosti AChE za 50% moZe imati
mjerljive toksiéne udinke na ponasanje. Stovise, Jeon i sur. (2013) utvrdili su znaéajno
smanjenje energetskih rezervi u smislu smanjenja koli¢ine lipida i glikogena te povecanja
sadrzaja proteina ve¢ pri koncentraciji 0,113 ug L' karbamatnog pesticida karbarila (aktivna
tvar), Sto je rezultiralo smanjenjem ukupnog energetskog budzeta vodenbuha za 26%. Takvo
smanjenje ukupnog energetskog budzeta sugerira kako je poremecaj sustava alokacije energije
mogao biti uzrokovan neizravno putem inhibicije AChE i potro$nje energije za sintezu novih
enzima. Ovo iscrpljivanje energije koristeno za popravak oSte¢enja uzrokovanih zagadivalima
moglo bi znaciti nedovoljnu zalihu energije za normalnu plivacku aktivnost, Sto je

primije¢eno u ovom istrazivanju.

U istrazivanju u okviru ove disertacije opazeno je smanjenje aktivnosti vodenbuha (u vidu v,,,
Viae 1 MI) ovisno o dozi za sva tri testirana triazolska pesticida (TEB, DIF i FEN). Blaga

stimulacija aktivnosti primije¢ena je pri niskim koncentracijama pesticida. To upucuje na to
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kako se pri niskim koncentracijama pesticida energija koristi za izbjegavanje stresora, dok se
pri viS§im koncentracijama pesticida energija koristi za mehanizme popravka i katabolicke
reakcije, kao Sto je to opisano u literaturi (Cedergreen i sur., 2006; Sancho i sur., 2009).
Prethodna istraZivanja pokazala su kako kratkotrajna izloZenost subletalnim koncentracijama
TEB-a dovodi do smanjenja energetskih rezervi (povecan katabolizam) i inhibicije ponasanja
hranjenja kod vodenbuha. Sancho i1 sur. (2009) izmjerili su smanjenje ukupnog sadrzaja
proteina, smanjenje sadrzaja lipida, znacajno smanjenje sadrzaja glikogena i smanjenje
kalorijskog sadrzaja zbog iscrpljivanja energetskih rezervi, kod vodenbuha nakon 5 dana
izlozenosti subletalnim koncentracijama (0,41 - 1,14 mg L") TEB-a. Ovi uéinci bili su
povezani s povecanom potro$njom energije u uvjetima stresa i popravkom ostecenih stanica,
tkiva 1 organa. Inhibitori demetilaze najvjerojatnije djeluju kao inhibitori enzima citokrom
P450 ukljucenih u fazu I biotransformacije ksenobiotika kod kopnenih (Chalvet-Monfray 1
sur., 1996) i1 vodenih organizama (Cedergreen i sur., 2006), s napomenom o sinergijskim
interakcijama izmedu fungicida i odredenih insekticida. lako trenutno ne postoje podaci o
neurotoksi¢nosti triazola kod vodenbuha, citotoksi¢ni eksperimenti su pokazali da
3-amino-1,2,4-triazol mijenja strukturu mitohondrija, osobito u metabolicki aktivnijim
tkivima poput tjelesnih misi¢a (Schultz 1 Kennedy, 1976). Smanjenje plivacke aktivnosti
opazeno u ovom istraZzivanju stoga bi moglo biti rezultat nedovoljne sinteze ATP-a u
mitohondrijima. Triazoli su takoder poznati kao inhibitori AChE (Tarikogullar i sur., 2015),

¢ija je uloga u homeostazi ponasanja ve¢ opisana ranije u prethodnom odlomku.

GLY je primarno dizajniran za ciljane biljke (npr. korove), ali dokumentiran je njegov utjecaj
na neciljane vodene organizme poput vodenbuha kroz razliite subletalne ucinke. U
istrazivanju u okviru ove disertacije utvrdena je inhibicija brzine plivanja u ovisnosti o dozi
kod vodenbuha izloZenih pesticidu na bazi GLY-a, §to je u skladu s nalazima prethodnih
istrazivanja, koja su zakljucila kako GLY ima neurotoksi¢ne ucinke koji ometaju motoricke
funkcije. Primjerice, Cuhra 1 sur. (2013) su izvijestili kako je izlozenost glifosatnim
formulacijama dovela do smanjenja plivacke aktivnosti (u smislu imobilizacije organizama
kvantificirane u okviru standardiziranog ekotoksikoloskog testa), pri ¢emu je 48-h EC50
vrijednost imobilizacije za komercijalnu formulaciju Roundup iznosio je 22 mg L', dok je
EC50 za &istu aktivnu tvar GLY iznosio 31 mg L. U istrazivanju u okviru ove disertacije
utvrdene su statisticki znacajne ECS50 vrijednosti GLY za bihevioristicke elemente v,
MFL,,., NDC, MI, MFL,, i v, u rasponu 11,3 - 14,7 mg L™, §to su sli¢ne koncentracije

onima u literaturi (Cuhra i sur., 2013).
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U ovom istrazivanju, IMI je pokazao najnizu potentnost, $to je naznaceno s najvisSom EC50
vrijednosti v,, medu istrazivanim pesticidima. To sugerira kako su potrebne vece
koncentracije IMI-ja za postizanje sli¢nog uc¢inka na brzinu plivanja vodenbuha u usporedbi s
drugim pesticidima. Iako ova niza potentnost moze implicirati smanjen neposredan ucinak pri
nizim koncentracijama, vazno je razmotriti Sire implikacije prisutnosti IMI-ja u okolisu.
Osjetljivost vodenih organizama na imidakloprid pokazala je visoku varijabilnost, a prethodna
istrazivanja su pokazala visoku toleranciju D. magna na razne neonikotinoide, ukljuc¢ujuéi i
IMI (Morrissey 1 sur., 2015). Li 1 sur. (2021) su istaknuli kako D. magna pokazuje visoku
toleranciju na IMI zbog brze depuracije pesticida iz mekih tkiva, s poluzivotom od priblizno
1,2 h, $to rezultira niskom bioakumulacijom. Niza akutna potentnost zabiljeZena u istraZivanju

u okviru ove disertacije je u skladu s mehanizmom opisanim od strane Li i sur. (2020).

Toksi¢nost mjeSavina toksi¢nih tvari slicnog i razli¢itog nacina djelovanja na vrste vodenbuha
ocijenjena je za Sirok raspon toksi¢nih tvari, pri ¢emu su imobilizacija i reprodukcija najcesce
ocjenjivani krajnji parametri. Na primjer, Cedergreen i sur. (2006) su istrazili sinergijske
interakcije izmedu imidazolnog fungicida prokloraza i odredenih insekticida, herbicida 1
fungicida u 48-satnom testu imobilizacije. NaSe istrazivanje doprinosi ogranicenom znanju o
ucincima mjesavina na parametre ponasanja D. magna (Egan i sur., 2023; Zein i sur., 2015) i
dokazuje kako se krajnji parametri ponaSanja mogu koristiti kao polazna toc¢ka za dizajniranje
pokusa s mjeSavinama. Prosjecna brzina plivanja organizama daleko je najceS¢e ocjenjivan
krajnji parametar ponaSanja u ekotoksikoloskim studijama s vrstama vodenbuha (Bownik,
2017). Stoga je u istrazivanju u okviru ove disertacije taj parametar koriSten za procjenu

ucinaka binarnih mjeSavina na ponasanje D. magna koriste¢i izobolografsku metodu.

Aditivni ufinci primije¢eni su u vec€ini binarnih mjeSavina pesticida, a sinergijski ucinci
identificirani su samo u manjem broju mjesavina pesticida, posebno u kombinacijama
organofosfata (CHP i GLY), neonikotinoida (IMI) i mjeSavina s formulacijom na bazi
karbamata (BDC) (tj. CHP x BDC, CHP x IMI, GLY x BDC, GLY x IMI, BDC x IMI).
Sinergijske interakcije ukazuju na to da je kombinirani ucinak pesticida veéi od zbroja
njihovih pojedina¢nih uc¢inaka. To je posebno zabrinjavajuce jer sugerira poja¢anu toksi¢nost,
koja moze predstavljati znaCajne ekoloSke rizike. Prethodne studije dokumentirale su
sinergijske u¢inke u mjesavinama pesticida, isti¢u¢i slozenu prirodu kemijskih interakcija u
vodenim okoliSima., Tako je istrazivanje Cedergreen i sur. (2008) pokazalo kako mjesavine
razli¢itih klasa pesticida mogu rezultirati sinergijskom toksi¢nosti, s intenzivnijim utjecajem

na vodene beskraljeSnjake nego $to bi se ocekivalo temeljem njihovih pojedinacnih ucinaka.
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Sinergijski u¢inak CHP-a i BDC-a na aktivnost vodenbuha u vidu srednje brzine kretanja
moze se objasniti na dva temeljna nacina. Kao prvo, CHP nepovratno inhibira AChE, dok
BDC to ¢ini reverzibilno, §to dovodi do produzene i pojacane disrupcije zivcane funkcije kada
se kombiniraju (Fukuto, 1990). Kao drugo, osim AChE-a, ovi pesticidi takoder mogu
inhibirati druge klju¢ne enzime ukljucene u esencijalne metabolicke procese, poput opcih
esteraza (GEs) 1 butirilkolinesteraze (BChE) (Barata i sur., 2004; Darvesh i sur., 2008).
Inhibicija ovih enzima moze poremetiti normalne fizioloske funkcije, pojacavajuci njihove
toksi¢ne ucinke. Osim toga, energetski zahtjevi za suoCavanje sa stresom uzrokovanim
zagadivalima rastu (Gomes 1 sur., 2015), odvlace¢i energiju od esencijalnih aktivnosti poput

plivanja, Sto rezultira smanjenjem ucinkovitosti plivanja i ukupne aktivnosti.

Rezultat sinergijskog ucinka izmedu CHP-a i IMI-ja s obzirom na brzinu plivanja vodenbuha
dobiven u istraZivanju u okviru ove disertacije u suprotnosti je s pretezno antagonistickim
interakcijama opisanim u Loureiro i sur. (2010), temeljem istrazivanja kombiniranih uc¢inaka
IMI-ja 1 CHP-a na stope imobilizacije 1 hranjenja. Mogu¢i razlog odstupanja rezultata
izmjerenih u okviru ovog istrazivanja od literaturnih podataka je razlic¢ito djelovanje Cistih
aktivnih tvari (koriStene u Loureiro i sur. (2010)) i komercijalnih formulacija pesticida
(koristene u istrazivanju u okviru ove disertacije). Sinergizam zabiljeZzen u istrazivanju u
okviru ove disertacije implicira kako CHP 1 IMI djeluju na razlicite dijelove ziv€anog sustava.
CHP inhibira AChE, dok IMI djeluje kao agonist nAChR-a, §to rezultira stalnom
stimulacijom 1 blokadom sinapticke transmisije (Morrissey 1 sur., 2015). Kombinacija ovih
mehanizama vjerojatno dovodi do poveéane neurotoksi¢nosti koja je veéa od zbroja
pojedina¢nih uc¢inaka. Rezultat je pojacano narusavanje motorickih funkcija, ¢ime se znacajno
smanjuje brzina plivanja (Hussain i sur., 2020). Sli¢no tome, mjeSavina BDC-a 1 IMI-ja je
rezultirala sinergijskim smanjenjem prosjecne brzine plivanja vodenbuha zbog djelovanja na

razlicite dijelove ziv€anog sustava, kao $to je opisano za mjesavinu CHP-a i IMI-ja.

Sinergijski u¢inak mjesavine GLY-a i BDC-a zabiljeZen u istraZivanju u okviru ove disertacije
moze se objasniti razli¢itim mehanizmima djelovanja koji ciljaju razlicite fizioloske procese.
GLY je herbicid koji inhibira enzim EPSPS (5-enolpiruvilSikimat-3-fosfat sintaza) u biljnom
metabolizmu, dok BDC inhibira AChE u Ziv€anom sustavu. Prethodna istraZivanja izvijestila
su o neurotoksi¢nim u¢incima GLY koji ometaju motori¢ke funkcije vodenbuha (npr. Cuhra i
sur. (2013)), stoga je prisutnost ovog pesticida vjerojatno oslabio organizam i ucinio ga jo$

ucinka. U literature nisu pronadeni podaci o uc¢inku mjeSavina GLY 1 BDC na vodenbuhe niti
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druge organizme, stoga istrazivanje u okviru ove disertacije donosi vrijedne nove spoznaje u
ovom podrucju te poticu na daljnja istraZivanja koja bi mogla detaljnije objasniti mehanizme
interakcija izmedu razliCitih klasa pesticida i njihove kumulativne ucinke na vodene

ekosustave.

Iako u literature nisu pronadeni podaci o djelovanju mjesavina GLY-a i IMI-a na vodenbuhe
ili druge organizme, opazeni sinergisticki u¢inak mjeSavina ova dva pesticida najvjerojatnije
je nastupio uslijed kombiniranih u¢inaka oksidativnog stresa i neurotoksicnosti. IMI djeluje
kao agonist nAChR-a i time je uzrokom neurotoksi¢nosti, dok GLY moze smanjiti ukupnu
otpornost organizma na stres induciranjem oksidativnog stresa i na taj nacin povecati njegovu

osjetljivost na neurotoksicne ucinke IMI-ja (L1 i sur., 2020).

Aditivni ucinci izmjereni su u svim ostalim mjeSavinama pesticida. MjeSavine fungicida na
bazi triazola slijedile su koncentracijsku adiciju, to¢no kao Sto se ocekivalo prema teoriji
,jednakog nacina djelovanja” (Bliss, 1939; Syberg i sur., 2008). IstraZivanje u okviru ove
disertacije utvrdilo je aditivni u¢inak IMI-ja i fungicida na bazi triazola na vodenbuhe, $to je u
skladu s istrazivanjima Man 1 sur. (2023), koji su otkrili kako kombinacija imidakloprida 1
TEB-a (triazolni fungicid) op¢enito odgovara modelu neovisnog djelovanja (eng. independent
action, 1A), ukazujuéi na adiciju. Man i sur. (2023) primijetili su kako aditivni u¢inak moze
biti varijabilan, pokazuju¢i sinergizam pri niskim dozama i antagonizam pri visokim dozama
(iznad cetiri puta vece koncentracije od ECS50). Koncentracije IMI 1 TEB koriStene u
istrazivanju u okviru ove doktorske disertacije sli¢ne su onima koriStenim u Man 1 sur. (2023),
dok je razlika u obliku pesticida; Man 1 sur. koristili su Ciste aktivne tvari, dok su u ovom
istrazivanju koriStene komercijalne formulacije pesticida, Sto moze biti razlog odstupanja
rezultata ovog istrazivanja od literaturnih podataka. Zabiljezeni rezultat sugerira kako
dinamika interakcije moze ovisiti o razinama koncentracije. Rezultati ove doktorske
disertacije, koji su pokazali kako vecina binarnih mjeSavina pesticida slijedi adiciju u
smanjenju brzine plivanja vodenbuha, u skladu su s rezultatima prikazanim u Schell i sur.
(2018), gdje je ocijenjena prikladnost modela koncentracijske adicije (eng. concentration

addition, CA) za predvidanje uc¢inaka mjeSavina pesticida na D. magna.

U zadnjih nekoliko godina naglaSava se potreba koriStenja TK-TD modela za simulaciju
fizioloSkih procesa koji nastaju kao rezultat izloZzenosti pojedina¢nim toksi¢nim tvarima i
njihovim mjeSavinama (Bart 1 sur., 2021; Matyja, 2023). Na koji nacin promjene u ponasanju

odrazavaju poremecaje u raspodjeli energije i moguée preusmjeravanje energije u procese koji
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odrzavaju homeostazu i Stite organizam od Stetnih ucinaka toksi¢nih tvari prikazano je u
radovima Sancho i sur. (2009) i Cedergreen i sur. (2017), u kojima je utvrdeno kako se vecina
testiranih mjesavina pesticida uklapa u CA model, demonstrirajuci adicijske u¢inke. Rezultati
istrazivanja u okviru ove disertacije pruzaju dodatne uvide u skladu s prijasnjim rezultatima te

.....

zagadivala na individualnoj razini, populacijskoj razini i na razini ekosustava.

Rezultati jednozna¢no pokazuju kako EC50 za srednju brzinu plivanja moZe posluziti kao
temelj za dizajn pokusa utjecaja mjeSavina zagadivala na D. magna, ne samo kao inovativni
pristup za procjenu subletalnih uc¢inaka odabranih formulacija pesticida, ve¢ i kao pokazatel;
potencijalne primjenjivosti ove metodologije na $iri raspon pesticida. Ovaj je rezultat posebno
znacajan s obzirom na relativno ograni¢eno razumijevanje utjecaja mjesSavina pesticida, u
odnosu na razumijevanja pojedinacnih tvari, na ponaSanje vodenih organizama. Koristenje
EC50 kao temelja za eksperimentalni dizajn uskladeno je s potrebom za standardiziranim i
osjetljivim markerima u toksikoloSkim istrazivanjima, jer omoguc¢ava procjenu kombiniranih
ucinaka viSe pesticida na ponasanje vodenbuha (Melvin 1 Wilson, 2013). Nadalje, uklju¢ivanje
ponasanja plivanja kao subletalnog krajnjeg parametra u testiranje toksi¢nosti pruza vrijedne
uvide u ekoloske uc¢inke mjesavina pesticida na vodene organizme (Lovern i sur., 2007). Ovaj
pristup kljucan je za razumijevanje subletalnih u¢inaka mjeSavina pesticida, koji mogu imati
znacajne ekoloske implikacije, posebno u kontekstu okoliSnih stresora i sloZenih izlaganja

kemijskim tvarima u vodenim ekosustavima (Egan i sur., 2023).

Osjetljivost bihevioristickih elemenata na subletalne toksi¢ne ucinke ujedno naglasava i
njihov ekoloski znacaj. Koristenje EC50 za prosje¢nu brzinu plivanja kao metrike u studijama
toksicnosti mjeSavina predstavlja metodolosSku inovaciju, nude¢i detaljniji pogled na ucinke
zagadivala koji moze nadopuniti standarde temeljene na mortalitetu 1 parametrima
reprodukcije. Pokazujuéi aditivne 1 sinergijske u¢inke binarnih mjeSavina pesticida na brzinu
plivanja D. magna, ovo istrazivanje naglasava vaznost ukljucivanja bihevioristickih
elemenata, a posebno testiranja toksi¢nosti mjesSavina na bihevioristicke elemente, u okvire za

procjenu rizika, $to je u skladu s preporukama iznesenim u radu Ford i sur. (2021).

Rezultati analize osobina neuronske mreze, analizirani kroz 50 iteracija, ukazuju na visoku
stabilnost 1 pouzdanost ovog pristupa za klasifikaciju izloZzenosti vodenbuha razli¢itim
zagadivalima. Prosje¢na to¢nost modela (34,72%) odrazava izazovnu prirodu problema s

obzirom na kompleksnost podataka i viSeklasni karakter klasifikacije. Ipak, visoke vrijednosti
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uravnotezene tocnosti (92,80%), prosjecne preciznosti (86,22%), osjetljivosti (86,00%) i
specifi¢nosti (99,59%) pokazuju kako model uspjesno uocava razlike izmedu klasa i odrzava
ravnotezu izmedu prepoznavanja pozitivnih i negativnih uzoraka. Ovakav pristup pruza
znacajne prednosti u ekotoksikoloskim istrazivanjima, osobito kada je rije¢ o analizama
velikih 1 sloZenih skupova podataka. Primjena dubokog ucenja omogucava automatizaciju
analize i smanjenje subjektivnih pogreSaka, koje su €esto prisutne u tradicionalnim metodama
analize bihevioristoickih podataka. Nadalje, sposobnost mreze da uoci uzorke i povezanosti
unutar visokodimenzionalnih podataka otvara mogucénost detekcije suptilnth promjena u
ponasanju vodenbuha koje mogu biti povezane s izlaganjem niskim koncentracijama
zagadivala. Primjena ovakvog modela u ekotoksikoloskim istrazivanjima ima potencijal za
unapredenje procjena rizika, posebice kroz detekciju ranih znakova stresa organizama u
laboratorijskim ili terenskim uvjetima. Integracija algoritama poput obrade prirodnog jezika
(eng. natural language processing, NLP) sa standardnim bioanalitickim pristupima moze
dodatno doprinijeti boljoj interpretaciji bihevioristickih odgovora i njihovom povezivanju s
ekoloski relevantnim ucincima. Medutim, potrebno je uzeti u obzir i odredena ogranicenja
ovog pristupa, kao S§to su osjetljivost modela na izbor hiperparametara, te kvaliteta i
reprezentativnost ulaznih podataka, kao 1 potencijalne izazove u skaliranju ovog pristupa na
druge vrste organizama ili razliite scenarije izloZenosti. Unato¢ tim izazovima, rezultati
dobiveni u okviru ove disertacije ukazuju na veliki potencijal dubokog ucenja kao alata za
pouzdanu klasifikaciju sloZenih bihevioristickih podataka u ekotoksikoloSkim istrazivanjima,
s moguénosc¢u daljnjeg razvoja i prilagodbe za specifi¢ne potrebe razli¢itih aplikacija u zastiti
okolisa. Buduca istrazivanja trebala bi se orijentirati na evaluaciju ovakvog pristupa u Sirem
kontekstu, ukljucujuéi terenske uvjete i primjenu na druge organizme, kako bi se dodatno

procijenila njegova primjenjivost i generalizacija.

Rezultati provedenog istrazivanja otvaraju nove moguénosti za istrazivanje utjecaja
zagadivala na ponaSanje, sugeriraju¢i kako buduce studije trebaju istraziti Siri raspon krajnjih
parametara ponaSanja i sastava mje$avina. StoviSe, doprinosom razvoju sofisticiranijih
metodologija procjene rizika, rezultati ove disertacije imaju potencijal informiranja ekoloskih
politika i regulatornih okvira, u svrhu zalaganja za sveobuhvatnijom procjenom ucinaka

zagadivala na vodene ekosustave.

Ponasanje gujavica prepoznato je kao osjetljiv biomarker izlozenosti organizama subletalnim
koncentracijama zagadivala prisutnih u okoliSu (Capowiez i sur., 2003). U istrazivanjima

ponasSanja i ekoloskih karakteristika gujavica najcesce se koriste optiCke metode za biljezenje
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aktivnosti, kao Sto su snimanje digitalnim kamerama ili ru¢no pracenje njihovih putanja. Ova
istrazivanja Cesto se fokusiraju na razmnozavanje (Nuutinen i Butt, 1997), aktivnost na
povrsini tla (Valckx i sur., 2010), hranjenje (Griffith i sur., 2013) te disperziju organizama u
tlu (Caro 1 sur., 2012). Iako su ve¢ razvijeni neki automatski sustavi (Valckx 1 sur., 2010) koji
postupno zamjenjuju rucnu analizu snimaka ponasanja (Nuutinen 1 Butt, 1997), i dalje postoji
potreba za razvojem metoda koje omogucavaju automatsku i objektivnu kvantifikaciju
aktivnosti organizama ukopanih u tlu. Za ove svrhe sve se ¢eS¢e primjenjuju metode koje
koriste gama- 1 rendgensko zracenje (Capowiez 1 sur., 2011; Joschko 1 sur., 1993), dok je
medu novijim metodama procjena aktivnosti gujavica pomocu detekcije promjena u
generiranom elektricnom polju uzrokovanih kretanjem organizama unutar komore s tlom
(Rastetter i Gerhardt, 2018). Inovativni pristupi temeljeni na ra¢unalnom vidu te strojnom i
dubokom ucenju razvijeni 1 primijenjeni u istrazivanju provedenom u okviru ove disertacije
doprinosi daljnjem razvoju preciznijih, u¢inkovitijih i manje invazivnih metoda za pracenje i

analizu ponasanja gujavica u razli¢itim uvjetima.

Rezultati ovog istrazivanja ukazuju na znacajne promjene u ponasanju gujavica pod utjecajem
svih ispitivanih pesticida, pri ¢emu su utvrdene razlike izmedu tretiranih grupa i kontrolne
grupe, i izmedu vremenskih toCaka od 24 sata i 48 sati. Rezultati pokazuju da je kod veéine
ispitivanih pesticida srednja brzina kretanja gujavica pokazivala silazni trend s povecanjem
koncentracije zagadivala, Sto je u skladu s rezultatima Siregar 1 sur. (2024), gdje je slican
ucinak utvrden i za neke neonikotinoidne pesticide, ukljucujuéi IMI, pri koncentracijama 1-10
ppb u okviru filter papir testa. Statisticki znacajne razlike u odnosu na kontrolnu grupu u
istrazivanju u okviru ove disertacije bile su najceS¢e prisutne pri viSim koncentracijama
pesticida (C4 1 C5), dok su razlike izmedu 24 1 48 sata bile prisutne kod vecine koncentracija.
Ovi rezultati ukazuju na inhibitorni ucinak visih koncentracija zagadivala na motoricku
funkeciju, $to je uoceno i u drugim studijama (Capowiez i sur., 2003; Nuutinen i Butt, 1997), a
istovremeno ukazuju na progresivan utjecaj izlozenosti tijekom vremena (Tiwari 1 sur., 2016).
Korelacija izmedu povecanja koncentracije pesticida i smanjenja brzine kretanja moze biti
indikator mehanizama toksi¢nog djelovanja pesticida na Ziv€ani sustav gujavica, sugerirajuci
da pesticidi mogu ometati neurotransmisiju, §to dovodi do smanjene motoricke aktivnosti.
Ovakvi ucinci opisani su u ranijim istrazivanjima koja su pokazala kako pesticidi mogu
utjecati na aktivnost AChE i1 druge neuroloske putove (Griffith i sur., 2013; Valckx 1 sur.,
2010), Sto je rezultiralo neuromuskularnim poremecajima i1 u kona€nici promjenama u

ponasanju gujavica. Relativno vrijeme koje gujavice provode uz rub znacajno se mijenjalo
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pod utjecajem pesticida. U vecini slucajeva, vece koncentracije pesticida rezultirale su duljim
vremenom provedenim uz rub eksperimentalne posude (Petrijeve zdjelice), Sto sugerira
povecanu anksioznost ili poremecaj u normalnom obrascu kretanja. Ovaj bihevioristicki
element bio je posebno osjetljiv na pesticide GLY, IMI 1 BDC, pri ¢emu su zabiljeZene
znacajne razlike ve¢ pri nizim koncentracijama. Budu¢i kako udio vremena proveden uz rub
posude novi bihevioristicki element, dobivene rezultate nije moguce usporediti sa slicnim
podacima iz literature. Kretanje unatrag takoder je pokazalo promjene ovisne o koncentraciji
pesticida. Kod veéine tretmana zabiljezeno je poveanje ovog ponasanja pri viSim
koncentracijama, S$to moze ukazivati na pokuSaje izbjegavanja neugodnih podrazaja.
Primjerice, kod pesticida DIF, IMI i FEN razlike su bile posebno izrazene pri koncentracijama
C4 1 C5, sto upucuje na pokusaj izbjegavanja zagadenog medija. Indeks pokretljivosti (M),
koji predstavlja udio vremena provedenog u kretanju, takoder se znacajno razlikovao izmedu
tretiranih 1 kontrolnih grupa. Kod pesticida TEB, DIF i CHP uoceno je smanjenje MI pri
ve¢im koncentracijama, uz izraZzen pad nakon 48 sati, Sto ukazuje na kumulativni ucinak
izlozenosti. Ovakav rezultat je u skladu s rezultatima prethodnih istrazivanja, a moze
ukazivati na povecani energetski troSak organizama uslijed izlozenosti pesticidima, §to moze
dovesti do opceg smanjenja aktivnosti. Ove promjene mogu biti posljedica metabolickog
troska ili oSte¢enja Ziv€anog sustava uzrokovanog izlozenoS¢u pesticidima (Siregar 1 sur.,
2024). Broj podizanja prostomija, koji je koriSten kao indikator pokusaja bijega ili poremecaja
u ukupnoj aktivnosti, pokazao je znafajne promjene ovisno o vrsti i koncentraciji pesticida.
Najvece vrijednosti ovog bihevioristickog elementa zabiljeZene su pri srednjim i viSim
koncentracijama GLY, IMI i BDC nakon 24 sata, dok su nakon 48 sati neke grupe pokazale
smanjenje ovog ponasanja, Sto moze ukazivati na iscrpljenost organizma ili prilagodbu na
stres. Kako je rije¢ o novom bihevioristickom biomarkeru za koji nisu utvrdeni rezultati
prethodnih istrazivanja, dobivene rezultate nije bilo moguce usporediti s podacima iz

literature, no mogu posluziti kao temelj ili referenca za buduca istraZzivanja u ovom podrucju.

Rezultati modificiranog filter papir testa pokazuju kako se odgovor gujavica na pesticide
razlikuje ovisno o vrsti pesticida, koncentraciji i trajanju izlaganja. Znacajne razlike izmedu
24-satnog 1 48-satnog izlaganja ukazuju na to kako vremensko trajanje izlaganja ima klju¢nu
ulogu u odredivanju intenziteta promjena u ponasanju. U nekim slucajevima, gujavice su
pokazale znakove prilagodbe nakon 48 sati, dok je u drugim slucajevima zabiljezen daljnji
pad aktivnosti, S§to upucuje na iscrpljenost ili nemoguénost prilagodbe na stresor. Neki

pesticidi mogu izazvati akutne toksi¢ne ucinke koji se brzo manifestiraju unutar prvih 24 sata,
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dok drugi mozda ne pokazuju znacajne ucinke dok se ne akumuliraju dovoljne koncentracije
ili dok ne dode do njihove metabolicke aktivacije. Na primjer, istrazivanja koja su proucavala
ucinke neonikotinoidnih pesticida na gujavice pokazuju kako dugotrajnije izlaganje moze
rezultirati smanjenom lokomotorickom aktivno$¢u (srednja brzina) 1 povecanjem perioda
odmora (smanjenje indeksa pokretljivosti) (Siregar i sur., 2024). Osim toga, u istrazivanju u
okviru ove disertacije utvrdeno je kako se u nekim sluc¢ajevima gujavice prilagodavaju na
prisutnost pesticida nakon 48 sati, Sto moze ukazivati na aktivaciju mehanizama detoksikacije
ili prilagodbu na stresor (Agerstrand i sur., 2020). S druge strane, kod nekih pesticida
zabiljezen je daljnji pad aktivnosti, Sto moze ukazivati na iscrpljenost ili nemoguénost
adekvatne prilagodbe organizama na visoke koncentracije ili kontinuirano izlaganje stresoru.
Takvi nalazi mogu sugerirati potencijal za kroni¢nu toksi¢nost odredenih pesticida (Truhaut,

1977).

Rezultati pokusa u kojima su organizmi bili izlozeni u tlu pokazali su znacajna odstupanja u
ponasanju gujavica izlozenih visim koncentracijama pesticida u usporedbi s kontrolnom
skupinom, pri ¢emu su najizrazenije razlike izmjerene u prijedenoj udaljenosti, odnosno
ukupnom prijedenom putu. Primjerice, kod tretmana s BDC-om ukupno prijedeni put bio je
znac¢ajno manji pri koncentracijama C2, C4 i C5, dok je GLY rezultirao znacajnim
smanjenjem ukupno prijedenog puta pri svim koncentracijama. Tretman s IMI-om pokazao je
znacajno smanjenje prijedenog puta pri koncentracijama C2-C5, dok se kod najnize
koncentracije (C1) nije uocila statisticki znacajna razlika u odnosu na kontrolnu skupinu.
Ovakvi rezultati ukazuju na snazan ucinak istrazivanih pesticida na lokomotorne funkcije

gujavica, posebno pri visim koncentracijama.

Osim toga, analiza specificnih elemenata ponaSanja unutar postojecih tunelskih struktura
otkrila je promjene u bihevioristickim obrascima kod tretmana s CHP-om pri najviSoj
koncentraciji (CS), dok kod drugih tretmana i koncentracija nije uocena statisticki znacajna
razlika. Takvi obrasci ponasanja mogu se djelomi¢no objasniti poznatim mehanizmima
djelovanja pesticida. Inhibitori AChE, kao §to je npr. klorpirifos, ometaju neurotransmisiju,
Sto moze rezultirati promjenama u motorickim funkcijama i ponasanju organizma. Korelacija
izmedu inhibicije AChE 1 bihevioristickih odgovora gujavica ve¢ je utvrdena u ranijim
istrazivanjima (Yadav 1 sur., 2020), sto dodatno potvrduje kako bihevioristicki elementi mogu

posluziti kao pouzdani indikatori neurotoksi¢nosti u ekotoksikoloskim istrazivanjima.
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Rezultati iznijeti u ovoj disertaciji isticu vaznost prac¢enja bihevioristickih odgovora kao
indikatora ekotoksikoloSkog utjecaja. PonaSanje gujavica, kao modelnog organizma,
omogucava procjenu subletalnih ucinaka pesticida te pruza dodatne informacije koje
nadopunjuju tradicionalne biokemijske 1 fizioloSke pokazatelje toksicnosti. Pristupi koji
ukljucuju bihevioristicke analize mogu omoguciti ranije prepoznavanje stresnih ucinaka te
posluziti u svrhu procjene rizika i1 zaStite ekosustava. Koncentracije pesticida koriStene u
ovom istrazivanju vece su od onih koje se obi¢no nalaze u nezagadenim i slabo zagadenim
okoliS§ima, gdje su najc¢es¢e izmjerene vrijednosti u mikrogramima po litri (ug L") u vodenim
sustavima i mikrogramima po kilogramu (ug kg') u sedimentima, a sline koncentracije
prisutne su 1 u tlima. KoriStenje ovakvih koncentracija omogucilo je prikupljanje novih
spoznaja, posebice za laboratorijska istrazivanja, gdje se simuliraju uvjeti visokog onecis¢enja
kako bi se procijenili potencijalni u¢inci pesticida pod ekstremnim uvjetima. Ovo je kljucno
za razvoj strategija mitigacije 1 poboljSanja regulativa za zastitu okoliSa, daju¢i uvid u moguce
scenarije rizika koje bi teze bilo procijeniti samo na temelju podataka iz slabije zagadenih

okolisa (Ford i sur., 2021).
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6. ZAKLJUCAK

Rezultati dobiveni istrazivanjima u okviru ove disertacije prije svega istiCu vaznost pracenja
bihevioristickih odgovora kao osjetljivih biomarkera subletalnih uc¢inaka pesticida na vodene
beskraljezSnjake 1 gujavice, koji su kljuéni modelni organizmi u ekotoksikoloskim
istrazivanjima vodenih i kopnenih sustava. Dobiveni podaci doprinose razumijevanju utjecaja
pesticida i njihovih mjesavina na pojedine elemente ponasanja, Sto moze imati znacajne
implikacije za procjenu rizika izloZenosti zagadivalima. Najvazniji zakljucci proizasli iz ovog

istrazivanja su:

- Istrazivani pesticidi imaju znacajan utjecaj na bihevioristicke elemente vodenbuha, pri
¢emu nize koncentracije izazivaju blagu stimulaciju kao dio pocetne adaptivne
reakcije, dok vece koncentracije uzrokuju inhibiciju aktivnosti uslijed iscrpljenosti
organizma.

- EC50 vrijednosti, kao kljuéni parametri toksi¢nosti, ukazale su na razli¢itu potentnost
pesticida. Primjerice, BDC 1 CHP pokazali su najveci utjecaj na ponaSanje vodenbuha,
vjerojatno jer inhibiraju AChE, enzim koji je kljucan za neuromisi¢nu funkciju.

- Kod vodenbuha pesticidi CHP i BDC bili su najpotentniji na parametar srednja brzina
kretanja, dok je za ostale spojeve utvrdena manja potentnost.

- Za odredene nove bihevioristicke element vodenbuha (prosjec¢na frakcijska brzina i
prosjec¢na duljina frakcija kretanja) utvrdeni su jednozna¢ne promjene ovisne u dozi
zagadivala te statisticki znacajne EC50 vrijednosti nakon 24 i 48 sata izloZenosti.

- Novo uvedeni bihevioristicki elementi vodenbuha, poput indeksa promjene smjera
nakon odmora, prosjecne frakcijske brzine i1 prosjecne duljine frakcija kretanja, visoko
su korelirani s tradicionalnim elementima poput srednje brzine, indeksa pokretljivosti i

broja promjena smjera.

- Sinergijski ucinci mjesavina pojedinih pesticida kod vodenbuha, poput onih koji su
sadrzavali CHP ili BDC, dodatno naglaSavaju slozenost kemijskih interakcija u
vodenim ekosustavima. Ti ucinci ukazuju na povecanu toksi¢nost mjeSavina u odnosu
na njihove pojedina¢ne ucinke, Sto predstavlja poseban ekoloski rizik.

- IzloZenost gujavica pesticidima uzrokovala je znacajne promjene u lokomotornim
funkcijama, pri ¢emu su najveci ucinci uoceni kod visih koncentracija pesticida. Na
primjer, GLY je pri svim testiranim koncentracijama znacajno smanjio ukupno

prijedeni put, dok je kod vecine testiranih pesticida utvrdena ovisnost uc¢inka o dozi,
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dok je izlozenost gujavica CHP-u uzrokovala znacajne promjene u ukupnoj prijedenoj
udaljenosti 1 udjelu puta prijedenog u postojec¢im hodnicima.

Primjena neuronskih mreza u analizi podataka o ponaSanju organizama pokazala je
visoku tocnost 1 pouzdanost u klasifikaciji izloZenosti pesticidima, uz prosjecnu
uravnotezenu toc¢nost modela od 92,80%. Upotreba visokosofisticiranih neuronskih
mreza i dubokog ucenja omogucava detekciju suptilnith promjena u ponasanju,
pruzajuéi nove alate za procjenu toksi¢nosti u laboratorijskim 1 terenskim
istrazivanjima.

Dokazano je da koncentracija i trajanje izloZenosti vodenbuha i1 gujavica zagadivalima

znacajno utjecu na bihevioristicke elemente.
Razli¢iti bihevioristicki elementi razlikuju se u osjetljivosti na pesticide.

Istrazivanje pruza znacajan znanstveni doprinos u ekotoksikologiji kroz kvantifikaciju

standardnih i1 uvodenje novih bihevioristi¢kih elemenata kao osjetljivih biomarkera.

Dobiveni rezultati naglaSavaju vaznost elemenata ponasanja kao biomarkera u procjeni
rizika zagadivala, jer pruzaju dodatne informacije kao korisnu nadopunu biokemijskih
1 fizioloSkih pokazatelja.

predvidanje kratkorocnih 1 dugoro¢nih ucinaka zagadivala na razini jedinki 1
ekosustava.

Istrazivanje otvara mogucnosti za razvoj sofisticiranijih metoda procjene rizika koje

ukljucuju bihevioristicke elemente kao klju¢ne indikatore toksicnosti.

Preporucuje se ukljucivanje novih bihevioristi€¢kih elemenata u buduce istrazivacke

protokole.

Potrebno je prosiriti istrazivanja na S$iri spektar pesticida i1 krajnjih parametara

ponasanja, ukljucujuci procjene dugorocnih ucinaka.
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PRILOG 1 - I1zobologrami interakcija binarnih mjesavina
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