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1. UvOD

Slatkovodni ekosustavi, iako zauzimaju tek 0,8% povrSine Zemlje, jedni su od
najbogatijih ekosustava, odnosno imaju najveéi broj vrsta po jedinici povrsine (Dudgeon i sur.
2006). Predstavljaju dom mnogim organizmima, medutim smatra se da su jedni od
najugrozenijih na Zemlji (Strayer i Dudgeon 2010). Tome uvelike doprinosi antropogeni utjecaj.
Brojni antropogeni pritisci na slatkovodne ekosustave su zagadenje, pretjeran izlov slatkovodnih
organizama, otpadne vode i unos stranih, invazivnih vrsta najvise doprinose degradaciji
slatkovodnih ekosustava diljem svijeta (Dudgeon i sur. 2006; Strayer 2006). Osobito je zna¢ajan
utjecaj organskih zagadivala u vodenim ekosustavima gdje Cesto nalazimo prisutnost
industrijskih kemikalija i kemikalija koje se koriste u poljoprivredi, kao $to su primjerice
pesticidi. Oni mogu utjecati i na neciljane organizme $§to dovodi do dramati¢nih ekoloskih

promjena u vodenom okolisu (Velisek i sur. 2012a, 2013; Stara i sur. 2012, 2013, 2014).

Uz zagadenje, invazivne strane vrste su jedna od dominantnih sastavnica antropogenog
poremecaja okolisa s velikim gospodarskim i ekoloskim utjecajima. Invazivna vrsta je strana
vrsta Cije naseljavanje 1/ili Sirenje ugrozava biolosku raznolikost, zdravlje ljudi ili uzrokuje
ckonomsku S$tetu (Zakon o zastiti prirode, NN 80/13). Smatra se da su zagadeni ekosustavi
skloniji invazijama, a prema Medunarodnoj uniji za o¢uvanje prirode (engl. International Union
for Conservation of Nature, IUCN) invazivne strane vrste su jedan od vodec¢ih ¢imbenika gubitka
bioloske raznolikosti (Lodge i sur. 2000, IUCN, 2016).

Deseteronozni rakovi imaju klju¢nu ulogu u odrzavanju strukture zajednica slatkovodnih
ekosustava: medu najveé¢im su breskraljeznjacima, dugo zive, agresivni su, te bioturbacijom i
ukopavanjem u sediment i dno za izradu sklonista (Johnson i sur. 2011) utjecu na dinamiku
trasnporta sedimenta i stablinost obala (Faller i sur. 2016). Nadalje, s obzirom da su generalisti,
rakovi imaju klju¢nu ulogu u vodenom stanistu, prenoseéi energiju unutar hranidbene mreze i
izmedu vodenih 1 kopnenih hranidbenih lanaca kao potrosaci velikog broja razli¢itih izvora hrane
i kao plijen za brojne kraljeznjake, od riba do sisavaca (Crehuet i sur. 2007). U samom
ekosustavu invazivne strane vrste slatkovodnih rakova su u kompeticiji za prostor i hranu sa
zavicajnim vrstama rakova te tako ih istiskuju. Obi¢no su agresivnije od nativnih vrsta

(Soderbéack 1991; Usio i sur. 2001) brze rastu, imaju veéi fekunditet i ranije spolno sazrijevaju



(Huber i Schubart 2005), te mogu biti vektori bolesti koje su letalne za zavic¢ajne rakove, poput
uzro¢nika racje kuge Aphanomyces astaci (Schikora, 1906) (Filipova i sur. 2013)



2. MRAMORNI RAK - Procambarus virginalis (Lyko, 2017)

Mramorni rak pripada porodici Cambaridae koja ukljucuje 12 rodova i karakteristi¢na je
skupina za Sjevernu Ameriku (Taylor 2002). Rod Procambarus sa svojih 163 vrsta naseljava
podrucje centralnog i isto¢nog SAD-a, Kubu i Meksiko (Hobbs, 1988). Ovom rodu pripada i
relativno nedavno otkrivena invazivna strana vrsta u Europi, mramorni rak Procambarus
virginalis (Lyko, 2017). Dobio je ime ,,mramorni rak” prema uzorku na tijelu (Slika 1) koji
podsjeca na mramor (Martin i sur. 2010). Obi¢no zivi u plitkim vodama koje imaju smanjeno

strujanje vode, te na mekanom supstratu kao $to je mulj (Chucholl i Pfeiffer 2010).

Slika 1. Mramorni rak (izvor: https://aquaticarts.com/collections/freshwater-crayfish/products/self-cloning-

marmorkreb-crayfish-juveniles)

Najprije se mramorni rak smatrao partenogenetskim oblikom vrste Procambarus fallax.
Medutim u istraZivanju provedenom 2010. godine predloZen je status vrste za mramornog raka
ukoliko zadovoljava kriterije koncepta vrste za organizme koje se nespolno razmnozavaju
(Martin 1 sur. 2010), $to je potvrdeno istraZivanjem Vogt i sur (2015), te je mramorni rak

odvojen kao zasebna vrsta, Procambarus virginalis (Lyko, 2017).


https://aquaticarts.com/collections/freshwater-crayfish/products/self-cloning-marmorkreb-crayfish-juveniles
https://aquaticarts.com/collections/freshwater-crayfish/products/self-cloning-marmorkreb-crayfish-juveniles

Mramorni rak se razmnozava isklju¢ivo partenogenetski, te do sada nije pronaden muzjak
mramornog raka (Seitz i sur. 2004; Jones i sur. 2009). Takoder pokusaj dobivanja muzjaka
tretiranjem jaja muskim hormonima je bio neuspjesan (Vogt 2007). Razmnozava se
apomiktickom partenogenezom (Martin i sur. 2007; Vogt i sur. 2008), Sto je oblik
partenogenetskog razmnozavanja gdje oocite ne prolaze kroz mejozu (Martin i sur. 2015). Ono
Sto ovakav nacin razmozavanja omogucuje je uspostavljanje populacije pomoéu samo jedne
jedinke (Jones i sur. 2009). Zbog ove karakteristike, uz visok fekunditet, mramorni rak smatra se

kao vrlo uspjesna invazivna vrsta (Jones 1 sur. 2009).

U istrazivanju iz 2015. godine, Martin i sur. otkrili su da je mramorni rak triploidan
organizam, odnosno da ima tri seta kromosoma, a ne dva. Postojale su polemike da bi uzrok
triploidnosti mogao biti krizanje izmedu vrste P. fallax i druge srodne vrste, medutim potrebno je

1zvrsiti daljna istrazivanja kako bi se ova hipoteza potvrdila ili odbacila (Martin i sur. 2015).

Mramorni rak je prvi put u Europi zabiljezen krajem proslog stolje¢a u Njemackoj, gdje
se uzgajao kao akvaristiCka vrsta (Werner 1998). S obzirom da su sve danaSnje prirodne
populacije mramornog raka klonovi onih iz akvaristike, vjeruje se da je u prirodna stanista
pusten namjerno ili sluajno od strane akvarista (Faulkes i sur. 2012). Do danas, populacije
mramornog raka u prirodi zabiljezene su diljem Europe, primjerice u Ceskoj, Hrvatskoj,
Madagaskaru, Madarskoj i Ukrajini (Lyko 2017), Rumunjskoj (Parvulescu i sur. 2017), Japanu
(Faulkes i sur. 2012), Estoniji (Ercoli i sur. 2019).

Mramorni rak je dobar modelni organizam (Buric i sur. 2013) zbog partenogentskog
nacina razmnozavanja, dugo zivi, omnivor je, ima visoku stopu fekunditeta i krace generacijsko
vrijeme u usporedbi sa ostalim deseteronoznim rakovima (Vogt i1 sur. 2008). Ono §to ga ¢ini
pogodnim modelnim organizmom za ekotoksikoloska istrazivanja, odnosno za istraZivanje
utjecaja organskih zagadivala na slatkovodne beskraljeznjake je nakupljanje zagadivala u tijelu
(Funkhouser, 2014), sto omogucuje pracenje utjecaja zagadivala na svim razinama bioloske
organizacije: od molekularne, stani¢ne razine do razine organskih sustava i cijele jedinke.
Koriste¢i razliite koncentracije organskih zagadivala mozemo pratiti dugotrajne posljedice
zagadenja na rakove i ostale organizme prisutne u slatkovodnim ekosustavima, te ujedno pratiti

njihov utjecaj na invazivni uspjeh u slucaju invazivnih stranih vrsta.



3. ORGANSKA ZAGADIVALA

Zagadivala dospijevaju u slatke vode razli¢itim prirodnim putevima, kao §to su vulkanske
erupcije i raspadanje organizama (Schwarzenbach i sur. 2010), medutim u dana$nje vrijeme
okoli$ je pojacano optereCen organskim zagadivalima koji nastaju kao posljedica ¢ovjekovih

aktivnosti (Focazio i sur. 2008).

Zbog pojacane covjekove upotrebe pesticida i industrijskih kemikalija, organska
zagadivala lako dospijevaju u slatkovodne ekosustave. Kada dospiju u okoli§, neka organska
zagadivala lako se razgraduju prirodnim asimilacijskim procesima. Medutim vec¢i rizik
predstavljalju otporna organska zagadivala, kao $§to su pesticidi. Pesticidi su definirani kao
toksi¢ne kemikalije koje su namjerno uvedene u okoli§ s ciljem prevencije, uniStavanja i
smanjenja nepozeljnih Steto¢ina. S obzirom da su insekticidi 1 herbicidi najviSe koristeni,
smatraju se najvaznijim skupinama pesticida (Hossain i Islam 2012). Pesticidi su iznimno
rezistentni na razgradnju, stoga se mogu lako prosiriti na velikoj geografskoj povrSini i
akumulirati u tlo i sediment (Pal i sur. 2010). Mogu se zadrzati u okoliSu mjesecima ili ¢ak
godinama (Navratil i Minark 2005), stoga ih neciljani organizmi konzumiraju, te mogu izazvati
akutne poremecaje kod neciljanih organizama (Barnes i Kolpin 2008). Zbog toga je od velike
vaznosti pratiti njihov utjecaj na rast i razvoj, mortalitet, ponasanje, histopatologiju te oksidativni

stres necijalnih organizama kao §to je primjerice mramorni rak.

U ovom radu razraden je utjecaj tri organska zagadivala: dva herbicida prometrin i
metazaklor i njegov metabolit metazaklor OA, te jedan insekticid cipermetrin. Odabrala sam ove
spojeve zbog velike komercijalne upotrebe. lako su odabrani spojevi insekticid i herbicidi,
odnosno njihove ciljne skupine nisu rakovi, oni izazivaju razne promjene u stanistu u kojem
rakovi Zive te mogu utjecati i na rakove kao neciljane organizme. U razli¢itim radovima nakon
izlaganja pojedinim spojevima praceni SU razli¢iti parametri, $to me navelo na sintezu ovih
radova kako bi se proucio ¢itav spektar uc¢inaka koje ovi spojevi izazivaju kod mramornog raka,

od molekularne razine jedne jedinke, pa sve do utjecaja na cijelu populaciju mramornih rakova.



3.1. Utjecaj prometrina

Prometrin [6-metilsulfanil-2-N,4-N-di(propan-2-il)-1,3,5-triazin-2,4-diamin] je organsko
zagadivalo koje je prvi put registrirano kao herbicid u SAD-u 1964. godine (LeBaron i sur.
2008). Djeluje tako da inhibira fotosintezu, tocnije lanac elektrona u odredenim biljkama
(Erickson i Turner 2002). Vrijeme poluraspada u tlu je 60 dana, ali viSekratno godisnje
nano$enje moze produljuti aktivnost na 12 do 18 mjeseci. Medutim, zbog slabe apsorpcije u tlu,
lako dospije do podzemnih voda gdje je vrijeme poluraspada do 500 dana (Jiang i sur. 2011).
Prometrin se Cesto koristi u Kini, Kanadi, Australiji te u SAD-u. Iako je njegovo koriStenje
zabranjeno u Europi (Zhou i sur. 2012), i dalje se moze naci u podzemnim vodama zbog ilegalne
upotrebe u poljoprivredi. U Gr¢koj su u povrsinskim vodama detektirane koncentracije od 0.190
do 4.40 pg.I"t (Vryzas i sur. 2011), dok je u podzemnim vodama detektirana koncentracija od 1
ug.l* (Papadopoulou-Mourkidou i sur. 2004).

UnatoC tome §t0 je prometrin herbicid, moze Stetno djelovati 1 na ostale organizme
prisutne u vodenim ekosustavima. Stoga su Velisek i suradnici u 2014. godini ispitivali u¢inak
letalnih i subletalnih doza prometrina na rane faze razvoja mramornog raka koriste¢i 53 dnevni
test toksicnosti. U istrazivanju je proucavan ucinak 4 koncentracija prometrina: okoliSna
koncentracija u rijekama u Ceskoj, te jo§ 3 vise koncentracije (140 pg.l™?, 1 440 pg.I* i 4 320
ug.I™h), a postojala je i kontrolna skupina koja nije bila izlozena prometrinu. Tokom trajanja
eksperimenta i nakon zavrSetka pracene su promjene u rastu i histologiji kako bi se utvrdio

utjecaj prometrina na mramornom raku.

Usporedivsi sa kontrolnom skupinom, pri izlaganju jedinki okoli$noj koncentraciji
prometrina, nije uofen negativan uc¢inak na masu te stopu rasta, dok je kod svih visih
koncentracija vidljiv negativan utjecaj na ove parametre. Ono S§to redukcija rasta moze
uzrokovati je odgodeno sazrijevanje i reprodukciju, te moze biti reducirana moguénost opskrbe

hranom i kompeticija za prikladna stanista (Woltering 1984).

Pokazano je da kontrolne jedinke i jedinke izlagane okoliSnoj koncentraciji imaju
normalnu morfologiju hepatopankreasa, dok su kod jedinke koje su bile izlagane viSim
koncentracijama uocene dilatacije cjevcica tkiva (Slika 2), te generalno unistavanje tkiva koje je

progresivno vise izrazeno pri visim koncentracijama. Hepatopankreas je u rakova najbitniji organ

6



za detoksifikaciju zagadivala, takoder stvara i izluCuje sve enzime potrebne u probavi. Promjene

u hepatopankreasu uzrokovane su akumulacijom prometrina u stanicama samog organa.

Slika 2. Tkivo hepatopankreasa mramornog raka. A — kontrolna skupina; B — skupina izlozena 1 440 pg.I*

prometrina. Zvjezdice (*) ukazuju na dilatacije cjevCica. Slika je preuzeta i prilagodena prema Velisek i sur., 2014.

Promjene u tkivu Skrga ocituju se u dilataciji filamenata. Ove promjene mogle su se
uociti u svim izlaganim grupama neovisno o koncentraciji, s time da su ¢e$ce bile prisutne kod

jedinki koje su bile izloZene vis$im koncentracijama.

Prema dobivenim rezultatima smatram da prometrin moze predstavljati veliku opasnost
mramornim rakovima u prirodi. Promjene u histopatologiji $krga vidljive su i kod jedinki koje su
izlagane okoli$noj koncentraciji u rijekama u Ceskoj (0.51pg.1™?), $to je 9 puta manje od
maksimalne izmjerene koncentracije u povrSinskim vodama u Grékoj (Vryzas i sur. 2011). Ovo
nam sugerira da prometrin vjerojatno izaziva ovakve promjene kod svake jedinke mramornog
raka u prirodi. Skrge su prvi organ koji preko vode dolazi u doticaj sa prometrinom i njemu
sli¢nim spojevima. OStecenja tkiva mogla bi utjecati na difuziju plinova, stoga mogu utjecati na
prezivljavanje jedinke u prirodi. Zbog toga $to su histopatoloSke promjene vidljive 1 pri okolisnoj
koncentraciji mogle bi sluziti kao biomarker za monitoring pesticida u ranim fazama razvoja

rakova.

S druge strane, dio promjena (smrtnost, stopa rasta, smanjenje mase te histopatologija
hepatopankreasa) je bio uofen tek na jako visokim koncentracijama. Zbog nekontrolirane
upotrebe prometrina (Velisek i sur. 2014) moguce je kako ¢e u nekim slucajevima okolisne

koncentracije ovog spoja biti znatno vece od onih pretpostavljenih u ovom istrazivanju, te je time



moguce 1 povecanje negativnih utjecaja prometrina na gore navedene karakteristike mramornog
raka u prirodi. Moguci razlog za smanjenje stope rasta i smanjenje mase su zabiljezene promjene
hepatopankreasa pri viSim koncentracijama. S obzirom da je hepatopankreas glavni energetski
organ, oSteCenja potencijalno mogu imati negativne posljedice za distribuciju energije u
organizmu S$to posljedi¢no moze dovesti do negativnog ucinka na rast i razvoj mramornog raka.
Takoder ukoliko se smanji stopa rasta i jedinke imaju smanjenu masu, ve¢ina energije bi se
preusmjerila na prezivljavanje jedinke, stoga bi potencijalno doslo do smanjenja fekunditeta te u
konacnici do smanjenja populacije. Nadalje zbog oStecenja tkiva hepatopankreasa potencijalno
moZe do¢i do smanjene efikasnosti u detoksifikaciji zagadivala, zbog cega bi organska

zagadivala u ve¢oj mjeri utjecala na jedinku, pa moguca su i akutna oStecenja.



3.2. Utjecaj cipermetrina

Piretroidi su aktivni spojevi mnogih komercijalno dostupnih insekticida. Cesto se koriste
u poljoprivredi, kuéanstvu kao i u veterinarskoj medicini (Palmquist i sur. 2012). Piretroidi su
sintetski oblik piretrina, s time da su piretroidi fotostabilniji i imaju smanjenu akutnu toksi¢nost
za ljude, ali je insekticidna aktivnost dobro zadrzana (Sparks 2013). Ubijaju kukce kada oni dodu
u dodir s njima preko kutikule ili u slu¢aju konzumiranja tretiranih biljaka (Soderlund i sur.
2002). Postoje dvije skupine piretroida 1 obje djeluju na Ziv€ani sustav. Prva skupina djeluje tako
da produljuje otvaranje natrijevih kanala u neuronima, to¢nije u membranama aksona. Druga
skupina utjeCe na GABA receptore tako da blokira transport kloridnih iona u neuronima. U
navedenoj drugoj skupini pripada jedan od najkoriStenijih piretroida cipermetrin, [cijano-(3-
fenoksifenil)metil]3-(2,2-dikloroetenil)-2,2-dimetilciklopropan-1-karboksilat. ~ Cipermetrin  se

koristi u veterinarskoj medicini kao zastita ku¢nih ljubimaca od ektoparazita.

Posebno je vazno istrazivanje utjecaja piretroida u okoliSu, te njihovog ucinka na
neciljane organizme, kao $to su rakovi. Stoga su Lidova i sur. 2016. godine proveli istrazivanje u
kojem su se usredotocili na ucinke subletalnih koncentracija insekticida Cyperkill 25 EC (¢iji je
osnovni sastojak cipermetrin) na oksidativni stres 1 antioksidativnu zastitu juvenilnih jedinki
mramornog raka. Uz kontrolnu skupinu postojale su dvije koncentracije insekticida (0.02 pg.1? i
0.05 pg.I'l). Nakon izlaganja uzorci su koristeni za analizu SOD (superoksid dismutaza), GR
(glutation reduktaza), GSH (reducirani glutation) i TBARS (reaktivne tvari tiobarbiturne

kiseline).

Do oksidativnog stresa dolazi u slucajevima kada je produkcija ROS, reaktivnih oblika
kisika ve¢a od sposobnosti obrambenih antioksidativnih mehanizama (Lushchak 2011), dok u
normalnim uvjetima u stanicama je produkcija i degradacija ROS u ravnotezi. Jedan od najéesce
koristenih biomarkera za oksidativni stres je mjerenje lipidne peroksidacije, odnosno oksidacije
lipida Sto rezultira produkcijom toksi¢nih aldehida i hidroperoksida (van der Oost i sur. 2003). U
ovom slucaju oksidativni stres bio je mjeren metodom tiobarbiturne kiseline (TBARS metoda)
koja procijenjuje razine malondialdehida (MDA), produkta lipidne peroksidacije. IstraZivanje je

pokazalo da u tretiranim skupinama pri obe koriStene koncentracije cipermetrina dolazi do



smanjenih vrijednosti produkata lipidne peroksidacije Sto sugerira da se antioksidativni

mehanizmi nisu iscrpili nakon izlaganja od 72 sata.

Enzimska antioksidativna za$tita prvenstveno je potrebna na mjestu na kojem nastaje
najvise slobodnih radikala. Ponajprije u mitohondrijima, ali i u citosolu i u ekstracelularnom
prostoru. Jedan od tih enzima je i superoksid dismutaza (SOD). To je enzim koji transformira
superoksidne anione u molekule kisika i vodikovog peroksida i jedan je od najvaznijih primarnih
enzimskih antioksidansa koji §titi stanicu (van der Oost i sur. 2003). Nadalje, glutation reduktaza
(GR) je enzim koji konvertira oksidirani glutation u reduciranom obliku — GSH (van der Oost i
sur. 2003). Reducirani glutation (GSH) je jedan od najbitnijih neenzimatskih antioksidansa koji
sudjeluje u obrani stanica od Stete oksidativnog stresa (Valavanidis 1 sur. 2006). U istrazivanju je
doslo do povecane aktivnosti SOD u skupini izlozenoj vi$oj koncentraciji cipermetrina. Ovo je
vjerojatno uzrokovalo smanjene vrijednosti produkata lipidne peroksidacije. U usporedbi sa
kontrolnom skupinom doSlo je do smanjenih razina GSH, a kod izloZenih 1 kontrolnih skupina

doslo je do smanjenje aktivnosti GR vjerojatno zbog smanjene koncentracije glutationa.

Mramorni rak se pokazao kao iznimno osjetljiv te prikladan organizam za istarZivanje
toksikoloskih utjecaja piretroida. lzlaganje mramornog raka insekticidom Cyperkill 25 EC
pokazalo je da piretroidi utjecu na oksidativni stres te antioksidativne mehanizme u rakovima.
Tretirane jedinke imale su nize vrijednosti produkata lipidne peroksidacije kao posljedica
povecane aktivnosti SOD, stoga pri koristenim koncentracijama antioksidativni mehanizmi raka
su i dalje efektivni odnosno aktivno odstranjuju slobodne radikale unato¢ smanjenih razina GR i
GSH. U prirodi bi moglo do¢i do drugadijeg ishoda zbog potencijalnog antagonistickog ili
sinergisti¢kog djelovanja drugih zagadivala prisutnih u okolisu (Escher i sur. 2020), te zbog toga
Sto su moguce i dugoroéne i kratkoroéne promjene u koncentracijama cipermetrina prisutnog u
okolisu (Benbrook 2016). Pri dugoro¢nom izlaganju jedinki ovim spojevima u prirodi moguce je
povecanje oksidativnog stresa, te kao posljedica vece koncetracije ROS doslo bi do ostecenja
DNA i promjene metabolizma proteina, S$to bi rezultiralo mutacijama 1 promjenom aktivnosti

enzima.

10



3.3. Utjecaj metazaklora i metabolita metazaklor OA

Metazaklor [2-kloro-N-(2,6-dimetilfenil)-N-(pirazol-1-ilmetil)acetamid] je Cesto koristeni
herbicid. Djeluje na nain da inhibira stvaranje dugolanc¢anih masnih kiselina koje su nuzne u
procesu diobe stanice (Boger 2003). Vrijeme poluraspada u tlu je od 5 do 30 dana, pri ¢emu
nastaju oksanili¢na kiselina (OA), etansulfonska kiselina (ESA) i drugi derivati (Lewis 2016). S
obzirom da se transformacijski produkti slabo adsorbiraju, dolazi do mobilnosti, pa smatra se da
su metaboliti metazaklora jedni od ¢es¢ih zagadivaca slatkih voda (Lewis 2016). U povrSinskim
vodama u Njemackoj dektirane su koncentracije metazaklora u rasponu od 0.1 pg.I* do 100pg.1*
(Weber i sur. 2018). Sto se ti¢e metabolita, detektirane su koncentracije od 1.8 pg.l? za
metazaklor OA (Weber i sur. 2018). Metazaklor i njegovi metaboliti predstavljaju veliki rizik za

vodene ekosustave. Kod sisavaca, osim akutne toksi¢nosti potvrden je i kancerogeni utjecaj.

lako rakovi nisu ciljani organizmi na kojima metazaklor i njegovi metaboliti djeluju,
visoke koncentracije u vodenim ekosustavima mogu Stetno utjecati. Stoga su Velisek i Kauba u
2020. god. proveli istrazivanje u kojem ispituju ucinke okoliSnih koncentracija metazaklora 1i
metabolita metazaklor OA na mortalitet, rast, ponasanje i histopatologiju mramornog raka. Uz
kontrolnu skupinu postojale su po dvije koncentracije za metazaklor (3.2 pg.l? i 22 pg.I? -

okolisna koncentracija) i metazaklor OA (3.2 pg.I™ - okoligna koncentracija i 22 pg.I%).

U usporedbi sa kontrolnom skupinom, mortalitet izloZenih jedinki svim koncentracijama
bio je znacajno poviSen, stopa rasta je bila smanjena i doSlo je do promjena u aktivnosti
mramornog raka, Sto ukazuje na vrlo jak ucinak ovog pesticida koji moze biti letalan za neciljane
slatkovodne organizme. Smanjena stopa rasta izlozenih jedinki ukazuje na moguce
preusmjeravanje energije na detoksifikaciju, te povecano ulaganje energije u antioksidativnu
zaStitu, umjesto na rast i razvoj. Nadalje, istrazivanje je pokazalo zna¢ajne promjene u ukupnoj
udaljenosti koju jedinke prijedu unutar xx vremena te brzini kretanja. U usporedbi sa kontrolnom
skupinom, tretirane jedinke su se kretale manje i sporije. Rakovi jako ovise o obradi Sirokog
spektra vizualnih i kemijskih signala s odgovaraju¢im odgovorom u obliku bijega (Kubec 2019).
U prisutnosti predatora sporiji odgovor moze biti fatalan osobito za rakove u ranim fazama

razvoja.
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Kao dobar indikator kvalitete vode, te utjecaja razlicitih tvari Cesto se koristi tkivno stanje
Skrga (Mallatt 1985). Ukoliko dode do ostecenja tkiva moze doc¢i do razlicitih poremecaja, od
otezane difuzije plinova, pa sve do inhibicije disanja (Mallatt 1985). Kod tretiranih rakova doslo
je do abnormalnosti u tkivu Skrga, odnosno do ostecenja branhijalne strukture (Slika 3), pri ¢emu

jevisa koncentracija spojeva uzrokovala vecu ucestalost ostecenja.

.
=

A

Slika 3. Tkivo skrga mramornog raka. A— kontrolna skupina sa urednom branhijalnom strukturom; B — skupina izloZena

22g.I" metazaklorom OA. Strelice ukazuju na osteéenje tkiva. Preuzeto i prilagodeno prema Velisek i Kauba, 2020.

Razlike u mortalitetu, stopi rasta, ponasanju i histopatologiji izloZenih jedinki potvrduju
negativan utjecaj herbicida na rakove. Pri tome vec¢i uéinak ima metabolit metazaklora,
metazaklor OA koji se teSko adsorbira, odnosno ima slobodu mobilnosti u vodenim
ekosustavima. Utjecaj ovih spojeva mogao bi predstavljati problem za populacije u prirodi. Pri
svim koriStenim koncentracijama ovih spojeva doSlo je do povecane stope mortaliteta. Na
odredenim mjestima u prirodi izmjerena je puno visa koncentracija od koncentracija koristenih u
eksperimentu, stoga bi dugoro¢no izlaganje tim poveéanim koncentracijama potencijalno moglo
dovesti do drastiénog pada populacija mramornog raka izlozenih ovom pesticidu u prirodi, S
obzirom da stopa mortaliteta progresivno raste pri viSim koncentracijama. Medutim mortalitet
dijela jedinki ¢e i dalje omoguciti opstanak populacije zato jer je vrsta partenogenteska. Kod
tretiranih jedinki je doSlo i do smanjene stope rasta. Preusmjeravanje energije na prezivljavanje
ili detoksifikaciju moglo bi dati ovakav ishod. Stoga bi jedinke manjeg rasta u populaciji mogle
biti izlozene ve¢em spektru predatora, te u konacnici bi moglo do¢i do smanjenja populacije.

Takoder zbog drugacijeg iskoriStavanja energije moglo bi do¢i i do smanjenja fekunditeta, Sto bi
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ponovo utjecalo negativno na brojnost populacije. Nadalje, prate¢i ponasanje uoceno je da
tretirane jedinke imaju smanjenu lokomociju. Ovakav bi odgovor u prirodi povecao izloZenost
rakova predatorima. Zakasnjele reakcije mogle bi uzrokovati povecani broj ozljeda ili moze doci
do povecane stope smrtnosti. U konacnici najveéi problem bi mogle predstavljati promjene u
tkivu Skrga kod tretiranih jedinki. Zbog direktnog kontakta sa zagadenom vodom, dolazi do
osteCenja branhijalne strukture Skrga. Takva oSte¢enja mogu utjecati na efikasnost difuzije
plinova, te u konacnici bi opstanak populacije mogao biti ugrozen ako dode do potpune

inhibicije disanja.
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4. ZAKLJUCAK

Gospodarski razvoj svijeta uvjetovao je porast upotrebe raznih proizvoda koji se sve
¢eS¢e mogu naci u okolisu i podzemnim i povrSinskim vodama. Stoga, organska zagadivala
mogu predstavljati opasnost za vodene ekosustave i imati negativan utjecaj na organizme koje
zive u istima. Utjecaj organskih zagadivala vecinom je istrazivan na kraljeznjacima, dok se o
utjecaju na beskraljeznjake malo zna. S obzirom da beskraljeznjaci, ukljuCujuéi 1 rakove
predstavljaju klju¢ne karike vodenih ekosustava bitno je poznavati potencijalni rizik kojem su

1zloZeni u svojem prirodnom staniStu, kako ne bi doSlo do poremecaja cijele hranidbene mreZze.

Mramorni rak je odlican modelni organizam za ekotoksikoloSka istrazivanja. Zbog
partenogenteskog razmnozavanja i jednostavnog uzgoja u laboratoriju pogodan je za mnoga
ostala bioloska istrazivanja. Uz to je uspjeSna invazivna strana vrsta, pa ovakva istrazivanja nam

pomazu u sagledavanju invazivnog uspjeha ove vrste.

U navedenim istrazivanjima pracen je utjecaj herbicida i insekticida na rakove. Iako oni
nisu ciljani organizmi, pokazalo se da prometrin, cipermetrin, te metazaklor i njegov metabolit
metazaklor OA utjecu na mortalitet, rast i razvoj, lokomociju, histopatologiju i oksidativni stres
mramornog raka. Promjene su kod nekih parametara uocene ve¢ i kod okolisnih koncentracija
spojeva. Zbog velikog antropogenog utjecaja na stani$ta u kojem ove zivotinje zive, lako moze
do¢i do povecavanja koncentracija organskih zagadivala, te u konacnici narusavanja vodenih
ekosustava. Nadalje, bitno je naglasiti da su zivotinje izlagane individualnim spojevima, dok je u
prirodi situacija drugacija. Interakcije razliitih zagadivala mogu znatno povecati negativan
efekt, stoga potrebno je raditi kontrolirane eksperimente gdje se prati utjecaj mjeSavina vise
spojeva u kombinaciji s izlaganjem jedinki in situ, u stani$tu u kojemu je vrsta ve¢ prisutna i za
koje je poznato kako su koncetracije ciljanih zagadivala povecane, kako bi se povecala saznanja
0 potencijalnom medudjelovanje razli¢itih zagadivala u prirodi. U konacnici smatram da su
ovakva istrazivanja od velike vaznosti kako bi otkrili kakav je utjecaj covjeka, ne samo na

rakove, ve¢ na ekosustave kao cjelinu.
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6. SAZETAK

Zagadenje slatkovodnih ekosustava predstavlja veliki problem diljem svijeta. Herbicidi i
isekticidi Cesti su zagadivaci u povrsinskim i podzemnim vodama, stoga predstavljaju veliki rizik
za neciljanje organizme poput rakova. Tri odvojena eksperimenta prouCavala su ucinke
prometrina, cipermetrina i metazaklora i njegovog metabolita metazaklora OA na mramornom
raku Procambarus virginalis. Kroni¢no izlaganje rakova prometrinu utjecalo je na mortalitet,
stopu rasta i histologiju. Neke su promjene primje¢ene kod veéih koncentracija, ali
histopatoloske promjene Skrga primjecene su 1 kod rakova izloZenih okoliSnim koncentracijama.
Nadalje, izlaganje rakova cipermetrinu ukazalo je da cipermetrin izaziva oksidativni stres i
poremecaje antioksidativnih sustava rakova. Kona¢no, uocene su razlike u mortalitetu, stopi
rasta, ponaSanju, kao 1 promjene u tkivu Skrga nakon izlaganja rakova okoliSnim
koncentracijama metazaklora i njegovog metabolita metazaklora OA. Zaklju¢no, sve studije

ukazale su na negativne ucinke organskih zagadivala na rakove.

7. SUMMARY

Pollution of freshwater ecosystems is a serious problem worldwide. Herbicides and
insecticides are frequent pollutants in surface and groundwaters and they propose a major risk to
non-target organisms, such as crayfish. The three separate experiments studied the effects of
prometryne, cypermethrin and metazachlor and its metabolite metazachlor OA, respectively, on
the marbled crayfish Procambarus virginalis. Chronic exposure of prometryne on early life
stages of crayfish has affected their mortality, growth rate, and histology. Some of the changes
were observed only at higher exposures, but histopathological changes in gills were observed
also in crayfish exposed to environmental concentrations. Furthermore exposure of cypermethrin
suggested that cypermethrin causes oxidative stress and also disruption of antioxidant systems in
crayfish. Lastly, differences in mortality, growth, behaviour, as well as minimal alterations in gill
tissue were observed following exposure to environmentally relevant concentrations of
metazachlor and metazachlor OA. In conclusion, all studies suggested that organic pollutants

have a negative effect on the marbled crayfish.
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