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1. LITERATURNI PREGLED

1. 1 Sistematika vrste Euglena viridis

Pripadnici roda Euglena spadaju u euglenoide, jednostani¢ne protiste koji imaju vaznu ulogu
u prijenosu energije i hranjivih tvari unutar hranidbene mreze u vodenim ekosustavima gdje

zauzimaju prvu troficku razinu, onu primarnih proizvodaca.

Protisti su mikroskopski, ve¢inom jednostani¢ni organizmi koji imaju jezgru u kojoj se nalazi
genski materijal odvojen membranom od citoplazme. Svi protisti se mogu razmnozavati
nespolno bez izmjene genskog materijala, te spolno. Protiste mozemo podijeliti na dvije
velike skupine: heterotrofne i autotrofne protiste. Organizmi koji mogu obavljati fotosintezu
spadaju u skupinu autotrofnih protista. Skupinu ve¢inom c¢ine jednostani¢ne alge koje se
prema obliku svojih stanica i fotosintetskom pigmentu mogu podijeliti u nekoliko skupina
medu kojima su Heterokontophyta, Dinoflagellata i Euglenoida. Heterotrofni protisti se hrane
bakterijama, drugim protistima, mrtvom organskom tvari, a neki su paraziti i iskoriStavaju
resurse drugih organizama. Medu heterotrofnim protistima se nalaze pripadnici Amoebozoa,
Cilliata te Myxomycetes. U prakti¢cnom smislu, mogu se podijeliti u tri glavne skupine ovisno

o nacinu kretanja: amebe, trepetiljkasi i bi¢asi (Eniscuola, 2011).

Vrstu Euglena viridis prvi je opisao O. F. Miller 1674. u Nizozemskoj kao protista s algom
koja ima o¢nu pjegu. Vrsta spada u domenu Eukaryota, carstvo Protista, nadcarstvo Eozoa,
koljeno Euglenozoa, podkoljeno Euglenoida, razred Euglenophyceae, red Euglenales,
porodicu Euglenaceae i rodu Euglena koji je prvi opisao Ehrenberg 1838. (Guiry i Guiry,
2017).

Razred Euglenophyceae obuhvaéa autotrofne c¢lanove Euglenoida koji su cesto dio
planktonske zajednice u morskim i slatkovodnim ekosustavima. Razred vec¢inom ¢ine
autotrofni jednostani¢ni bicasi s jednim do nekoliko plastida sekundarnog podrijetla s tri
stani¢ne membrane i klorofilom a i b. U razred su ukljucene i bezbojne vrste koje su izgubile

sposobnost fotosintetiziranja, kao i fotoosjetilni aparat (Bicudo i Menezes, 2016).



Euglenoida, zajedno s Kinetoplastea (tripanosome), Diplonemea (rodovi Diplonema i
Rhynchopus) i Symbiontida ¢ine koljeno Euglenozoa koje karakteriziraju organizmi sa dva
bica (Simpson, 1997; Roy i sur., 2007; Adl i sur., 2012). Euglenoida obuhvaca autotrofne,
heterotrofne i miksotrofne vrste. Skupinu pretezno ¢ine slobodnozivuéi organizmi koji ispod
pelikule imaju tipi¢ne paralelne proteine i mikrotubule (Leander i sur., 2007; Yamaguchi i
sur., 2012).

1. 2 Biolo$ka svojstva vrste Euglena viridis

E. viridis (grcki, eu = istina; glene = o¢na jabucica; latinski, viridis = zelena) je Cesti slobodno
zivu¢i slatkovodni bic¢as. To je mikroskopski organizam, duljine od 40 do 60 mikrometara i
Sirine od 14 do 20 mikrometara u svom najSirem dijelu. Tijelo joj je izduZeno, vretenastog
oblika s prednjim tupim krajem i istaknutim straznjim krajem (Slika 1.). MoZemo ju pronaci u
ribnjacima, bunarima, jarcima koji su bogati organskim tvarima, pogotovo duSikom koji
potjece iz biljnih ostataka ili urina i fekalija zivotinja. U povoljnim se uvjetima vrlo brzo

razmnozava, te moze stvoriti zeleni sluzavi film na povrsini vode koji nalikuje cvjetanju algi

(Shah, 2013).

Slika 1. Fotografija vrste Euglena viridis snimljena pod svjetlosnim mikroskopom pri

povecanju 400x (preuzeto iz TheMicrobiology 09, 2011)



1. 2. 1 Fiziologija vrste Euglena viridis

Tijelo je prekriveno tankom, ¢vrstom i fleksibilnom pelikulom koja organizmu daje oblik. Na
pelikuli se nalaze koso polozene medusobno paralelne niti. Uz pelikulu na unutrasnjoj strani
se nadovezuje citoplazma koja se dijeli na vanjsku ektoplazmu i unutarnju endoplazmu.
Ektoplazma je tanka, negranulirana, u sol stanju, a endoplazma granulirana, vakuolizirana i u
gel stanju. Na prednjem dijelu stanice nalaze se stani¢na usta ili citostoma koja vode u
zdrijelo. Pomocu citostome i Zdrijela se izbacuje tekucina iz spremnika. U blizini spremnika
nalazi se kontraktilna vakuola. Pomocu kontraktilne vakuole regulira se koli¢ina vode u

organizmu (Matonickin, 1990).

Postoje dva bica koji proizlaze iz korijena spremnika, a svaki korijen izvire iz bazalnog tijela.
Mali bi¢ se ne proteze izvan spremnika i ¢esto prijanja uz veliki bi¢. U blizini spremnika

nalazi se crvena ocna pjega ili stigma koja je osjetljiva na svjetlost (Leander i sur., 2017).

U sredini tijela smjestila se velika i okrugla jezgra oko koje se nalaze suspendirani u
citoplazmi duguljasti plastidi koji sadrze zeleni pigment, klorofil a i b. Nazivaju se i
kloroplastima, te sudjeluju u procesu fotosinteze. Kloroplasti su rasporedeni zrakasto poput
zvijezda. RasprSene po endoplazmi nalaze se granule paramiluma u kojima se pohranjuje

Secer paramilum koji je produkt fotosinteze (Slika 2.) (Kershaw, 1988).

citostoma g bi¢

kratki bi¢

blefaroplasti | rezervar

granule

paramiluma kontraktilna

vakuola
kloroplasti
y pomocne
pelikula vakuole

ektoplazma mastigoneme
endoplazma

micneme jezgra

kromosomi

Slika 2. Unutrasnja grada stanice E. viridis (preuzeto i prilagodeno iz Shah, 2013)



Euglena se pokre¢e na dva nacina: pomocu bi¢a 1 euglenoidnim kretanjem. Bi¢ se ponaSa
poput propelera, gdje se spiralnom kretnjom bi¢a organizam pokreée prema naprijed (Kaur,
2016). Energija potrebna za pokretanje bica se dobiva iz ATP-a (Slika 3. A) (Matonickin,
1990).

Euglenoidno kretanje se odvija vrlo sporo, peristalticki val kontrakcije 1 ekspanzije Siri se
cijelim tijelom i organizam se pokre¢e prema naprijed. Ovakvo kretanje uzrokuju kontrakcije

citoplazme ili niti koji se nalaze ispod pelikule (Slika 3. B) (Kershaw, 1988).

A

paraflagelarno
tijelo

stigma

SO

a b c d =

Slika 3. Kretanje kod E. viridis: A) pokretanje pomocu bi¢a; B) euglenoidno kretanje
(preuzeto i prilagodeno iz Jain, 2013; Shah, 2013)

Prehrana vrste E. viridis je miksotrofna (autotrofna i heterotrofna). Procesom fotosinteze
stvara ugljikohidrate iz ugljikovog dioksida i vode. Visak stvorenih ugljikohidrata se skladisti
u granulama paramiluma koje sli¢e skrobu kod biljaka. Euglena se hrani autotrofno sve dok
ima dovoljno svjetlosti, a njenim nedostatkom prelazi na heterotrofni nacin prehrane. U ovom
naCinu prehrane, euglena kroz povrsSinu tijela apsorbira organske tvari iz vode koje su nastale

raspadanjem biljnog materijala ili fekalijama Zivotinja (Shah, 2013; Kaur, 2016).

Izmjena plinova odvija se difuzijom preko povrsine tijela, otopljeni kisik se apsorbira iz

okolne vode, a difuzijom se otpusta ugljikov dioksid (Kershaw, 1988).



E. viridis odgovara na razli¢ite podrazaje iz prirode, a naro€ito je osjetljiva na svjetlost. Njena
fotosenzitivnost ovisi 0 intenzitetu svjetlosti, obi¢no pliva prema izvoru svjetlosti. O¢na pjega
smatra se optickim organom. Euglene izbjegavaju izravne sunceve zrake i sjenoviti dio, te u

kulturi biraju njima optimalni pojas svjetlosti (Shah, 2013).

1. 2. 2 Zivotni ciklus

Tijekom aktivnog razdoblja i povoljnih zivotnih uvjeta, euglena se razmnozava nespolno
binarnim uzduznim dijeljenjem koje rezultira dvjema simetri¢cnim jedinkama. Mitoza jezgre
se odvija unutar jezgrine ovojnice. Organeli koji se nalaze u prednjem dijelu tijela (stigma,
blefaroplasti, citofarinks, spremnik, kromatofori, zrna paramiluma) se dupliciraju, a tijelo se
dijeli uzduzno od prednjeg prema straznjem dijelu. Jedna od novonastalih stanica zadrzava
bi¢, a druga razvija novi. Kontraktilna vakuola i paraflagelarno tijelo se ne dijele, ve¢ svaka

stanica razvija nove organele (Slika 4.) (Shah, 2013).

longitudinalna brazda : _—
kromosomi kromatide B stanice kceri

jezgre

( 9

jezgra

Slika 4. Binarno uzduzno dijeljenje E. viridis (preuzeto i prilagodeno iz Priyadarshini,2013)

Tijekom nepovoljnih uvjeta, kao $to su susa, ekstremna hladnoca i vruéina, nedostatak Kisika i
hrane, E. viridis prelazi u trajni stadij koji se naziva cista. Stanica gubi svoj bi¢, postaje
neaktivna i oko sebe luc¢i debelu okruglu ovojnicu. Tijekom ovog nepovoljnog razdoblja za
organizam, moguca je mitoza jednom ili viSe puta. Kod visestrukog dijeljenja citoplazma i
jezgra prolaze kroz ponavljani proces mitoze Sto moze rezultirati sa 16 ili 32 stanice kéeri
(Slika 5.). Kada ponovno nastupe povoljni uvjeti, organizam postaje aktivan i izlazi iz ciste
slobodno plivajuci u vodi (Shah, 2013).



ovojnica

E.viridis ST stanice kéeri R

A B

Slika 5. Visestruko dijeljenje u stadiju ciste kod E. viridis: A) individualna stanica u stadiju

ciste; B) dijeljenje unutar ciste (preuzeto i prilagodeno iz DiacriTech, 2009)

1. 3 Euglena viridis kao pokusni organizam u laboratorijskim uvjetima i
ekotoksikoloskim istrazivanjima

Jednostani¢ni eukariotski organizmi su dobri modelni organizmi u laboratorijskim
istrazivanjima zbog poznavanja fiziologije i biokemijskih procesa velikog broja vrsta, unutar
samo jedne stanice nalaze se svi fizioloski mehanizmi i bioloSke funkcije, generacijsko
vrijeme im je krace od viSestani¢nih Zivotinja, te u laboratorijskim uvjetima mozemo dobiti
veliki broj organizama u malom volumenu. E. viridis kao dio fitoplanktonske zajednice ima
vaznu ulogu u vodenom ekosustavu, te se u ekotoksikoloskim istraZzivanjima istraZuje njena
funkcija u transformaciji 1 razgradnji organske tvari, ulozi raznih oneci$¢ivata u tim
procesima kao i u akumulaciji, biodegradaciji i putevima prijenosa one¢is¢ivaca kroz vodeni

ekosustav (Dive i Persoone, 1984).

Posebno se istrazuje njena uloga u razgradnji organskih tvari u otpadnim vodama, gdje se
euglena pokazala kao vazan organizam u biodegradacijskim testovima (Sriram i Seenivasan,
2012). Takoder, provedena su razna istrazivanja utjecaja teSkih metala na bioraznolikost
jednostani¢nih eukariotskih organizama i algi u slatkovodnim ekosustavima, gdje se pokazalo
da je E. viridis prisutna u onecis¢enim ekosustavima kao i njena osjetljivost na kadmij i
mogucnost bioakumulacije cinka (Tharavathy i Hosetti, 2014; Ptachno i sur., 2015; Coleman i
sur., 1971).



1. 4 Utjecaj pesticida na populacije jednostani¢nih eukariotskih organizama u

prirodi (Ekotoksikolo$ka istraZivanja)

Najvise ekotoksikoloskih studija je napravljeno na populacijama jednostani¢nih eukariotskih
organizama koje zive u tlu. U poljoprivredi, rast biljaka i njihova populacijska dinamika ovise
o organizmima koji zive u tlu, stoga je vazno odrzati njihovu brojnost i raznolikost stabilnom.
Pesticidi imaju negativne ucinke na heterotrofne bicase (Ekelund i sur., 2000), mijenjaju
sastav i brojnost zajednice ve¢ pri malim koncentracijama (MaCrae i Vinckx, 1973;
Ekelund,1999; Ekelund i sur.,1994). PrimijeCen je izravan toksi¢an efekt pesticida na
populacijama u kojima dominiraju heterotrofni bicasi, amebe i trepetiljkasi (Ekelund i sur.,
2000). Insekticidi su se pokazali toksi¢nijim od herbicida, a fungicidi s razli¢itim toksi¢nim
ucincima se ne smatraju kritiénim za populaciju, ali potrebna su daljnja terenska istrazivanja

utjecaja pesticida na populacije jednostani¢nih organizama (Foissner, 1997).

1. 5 Laboratorijska istraZivanja utjecaja pesticida na jednostani¢nim

eukariotskim organizmima

Najvise laboratorijskih istrazivanja utjecaja pesticida je napravljeno na trepetiljkasima, i to na
vrsti Paramecium caudatum (Ehrenberg, 1838). Pri izloZenosti insekticidu dimetoatu dolazi
do promjena u lokomotornom kretanju i normalnoj funkciji kontraktilne vakuole. Insekticid
utjeCe na stopu rasta populacije znac¢ajno povecavajuc¢i generacijsko vrijeme, kao 1 odredene
fizioloSke promjene pri pokretanju trepetiljki (Shubhamsingh i Tejashree, 2014). Uogeno je da
je vrsta vrlo osjetljiva na insekticid monokrotofos gdje nakon kratkog vremena izloZenosti
dolazi do povecanja broja nekroti¢nih stanica i promjenama u citoplazmi koje dovode do lize
stanica. Promjene u makronukleusu su izravno utjecale na normalan rad kontraktilne vakuole,

smanjenje fagocitoze i vidljive morfoloske promjene stanica (Amanchi, 2010).

IstraZzujuéi citotoksican efekt karbofurana na vrstu, uocene su deformacije makronukleusa-
fragmentacija, vakuolizacija 1 degeneracija. Promjene u radu vakuole primije¢ene su kod
primjene razli¢itih doza karbofurana na organizam (Hussain i sur., 1971). Bioloski insekticid
Delfin® WG pokazuje potencijalni fizioloski i citotogenotoksi¢ni ucinak na vrsti P.
caudatum. U istrazivanjima akutne toksi¢nosti insekticida, pri malim dozama dolazi do
neznatne promjene u kretanju stanica, dok pri ve¢im dozama stanice se sporo kre¢u sve dok

ne postanu potpuno nepokretne (Amanchi i Hussain, 2008).



Primije¢ene su promjene u obliku i izgledu stanica gdje pri ve¢im koncentracijama dolazi do
skra¢ivanja uzduzne osi tijela i istjecanja sadrzaja citoplazme. Takoder dolazi i do promjene u
radu kontraktilne vakuole i makronuklearnih aberacija (Amanchi i Hussain, 2008). Slican
citogenotoksi¢ni uc¢inak na vrstu ima i insekticid azadiraktin (Amanchi, 2010). Zajednickom
primjenom pesticida novalurona i diflubenzurona dolazi do promjene u generacijskom
vremenu, inhibiciji rasta stanica u kulturi kao i poremecaju u metabolizmu disanja (Rachid i
sur., 2009). Primjenom akutnih testova istrazena je toksi¢nost diuronskih i karbofuranskih
aktivnih sastojaka i njihovih komercijalnih produkata na vrstu. Cisti diuron i njegov
komercijalni produkt pokazivali su sli¢nu toksi¢nost, ali je zato komercijalni karbofuran bio
caudatum (Mansano i sur., 2016). lzlaganjem vrste P. caudatum veé¢im koncentracijama
insekticida acefata, dolazi do lize stanica i raspadanja stani¢éne membrane. Promjene u
kretanju stanica su primijecene pri malim dozama insekticida. Upotrebom subletalnih doza

produzuje se generacijsko vrijeme vrste (Rao i sur., 2007).

Istrazivanjem utjecaja fosforamidata na stopu rasta i metabolizam disanja vrste Paramecium
aurelia (Ehrenberg, 1838), dobiveni rezultati su bili identi¢ni onima na vrsti P.caudatum
(Houneida i sur., 2012).

Temeljem kemijske strukture pesticida, nac¢inom ulaska u stanicu i1 u€inka, organofosforni
pesticidi su se pokazali otrovnijim od organokloriranih za vrstu cilijata Colpidium campylum
(Stokes, 1886), te se smatra da je toksi¢an ucinak organokloriranih spojeva na neki nacéin
povezan s njihovom kemijskom strukturom. Fungicidi su se pokazali toksi¢nim za cijelu
skupinu organizama, a herbicidi nisu pokazali znaajnu toksi¢nost u odnosu na ostale
pesticide (Dive i sur., 1980). U istrazivanju sinergistickoj u¢inka teskih metala i pesticida na
rast vrste, otkriveno je da bakar stvara sinergisti¢ki u¢inak s pesticidima koji u svojoj strukturi
sadrze karbamat i ditiokarbamat, te se njihovo zajednicko pojavljivanje smatra vrlo

nepovoljnim za vodeni okoli§ (Bonnemain i Dive, 1990).

Vrsta Tetrahymena pyriformis (Ehrenberg, 1830) se nije pokazala osjetljivom na DDT, ali
ovaj spoj moze akumulirati i uspjesno metabolizirati DDE i DDD u svojemu organizmu.
Vrsta se pokazala osjetljivom na druga dva insekticida, klorpirifos i fenitrotion koje nije
mogla metabolizirati. Klorpirifros se vise akumulirao u organizmu od fenitrotiona koji je
izazvao snazan inhibitorni u¢inak na rast u kulturi mijenjajuci oblik i veli¢inu organizama
(Lal i sur., 1987). Vrsta je osjetljiva i na insekticidie dieldrin i dimetoat gdje uzrokuje 81% i

84% inhibicije rasta unutar 2 dana (Kumar i sur., 1989).
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Dimetoat je izazvao lizu stanica i oslobadanje sadrzaja mukociste, a dieldrin zaokruzivanje
stanica. Permetrin nije pokazao nikakve morfoloSke promjene unutar vrste i smatra se

najmanje toksi¢nim od proucavanih insekticida (Kumar i sur., 1989).

Utjecaj pesticida je slabo istrazivan na amebama. Vrsta Rosculus ithacus (Hawes, 1963)
pokazala se osjetljivom na 8 vrsta pesticida: malation, karbendazim, metomil, dimetoat,
cipermetrin, dicuran, fenitrotion gdje ovi pesticidi inhibiraju rast populacije uzgojene u
laboratoriju (Hikal i sur., 2015). Kolinesterazna aktivnost vrste Dictyostelium discoideum
(Raper, 1935) se pokazala kao osjetljivi biomarker na neurotoksi¢ne pesticide u sedimentima

rije¢nih tokova (Amaroli, 2011).

Od istrazivanja na euglenama, utjecaj pesticida karbofurana i malationa je istrazivan na vrsti
jer veé pri kratkoroénom izlaganju vrste izaziva promjene u kretanju i orijentaciji stanica,

morfologiji i fotosintezi.

Inhibicijski u¢inci nastali tijekom kratkoro¢nog izlaganja vrste dvama pesticidima su bili puno
jaci od onih nastali dugoro¢nim izlaganjem (Azizullah i sur., 2011). Osim pesticida, i drugi
kemijski spojevi su toksi¢ni za vrstu E. gracilis. S porastom koncentracije benzena, etilena,
toulena 1 ksilena dolazi do morfoloskih promjena, inhibicije rasta i smanjenja sadrzaja
najmanje toksi¢na spoj je bio benzen (Peng i sur., 2015). Otkriveno je da grafenov oksid
uzrokuje oksidativni stres unutar populacije E. gracilis. Toksi¢ni efekt spoja se ocituje
stvaranjem velikog broja reaktivnih Kisikovih radikala u organizmu (Ahme i Rodrigues, 2013;
Hu i sur., 2015). DeterdZenti inhibiraju moguénost reorijentacije i kretanja stanica pomoc¢u
bica (Mikolajczyk i Diehn, 1978). Vrsta E. gracilis pod osmotskim stresom nakuplja u svojim
stanicama trehalozu koja se postupno razgraduje nakon §to se ukloni visak soli iz okolnog

medija (Takenaka i sur., 1997).

U pretrazivanoj nama dostupnoj literaturi ne nalaze se podaci o toksikoloSkim ispitivanjima

pesticida na vrsti E. viridis.



1. 6 Imazalil
Imazalil je poljoprivredni pesticid koji se najéesce koristi na biljkama iz roda Citrus. To je
sustavni fungicid kojeg je 1983. godine registrirala tvrtka Janssen Pharmaceutica i od tada se

primjenjuje na sjemenju i usjevu prije i nakon zetve (US EPA, 2005).

1. 6. 1 Kemijska struktura

Ovaj fungicid pripada skupini benzilnih alkohola i njihovih derivata jer sadrzi fenilno-
metanolnu  podskupinu (Slika 6.). Poznat je i pod nazivima enilkonazol, kloramizol,
Freshgard, fungaflor i nuzon. Kemijski naziv spoja je 1-[2-(2,4-diklorofenil)-2-prop-2-
enoksietil] imidazol, formule C14H14Ci2N20 i molekularne mase 297,18 g mol (PubChem,
2005).
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Slika 6. Kemijska struktura imazalila: a) 2D struktura; b) 3D struktura (Preuzeto iz PubChem,
2005)

Imazalil je emulzija blago zuto-smede boje koje ne izaziva hrdu. Temperatura vreliSta spoja je
347°C, a temperatura taliSta 52.7 °C. Gustoc¢a spoja je 1,348 g/ml pri 26 °C. Topljivost spoja u
acetonu, diklormetanu, etanolu, metanolu, izopropanolu, ksilenu, toulenu i benzenu iznosi >
500g/L pri 20°C, a u heksanu 19 g/L pri 20°C. Spoj je takoder topiv u heptanu i eteru iz
petroleja. Spoj je slabo topiv u vodi gdje njegova topljivost iznosi 0,18 g/L pri pH 7,6 1 20°C
(PubChem,2005).
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1. 6. 2 Primjena i koli¢ine u okoliSu

Imazalil se koristi za kontrolu Sirokog spektra gljivica na voc¢u 1 povréu, sjemenju i kao
tretman za odrzavanje svjezine agruma, banana i ostalog voca tijekom njihovog skladistenja
(Extoxnet, 1996). Ovaj fungicid djeluje na propusnost stani¢ne membrane patogenih gljiva, te
pripada skupini fungicida inhibitora demetiliranja. Ovi enzimi inhibiraju citokrom P450 ¢ija
je funkcija demetilacija prekursora ergosterola koji je jedan od gradevnih jedinica stani¢ne
membrane gljivica (FAO, 2001). Primjenjuje se i u veterini kao antimikotik s Sirokim
spektrom djelovanja protiv dermatofita (Microsporum sp., Trichophyton sp.) i protiv vrsta
Aspergillus sp., Penicillium sp., kao i kvasaca (npr. Candida sp.). Spoj ne djeluje na vrsti
Escherichia coli i vrstama iz roda Pseudomonas, iako postoji baktericidna aktivnost spoja
(EMEA, 1998).

Malo je podataka o koli¢inama imazalila prisutnih u okoliSu. Spoj je izrazito perzistentan u tlu
jer se veze za soli prisutne u njemu, te njegovo prosjecno vrijeme poluraspada iznosi izmedu
120 i 190 dana (Extoxnet, 1996). U pokusu u kojem se unutar vremenskih razdoblja od 14
dana zemljiSna parcela tretirala sedam puta sa imazalilom, njegovi ostatci u sloju od 0 do 10
cm su iznosili 0,085 - 0,14 mg/kg (Extoxnet, 1993). Takoder, u Kostarici, u uzorcima
sedimenta iz bazena rijeke Suerte koji su uzorkovani u razdoblju od 1993-1997 detektirane su
koncentracije od 175-960 pg/kg (Castillo i sur., 2000).

Izlijevanje ovog pesticida u vodene ekosustave predstavlja veliki ekoloski problem. Spoj je
prisutan u ve¢im koli¢inama u dijelovima svijeta koji se bave uzgojem citrusa i tropskog voca.
Tako je imazalil detektiran u 64 od 97 uzoraka prikupljenih iz potoka u regiji Kostarike gdje
se nalaze plantaZe banana u koncentraciji 1-90 pg/L (Castillo i sur., 2000). Imazalil je stabilan
najmanje osam tjedana na 4°C u kiselim i neutralnim vodenim otopinama, a vrijeme njegovog
poluzivota iznosi oko 6,5 mjeseci. Raspadanje ovog spoja poticu svjetlost i poviSena

temperatura (Extoxnet, 1996).

Ipak najvece koli¢ine pesticida dolaze u okolis prilikom njegove primjene u poljoprivredi. U
istrazivanjima provedenim na je¢mu, nakon Zetve posijano je sjeme koje je bilo tretirano
imazalilom i nakon tjedan dana detektirano je oko 76% spoja u okolnom tlu i oko 29% u
endospermu. Nakon tri tjedna istrazivanja oko 6% spoja nalazilo se i u zelenim dijelovima
biljke. U normalnim uvjetima skladistenja, narance koje su umocene u 2 mg aktivnog sastojka

po litri imaju 89% prisutnih ostataka spoja (Extoxnet, 1996).
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U istrazivanju koje je provela Hrvatska agencija za hranu 2012. godine u narancama
podrijetlom iz JuZnoafricke Republike i Spanjolske koje se nalaze na naSem tristu,
zabiljezene su doze koje su vece od maksimalno dozvoljenih koncentracija pesticida u hrani
(Tablica 1.) (Milos, 2014).

Tablica 1. Zabiljezene i referentne vrijednosti dopustenih koncentracija pesticida i akutne
referentne doze (ARfD) prema Pravilniku o maksimalnim razinama ostataka pesticida u i na

hrani i hrani biljnog i Zivotinjskog podrijetla (Preuzeto iz Milos, 2014)

Kombinacija Ostaci % ARfd
pesticid/proizvod iznad MDK ARfd
Vrsta i MDK (mg/kg) Odrasli Djeca
Djelatna podrijetlo (mg/kg)
tvar hrane
naranc¢e (JAR) 27,9 5 0,1 713,9 3700,1
1427,8
imazalil narance 0,05 255,4
(Spanjolska) 9,98 5 (trudnice) 510,7 1323,6
naranc¢e (JAR) 8,0 5 204,7 1061
409,4
narance (JAR) 6,26 5 106,2 830
320,4

Prema americkim federalnim regulativama odredene su tolerantne koncentracije imazalila i

njegovih metabolita u prehrambenim proizvodima (Tablica 2.)

Tablica 2. Dozvoljene koli¢ine pesticida i njegovih metabolita u prehrambenim namirnicama

(Preuzeto i prilagodeno iz PubChem, 2005)

NAMIRNICE PPM
banana (cijela) 3,0
banana (pulpa) 0,20
jecam (zrno) 0,05
jecam (slama) 0,5
citrus (sok) 25,0
citrus (osusena pulpa) 25,0
voce, citrusi (poslije Zetve) 10
psenica (sto¢na hrana) 0,5
pSenica (zrno) 0,05
pSenica (slama) 0,5
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1. 6. 3 Toksikologija

Prema WHO/PCS Kklasifikaciji ovaj fungicid klasificiran je kao ,,umjereno opasan®.
Zajednicki FAO/WHO stru¢ni odbor za rezidue pesticida (Joint FAO/WHO Meeting on
Pesticide Residues — JMPR) donio je 1991. odluku o prihvatljivom dnevnom unosu (ADI)
ovog pesticida u koncentraciji od 0 do 0,03 mg/kg tjelesne tezine po danu koji je i Europska
unija (EU) prihvatila. Prema regulativi EU koncentracija pri kojoj ovaj pesticid ne izaziva

Stetne u¢inke (NOAEL) iznosi 0 — 0,05 mg/kg tjelesne teZine po danu.

Imazalil se ne bioakumulira u organizmu, ve¢ se brzo izlucuje kroz urin i fekalije. Tijekom
biotransformacije spoj metabolizira u najmanje 25 metabolita. U istraZivanju sa Stakorima oba
spola identificirana su tri glavna metabolita:  (*)-1-[2-(2,4-diklorfenil)-2-(2,3-
dihidroksipropiloksi)etil]-imidaoksilidin-2,5-dion  (Slika 7. Metabolit 8); (*)-1-[2-(2,4-
diklorofenil)-2-(2,3- dihidroksipropiloksi)etil]-1H-imidazol (Slika 7. Metabolit 10); (£)-1-
(2,4-diklorofenil)-2-imidazol-1-iletanol ~ (Slika 7. Metabolit 11). Glavne reakcije
biotransformacije ukljucuju epoksidaciju, hidrataciju epoksida, oksidacijsko O-dealikiliranje i
N-dealkiliranje. (Slika 6.) Nakon oralne i intravenozne primjene kod zivotinja oba spola

primijecen je slican metabolicki uzorak (Mannens i sur., 1993).
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Slika 7. Biotransformacija imazalila kod Stakora (Preuzeto i prilagodeno iz Mannens i sur.,
1993)
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Imazalil se smatra Stetnim ako se unosi oralnim putem 1 inhalacijom. Spoj ne nadrazuje kozu,
nije senzibilizator, te je njegova perkutana toksi¢nost niska, ali jako nadrazuje oci. Prilikom
oralnog izlaganja, najveéi ucinci su vidljivi u jetri gdje su moguca razna ostecenja. Imazalil se
ne smatra genotoksicnim i degenerativnim, nije otkriven relevantni kancerogeni potencijal za
covjeka kao ni dokazi 0 njegovoj teratogenosti. Potrebna su daljnja istraZivanja na ovom
podrucju (FAO, 2001).

Medutim, ovaj spoj se smatra Stetnim za okoli$, posebno za vodene ekosustave u kojima moze
ostaviti dugotrajne posljedice. Stoga su provedena razna ekotoksikoloSka istrazivanja na

beskralje$njacima i kraljesnjacima (Tablica 3.).
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Tablica 3. Ekotoksikoloski profil imazalila s navedenim testovima toksi¢nosti i

ustanovljenim letalnim dozama (LD), efektivnim koncentracijama (EC), faktorom

biokoncentracije (BCF), o¢ekivanim stopama fekunditeta, mortaliteta i parazitizma (E),

koncentracijama kod kojih nema primijecenih efekata (NOEC, NOAEL) na pojedinim

istrazivanim organizmima (Preuzeto i prilagodeno prema FAO, 2001)

VRSTA

TEST

REZULTAT

zenke Stakora

akutna toksi¢nost

LDso=227 mg as/kg tjelesne mase

Japanska prepelica

akutna toksic¢nost, jedna doza

LDso=510 mg as/kg tjelesne mase

Divlja patka

kontrolirana prehrana unutar 5 dana

LDso = >5620 mg/kg hrane

Divlja patka

reproduktivna toksic¢nost, istrazivanje
kroz 22 tjedna

NOEC=250 mg/kg hrane

zenke Stakora

kratkotrajna oralna toksi¢nost

NOAEL=11,3 mg/kg tjelesne
tezine/danu

Kalifornijska pastrva

akutna toksi¢nost unutar 96h

LCso=1,48 mg/L

Kalifornijska pastrva

bioakumulacija

BCF=48,7 to 63,8

Daphnia magna

akutna toksi¢nost unutar 48h

ECs0=3,5 mg/L

alge (vrsta nije definirana)

akutna toksi¢nost

EC5o=0,87 mg/L

Chrinomus (organizam koji zivi
u sedimentu)

kroni¢na toksi¢nost

NOEC=165,4 mg/kg sedimenta

Medonosna pcela

akutna oralna toksi¢nost

LDso=35,1 pg/pceli kroz 48 h

Medonosna pcela

akutna toksi¢nost prilikom kontakta s
otrovom

LDso=39 pg/pceli kroz 48 h

rod Coccinella (Arthropoda)

prirodna izloZenost kroz 14 dana

E (mortalitet) = 0% pri 66 g/ha

Coccinella septempunctata

14 dana reprodukcije

E (fekunditet)= 24,4% pri66g /ha

Poecilus cupreus (Arthropoda)

prirodna izloZenost kroz 14 dana

E (mortalitet)= 0% pri 88 g/ha

Encarsia formosa

7 dana u vodi

E (mortalitet) = 0% pri 30 g /100 L

Encarsia formosa

7 dana u vodi

E (parazitizam)= 0% pri30 g/100 L

Lumbricina (Eisenia foetida)

akutna toksi¢nost

LCs0=541 mg/kg soli

Eisenia foetida

reproduktivna toksi¢nost

nije relevantna

mikroorganizmi tla,
mineralizacija duSika

nema efekta pri 1 mg/kg soli

mikroorganizmi tla,
mineralizacija ugljika

nema efekta pri 1 mg/kg soli
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1. 7. Cilj istrazivanja

U literaturnom pregledu i nama dostupnoj i pretrazivanoj literaturi ne nalaze se podaci o
toksikoloskim ispitivanjima pesticida na vrsti E. viridis. Stoga je cilj ovog diplomskog rada
istraziti potencijalan toksican ucinak pesticida imazalila na slatkovodne jednostanicne
organizme Koriste¢i kao modelni organizam vrstu E. viridis, odrediti utjecaj pesticida na
prezivljenje i populacijsku dinamiku vrste, te biokemijske promjene koje se dogadaju unutar

Istrazivanog organizma pri tretmanu razli¢itim dozama pesticida.
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2. MATERIJALI | METODE

2. 1 Priprema starter kulture

Starter kultura euglena odrzavala se prema protokolima uzgoja u autoklaviranim posudama u
kojima se na dno polozila kompostna zemlja prekrivena debelim slojem kalcijevog karbonata
i prelivena destiliranom vodom (Slika 8.). Prije nasadivanja starter kulture, euglene od 10 ml
sa ukupnim brojem stanica od 1x10° /mL dodale su se u opisanu autoklaviranu posudu i ona
se zatvorila kako bi se uspostavila zatvorena zajednica euglena koja zbog mogucnosti
fotosinteze uspostavlja Zivotnu zajednicu bez drugih vodenih mikroorganizama. Metodologija

uzgoja euglena preuzeta je iz Milisa i sur. 2017.

Slika 8. Starter kultura euglena u autoklaviranoj posudi

2. 2 Pracenje populacijske dinamike vrste Euglena viridis

Iz prethodno opisane starter-kulture euglena, za provedbu pokusa, Cistu kulturu vrste E.
viridis, prethodno uzgojenu u laboratoriju nasadila sam u volumenu od 1mL na ploc¢icu sa 6
bunarica te dodala 9 mL nefiltrirane akvarijske vode kako bih oponasala prirodne uvjete koji

prevladavaju u slatkovodnom okolisu (Slika 9.).
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Slika 9. Plocica s 6 bunarica kontrolne skupine

Za odredivanje populacijske dinamike pratila sam brojnost populacije u vremenskom
razdoblju od 18 dana, brojeci stanice pod svjetlosnim mikroskopom svaka dva dana pomocu
Burker-Turk-ove komorice (Slika 10.). Pipetirala sam 10 pL resuspendirane otopine iz
bunari¢a i pomijesala sa 10 pL 4% formalina kako bih zaustavila kretanje stanica po stakalcu.
Od tako pripremljene otopine za brojanje, pipetirala sam 10 pL na stakalce. Brojala sam
stanice koje su se nalazile unutar polja kvadrata i koje su dirale gornju i lijevu stranicu

kvadrata. Broj stanica unutar 1 mL uzorka odreden je ra¢unom:
L= X /16 x 1/V x razrjedenje x 1000 (mL)

L- broj stanica; X- srednji broj stanica u kvadratu unutar komorice; V — volumen komorice.

Slika 10. Biirker-Tirk komorica
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Pratila sam i populacijsku dinamiku populacije koja je tretirana s tri doze pesticida: 50, 100 i
200 pM. Unutar 1 mL pripremila sam iz radne otopine pesticida 50, 100 i 200 uM otopinu s
kojom sam tretirala ¢istu kulturu euglena, te sam svaku koncentraciju stavila u 2 bunari¢a na
plo€icu sa 6 bunari¢a i dodala u svaki bunari¢ 9 mL akvarijske vode (Slika 11.). Brojnost

populacije sam pratila na ve¢ prethodno opisani na¢in u vremenskom razdoblju od 18 dana.

Slika 11. PlocCica sa 6 bunari¢a euglena tretiranih sa 50, 100 i 200 uM dozama imazalila

2. 3 Priprema radne otopine pesticida imazalila

Originalni pesticid kupljen u tvornici Chromos d.o.0., Zagreb je 99,99%. Za potrebe pokusa
pripremila sam ImM otopinu pesticida. Posto je pesticid vrlo viskozna tekuéina zute boje i
slabo se otapa u vodi, 2 mL imazalila otopila sam u 8 mL dimetil sulfoksida (DMSO)
mijesajuci staklenim Stapi¢em kako bi se pesticid dobro otopio. Iz 10 mL pripremljene
otopine, u kojoj je imazalil razrijeden 5 puta, pipetirala sam 250 pL u Falcon epruvetu od 50
mL i ulila destiliranu vodu do 50 mL kako bih dobila 1 mM otopinu pesticida koja je
bezbojna tekucina (Slika 12.).
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10mL 50 ml.
8 ml DMSO 1 mM imazalil
— 2l imazalila

/= N/

Slika 12. Priprema 1 mM otopine pesticida

2. 4 Odredivanje letalne koncentracije 50 (LCso)

Za odredivanje letalne koncentracije 50 (LDso) tretirala sam ¢isto uzgojenu populaciju vrste E.
viridis razli¢itim dozama pesticida imazalila, u rasponu koncentracija od 0,1 nM do 750 pM,
tijekom 24 h tretmana. Iz pripremljene 1 mM radne otopine pesticida pripremljena su
razrjedenja od 1 mL prema Tablici 4. Razrjedenja su pripremljena na plocici sa 24 bunarica,

gdje su napravljene dvije replike svakog razrjedenja (Slika 13).
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Tablica 4. Priprema razlicitih koncentracija pesticida iz 1mM radne otopine unutar volumena

od 1 mL

KONCENTRACIJA VOLUMEN (1 mL)
kontrola 1 mL ¢iste kulture euglena
0,1 nM 10 pL radne otopine 3 + 990 pL euglena
1nM 100 pL radne otopine 3 + 900 pL euglena
10 nM (radna otopina 3) 5 uL radne topine 2 + 995 pL euglena
100 nM 50 pL radne otopine 2 + 950 pL euglena
2 UM (radna otopina 2) 2 UL radne otopine + 998 UL euglena
10 uM 10 pL radne otopine + 990 pL euglena
50 uM 50 pL radne otopine + 950 L euglena
100 uM 100 pL radne otopine + 900 pL euglena
200 uM 200 pL radne otopine + 800 pL euglena
250 uM 250 pL radne otopine + 750 uL euglena
300 uM 300 pL radne otopine + 700 pL euglena
350 uM 350 pL radne otopine + 650 uL euglena
400 uM 400 pL radne otopine + 600 pL euglena
450 uM 450 pL radne otopine + 550 pL euglena
500 uM 500 pL radne otopine + 500 uL euglena
550 uM 550 uL radne otopine + 450 uL euglena
600 uM 600 uL radne otopine + 400 pL euglena
650 uM 650 pL radne otopine + 350 uL euglena
700 uM 700 pL radne otopine + 300 uL euglena
750 uM 750 pL radne otopine + 250 uL euglena
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Slika 13. Plocica s 24 bunari¢a sa euglenama tretiranim razli¢itim dozama pesticida

Na svjetlosnom mikroskopu odredivala sam brojnost populacije prije i nakon tretmana, te
pokretljivost i oblik stanica unutar populacije 15 min nakon tretmana. Pokretljivost sam
odredivala kao normalnu, slabu i nepokretnost stanica, a oblik stanica kao oblik mrtvih,
smezuranih 1 zZivih stanica. Nakon zavrSenog 24h tretmana, sve uzorke sam pipetirala u Falcon

epruvete od 14 mL i centrifugirala 30 min na 15 000 rpm.

Nakon zavr$ene centrifuge, odlila sam supernatant iz svake epruvete i pospremila uzorke u

hladnjak na - 80°C za potrebe daljnjeg istrazivanja.

2.5 Odredivanje razine oksidativnog stresa unutar populacije

Razinu oksidativnog stresa unutar populacije odredila sam pomocu testova : LDH (laktat
dehidrogenaza), MTS ((3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-5-(3-karboksimetoksifenil)-2-(4- sulfofenil)-
2H-tetrazolijeva sol)) i SOD (superoksid dismutaza).
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2.5.1 LDH test

Prisutnu koli¢inu laktat dehidrogenaze mjerila sam pomocu Promeginog kita CytoTox 96
non-radioactive cytotoxicity assay. Ovaj kit kvantitativno mjeri koli¢inu enzima koji se
oslobada uslijed lize stanica. Oslobodeni enzim je prisutan u citoplazmi otprilike 9 h, te se
mjeri u kulturi pomoc¢u 30 minutnog enzimskog testa. Rezultat testa je promjena tetrazolijeve
soli ([2 (jod - fenil) - 3 (nitro - fenil) - 5 (feril) tetrazolijum klorid)], INT) uz stvaranje crveno
obojanog produkta (INT — formazan) (Slika 14.). Koli¢ina dobivenog obojenja proporcionalna

je broju liziranih stanica (Promega, 2016).

propusna

membrana
LDH
-
LDH
Laktat » Piruvat
NAD+ NADH
Formazan = INT
dijaforaza

Slika 14. Dobivanje obojenog produkta formazana pomocu oslobodenog LDH iz oStecenih
stanica uz laktat, NAD+ i INT kao supstrate u prisutnosti enzima dijaforaze (Preuzeto i

prilagodeno iz Promega, 2016)

Uzorci koji su bili podvrgnuti testu su prethodno homogenizirani. Smrznute uzorke iz
prethodnog pokusa izvadila sam iz frizidera i stavila na led, a zatim u svaku Ependorf
epruvetu uzorka dodala sam 300 pL pufera koji se sastoji od 50 mM PBS-a (fosfatni pufer) i
0,1 mM EDTA (etilendiamintetraoctena kiselina). Svaki uzorak je homogeniziran otprilike 45
sekundi pomocu ultrazvucéne sonde, a zatim centrifugiran 15 min na 15 000 rpm-a. Nakon

zavrSene centrifuge, supernatant je ispipetiran u nove oznacene epruvete.
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Svi potrebni reagensi za test su pripremljeni prema protokolu proizvodaca. Na plocCicu sa 96
bunari¢a stavila sam 50 pL uzorka i 50 puL reagensa, gdje je svaki uzorak imao svoj triplikat
(Slika 15.). Plocicu sam omotala aluminijskom folijom i inkubirala ju 45 min na sobnoj
temperaturi na mijesalici uz lagano mijeSanje. Rezultate sam ocitala nakon 9h inkubacije na

spektrofotometru mjereci valnu duljinu na 490 nm.

Slika 15. Plo¢ica s 96 bunari¢a nakon inkubacije uzoraka sa reagensom

2.5.2 MTS test

MTS test je kolorimetrijska metoda pomocu koje se odreduje broj zivih stanica u testovima
citotoksi¢nosti ili stani¢ne proliferacije. Kit proizvodata Promega CellTiter 96® AQueous
One Solution sadrzi reagens koji u svom sastavu sadrzi tetrazolijev spoj [3- (4,5-dimetiltiazol-
2-il) -5- (3-karboksimetoksifenil) -2- (4-sulfofenil) -2H-tetrazolijeva sol; MTS] i reagens za
prijenos elektrona (fenazin etosulfat, PES) koji odrzava kemijsku ravnotezu i omogucéuje da
se formira stabilan spoj pri povezivanju s MTS-om. U normalnim prirodnim uvjetima stanice
reduciraju tetrazolijev spoj (Owenov reagens) u obojani formazanski produkt koji je topiv u
stani¢nim medijima. Ova reakcija se odvija u prisutnosti NADPH ili NADH koju proizvode

enzimi dehidrogenaze u metabolicki aktivnim stanicama (Slika 16.) (Promega 2012).
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dehidrogenaza

supstrat / \ produkt

NAD+ NADH
S - PES-reduciran PES  QOM000M o
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MTS Formazan

Slika 16. Redukcija MTS-a u formazan (Preuzeto i prilagodeno iz Promega, 2003)

Na plocicu sa 96 bunari¢a stavila sam 100 uL homogeniziranog uzorka i 20 pL reagensa koji
je bio pripremljen prema uputama proizvodaca, gdje je svaki uzorak imao svoj triplikat (Slika
17.). Plo¢icu sam omotala aluminijskom folijom i inkubirala ju 45 min na sobnoj temperaturi
na mijeSalici uz lagano mijeSanje. Rezultate sam ocitala na spektrofotometru mjere¢i valnu

duljinu na 490 nm.

Slika 17. Plo¢ica s 96 bunaric¢a nakon inkubacije uzoraka s reagensom
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2. 5. 3 Superoksid dismutaza (SOD)

Jedan od najvazniji oksidativnih enzima-superoksid dismutaza (SOD) je metaloenzim koji
katalizira dismutaciju superoksidnog aniona (O27) u vodikov peroksid (H202) i molekularni
kisik (O2). Razvijene su mnoge direktne i indirektne metode odredivanja aktivnosti SOD-a, a
najcesce koristena je indirektna metoda koja koristi tetrazolijevu sol. U ovoj metodi,
pretvorbom ksantina 1 kisika pomoc¢u enzima ksantin oksidaze u uri¢nu kiselinu i vodikov
peroksid nastaju superoksidni ioni. Nastali superoksidni anion pretvara tetrazolijevu sol ili
citokrom ¢ u obojani formazanski produkt. Dodatkom SOD-a u reakciju smanjuje se koli¢ina
prisutnih slobodnih iona, pri ¢emu se takoder smanjuje i stopa nastanka obojanog produkta.
Stopa aktivnosti SOD-a u eksperimentalnim uvjetima odreduje se kao postotak inhibicije

brzine stvaranja formazanskog produkta (Slika 18.) (R&D Systems, 2017).

formazan

20,
(NBT-diformazan /
WST-1 formazan)

ksantin oksidaza
(XOD)

uricna | o /\A o tetrazolijeva sol

LR 2L2 20
kiselina 4 {NBT / WST-1)

ksantin + 0O,

v

inhibicija superoksid dismutaza
reakcije (300}

Oz* HzOz

Slika 18. Mehanizma djelovanja ksantin oksidaze, superoksid dismutaze i formiranja

obojenog formazanskog produkta (Preuzeto i prilagodeno iz R&D Systems, 2017)

Za potrebe istrazivanja pripremila sam 0,05 mM otopinu citokroma ¢ na nacin da sam 28,97
mg citokroma otopila u 190 mL pufera za SOD. Pufer za SOD sam pripremila na nacin da
sam pomijeSala 50 mM PBS s 0,1 mM EDTA. Zatim sam pripremila 1 mM otopinu ksantina
tako da sam 3 mg ksantina otopila u 19,74 mL 0,1 mM NaOH =zagrijavajué¢i otopinu na

magnetskoj mijesalici.
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Te dvije otopine sam pomijeSala zajedno u omjeru volumena citkrom:ksantin =10:1.
Reakcijsku smjesu ksantin oksidaze (XOD) sam pripremila tako Sto sam kupljeni enzim
razrijedila u destiliranoj vodi u ukupnom volumenu od 1 mL. Koli¢ina enzima ovisila je o
postizanju AA/min =~ 0,025; odnosno 1,5 U i 2,0 U/reakcijskoj smjesi (150 pL enzima + 850
pMLdH20; 200 pL enzima + 800 puL dH20) i ¢uvana je na ledu omotana aluminijskom folijom.

Aktivnost enzima mjerila sam spektrofotometrijski. U jednu plasticu kivetu pipetirala sam 2
mL dH.O i to mi je bila slijepa proba. Za postizanje AA/min = 0,025 napravila sam probna
mjerenja sa tri razli¢ita volumena reakcijske smjese ksantin oksidaze od 15, 20 1 25 puL koju
sam pomijesala u kivetu sa 25 uL dH20 i 1,45 mL smjese ksantina i citokroma. Promjenu

apsorbancije (AA) mjerila sam unutar tri minute na valnoj duljini od 550 nm.

Kad sam postigla AA/min = 0,025, krenula sam s mjerenjem aktivnosti svojih
homogeniziranih uzoraka koje sam drzala na ledu, te sam u kivetu dodala 25 uL uzorka, 1,45
mL smjese ksantina i citokroma, te enzim i mjerila apsorbanciju unutar tri minute na A= 550
nm. Metodologija pripreme kemikalija i mjerenja aktivnosti enzima preuzeta je iz Milisa i sur.
2017.

2. 5. 4 Dokazivanje slobodnih radikala u stanicama na fluorescencijskom mikroskopu

Za dokazivanje prisutnih slobodnih radikala unutar stanica euglena koristila sam dvije boje.
Dihidroksietidij (DHE) je boja koja reagira sa superoksidnim anionom i daje crveno obojenje.

Dihidrokloroflorescin (H2DCF) reagira sa vodikovim peroksidom i daje zeleno obojenje.

Boje sam otopila u HEPES mediju pH=7. Pripremila sam 1M radnu otopinu medija, te iz nje
pripremila 20 mM otopinu. U epruvetu sam pipetirala 5 pL jedne boje i dodala 995 pL 20
mM HEPES medija. Isti postupak sam ponovila i za drugu boju, te sam omotala epruvete u

aluminijsku foliju i drzala ih u hladnjaku.

Za potrebe pokusa pripremila sam 200 uM 1 400 uM doze imazalila sa Cistom kulturom
euglena u epruvetama od 1 mL koje sam drzala pod tretmanom 8,10 i 12 h. Prije pripreme
preparata za gledanje na mikroskopu, uzorke sam inkubirala s bojama 40 min u epruvetama
na nacin da sam pipetirala otopine doza i boja u omjeru 1:1 (15 pL uzorka 1 15 pL boje). Na
predmetno stakalce sam pipetirala 15 pL otopine uzorka i boje, pokrila predmetnim stakalcem
I gledala na fluorescencijskom mikroskopu, a dobivene fotografije sam slikala pomocu

Olympus kamere.
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3. REZULTATI

3. 1 Akutno izlaganje populacije Euglena viridis imazalilom, brojnost stanica i
LCso

Tablica 5. i Slika 19. prikazuju postotke smrtnosti populacije euglena u zatvorenoj
laboratorijskoj kulturi, tijekom 24 sata, pri razli¢itim koncentracijama imazalila. Tijekom 24
sata koncentracije imazalila u rasponu doza od 0,1 nM do 10 pM ne uzrokuje smrtnost
populacije. NOAEL doza imazalila za euglene, u ovom pokus mogla bi se pripisati 10uM
koncentraciji imazalila. LOAEL doza imazalila koja bi djelovala na populaciju euglena je
negdje izmedu 10 1 50 pM imazalila. Doze iznad 700 puM uzrokuju oko 90% smrtnosti

populacije, a sve doze iznad 750 UM uzrokuju smrt stanica.

Tablica 5. Broj stanica prije tretmana i nakon 24h tretmana razliitim koncentracijama

imazalila i postotak smrtnosti stanica

Nx10° | Nx10° %
pt t24 smrtnosti
0,1nM | 0,996 1,150 0,000
100nM | 1,375 1,396 0,000
2 um 0,977 1,130 0,000
10uM | 0,840 0,898 0,000
50uM | 2,383 1,992 16,394
100 uM | 4,938 2,467 50,027
300 uM | 7,500 3,594 52,083
350 uM | 6,250 3,203 48,750
500 uM | 3,652 1,094 70,053
550 uM | 5,781 1,719 70,270
600 uM | 6,563 1,819 72,286
700 uM | 5,000 0,391 92,188
750 uM | 1,270 0,000 | 100,000
N pt-broj stanica prije tretmana; N t24- broj stanica nakon 24 h tretmana; negativne

DOZA

vrijednosti smrtnosti-tj. kada se u kulturi poticao rast, su vrednovane kao 0
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Slika 19. Prezivljenje euglena u laboratorijskoj zatvorenoj kulturi i prikaz NOAEL, LOAEL i
LCso koncentracija imazalila za euglenu tijekom akutne 24 satne izlozenosti (Sve vrijednosti

koncentracija su uvrstene)

Tablica 6. Broj mrtvih stanica nakon 24h tretmana imazalilom, logaritam primjenjenih doza,

proporcija ovisnosti smrtnosti stanica o dozi (P), logaritam proporcije (logit(P)) i probit (P)

poza | ’; t1°4 1("“%’; . D'gg '\ | Nmx10° | Prop (P) | Logit(P) | Probit(P)
50uM | 2,383 1,992 1,699 0,391 0,164 | -1,629 4,022
100 uM | 4,938 2,467 2,000 2,470 0,500 0,001 5,001
300 uM | 7,500 3,594 2,477 3,906 0,521 0,083 5,052
500 uM | 3,65234 | 1,09375 2,699 2,559 0,701 0,850 5,526
550 uM | 5,78125 | 1,71875 2,740 4,063 0,703 0,860 5,532
600 UM | 65625 | 1,81875 2,778 4,744 0,723 0,959 5,591
700 uM 5 0,39062 2,845 4,609 0,922 2,468 6,418

N pt-broj stanica prije tretmana; N t24- broj stanica nakon 24 h tretmana; N m-broj mrtvih

stanica
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Slika 20. Linearizacija podataka ovisnosti proporcije smrtnosti o logaritmu

primjenjene doze pomocu: A) logaritma proporcije; B) probit funkcije

Proporciju ovisnosti smrtnosti stanica o primijenjenoj dozi pesticida izracunala sam na na¢in
da sam broj mrtvih stanica podijelila sa ukupnim brojem stanica koji sam dobila zbrojem

broja mrtvih i zivih stanica.

broj mrtvih stanica

Prop (P) =

broj mrtvih stanica+broj Zivih stanica
Za linearizaciju podataka upotrijebila sam Logit (P) funkciju gdje sam prirodno logaritmirala
(In) rezultat dobiven dijeljenjem proporcije sa 1- proporcija.

Prop (P}

Logit (P) =In 7550 Py

Sjeciste krivulje podataka sa x-0si predstavlja LCso vrijednost. Za dobivanje jednadzbe
krivulje posluzila sam se funkcijama slope (nagib krivulje) i intercept (odsjecak na y-0si), a

kao tocku sjecista sam uzela 0.
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Slope= SLOPE(Logit (P)(cijeli stupac vrijednosti; (Log C (cijeli stupac vrijednosti))
Intercept= INTERCEPT (Logit(P)(cijeli stupac vrijednosti; (Log C (cijeli stupac vrijednosti))
Test value=0

Test value (Probit)=5

Logaritam trazene doze 50 sam izracunala na nacin da sam od tocke sjecista (0) oduzela

vrijednost odsjecka na y-0si, te dobiveni rezultat podijelila sa vrijedno$¢u nagiba pravaca.

Test value—Intercept

Log DOZE =

Slope

Dobiveni rezultat sam antilogaritmirala kako bih dobila to¢nu koncentraciju doze.

Tablica 7 . Nagib pravca, odsjecak na y-o0si, vrijednosti logaritma doze i LCsg

Logit (P) Probit (P)
Nagib krivulje: 2,492 1,487
Odsjecak na y-osi: -5,623 1,645
Test vrijednost: 0,000 5
log DOZA: 2,257 2,257
LCso 180,605 180,6486

Probit funkciju od proporcije sam izraGunala na nacin da sam broju 5 dodala inverziju

normalne distribucije proporcije.
Probit (P)=5 + NORM.S.INV(Prop(P))

Na grafickom prikazu probit funkcije u ovisnosti o logaritmu doze, LCso vrijednost odgovara
vrijednosti 5 probit funkcije koje se nalazi na y-osi.

Iz oba graficka prikaza linearizacije podataka (Slika 20.) i izracuna (Tablica 7.), LCso doza
iznosi 180,605 puM.
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3. 2 Deskriptivan opis vijabilnosti populacije Euglena viridis

Tablica 8. Deskriptivan opis oblika stanica i pokretljivosti stanica prilikom tretmana

razli¢itim dozama pesticida

DOZA | MRTVE | SMEZURANE ZIVE NORMALNA | SLABA | NEPOKRETNE
K --- - +++ +++ - -
0,1 nM - --- +++ ++- +-- ++-
1nM --- - +++ ++- +-- ++-
10 nM - --- +++ ++- +-- ++-
100 nM - --- +++ ++- +-- ++-
2 uM - - +++ +4- +/--- ++-
10 uMm - --- +++ ++- +/--- ++-
50 pm +++ +++ +/- ---
100 uMm - --- +++ ++- --- ++-
200 uM - - +++ +++ +/--- +--
250 uM - --- +++ +++ +/--- +--
300 uM - --- +++ ++- +-- ++/--
350 uM - - +++ ++- +-- ++/--
400 M - --- +++ ++- +-- ++-
450 pMm --- --- +++ +4- ++- +++/-
500 uM -—- +/--- +++ +-- +++/- +++/-
550 uM +/--- +-- ++- +-- ++- +++
600 pM +-- ++- ++- +-- ++- +++
650 uM +-- ++- +/--- +/--- +++ +++
700 uM +-- ++- +/--- +/--- +/--- +++
750 pM +++ ++ --- --- . +++

Od nano molarnih pa sve do 500 uM koncentracije sve stanice su Zive i pesticide ne utjeCe na
njihovu vijabilnost. U rasponu doza od 550 uM imazalila pa sve do 700 uM povecava se broj
smezuranih i mrtvih stanica, te su kod doze od 750uM stanice ve¢inom mrtve, ali ima i dosta

smezuranih.

Od najmanjih nano molarnih pa sve do 500 uM koncentracije podjednak je broj normalno
pokretnih i nepokretnih stanica, a samo poneke stanice se slabije krecu vjerojatno kao
posljedica pocetnoga Soka djelovanja pesticida. Od 500 puM doze povecava se broj

nepokretnih stanica, gdje kod doze od 750 UM sve stanice su nepokretne.
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3. 3 Enzimska aktivnost

3. 3.1 MTS test izloZenosti vrste Euglena viridis pesticidu imazalilu

Tablica 9. i Slika 21. prikazuju vrijednosti apsorbancije izmjerene MTS testom pri razli¢itim
koncentracijama pesticida imazalila tijekom 24 sata izlozenosti. 1z eksperimentalnih podataka
vidljivo je da vijabilnost stanica pada kako se povecava primijenjena doza pesticida u odnosu
na kontrolu. Od nano molarnih pa do 50 uM koncentracije uocava se blagi porast vijabilnosti
u ovisnosti o dozi i to od R2 koeficijenta korelacije 0,5987. 50 uM koncentracija ima donekle
jednaku vijabilnost kao i kontrola. Medutim, od 50 uM do 750 uM koncentracije vijabilnost
stanica pada za 60% u odnosu na kontrolu skupinu Zivotinja i to od R2 koeficijenta korelacije

0,6282 sa porastom doze imazalila tijekom 24 sata izlozenosti (Slika 22.).

Tablica 9. Vrijednosti apsorbancije MTS testa pri razli¢itim dozama pesticida imazalila i

njihova srednja vrijednost + S.D.

koncentracija srednja koncnetracija srednja

imazalila vrijednost OD SD imazalila vrijednost OD SD
dH,0 0,035 10,007 250 uMm 0,138 +0,003
K 0,247 +0,009 300 pM 0,123 +0,008
0,1 nM 0,2 +0,009 350 uM 0,143 +0,004
1nM 0,205 10,001 400 uM 0,141 +0,003
10 nM 0,164 +0,029 450 uM 0,129 +0,003
100 nM 0,234 10,004 500 pM 0,126 +0,002
2 uM 0,197 +0,006 550 uM 0,136 +0,005
10 pM 0,208 +0,002 600 pM 0,12 +0,001
50 uM 0,267 10,016 650 pM 0,109 +0,002
100 uMm 0,161 +0,005 700 pM 0,114 +0,005
200 pM 0,182 +0,028 750 pM 0,095 +0,003
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Slika 21. Vrijednosti apsorbancije izmjerene MTS testom pri razli¢itim dozama pesticida
imazalila u rasponu od nanomolarnih do mikromoralnih vrijednosti, vrijednosti u stupcima

prikazani su kao srednja vrijednost + S.D.
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Slika 22. Korelacija koncentracije imazalila i vrijednosti MTS testa. A) korelacijski
koeficijenti u rasponu svih analiziranih koncentracija; B) nanomolarni rasponi koncentracija

imazalila do 50 uM koncentracije; C) rasponi koncentracije od 50 uM do 750 uM
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3. 3. 2 LDH test izloZenosti vrste Euglena viridis pesticidu imazalilu

Tablica 10. i Slika 23. prikazuju vrijednosti apsorbancije dobivene LDH testom kod razli¢itih
koncentracija pesticida imazalila tijekom 24 sata izloZenosti zatvorene laboratorijske kulture
euglena. 1z slike 23. vidljivo je da kod koncentracija od 50 pM i 400 UM se potice
metabolicka aktivnost enzima gdje se njegova aktivnost povecava za 50% u odnosu na
kontrolnu skupinu. Raspon nano molarnih do 10 uM koncentracija pokazuje slicnu aktivnost
enzima kao i kontrola.. U rasponu koncentracija od 50 do 350uM, te od 450 do 750 uM se
smanjuje aktivnost enzima za 40% u odnosu na aktivnosti 50 uM i 400 pM koncentracije.

Tablica 10. Vrijednosti apsorbancije LDH testa pri razli¢itim dozama pesticida imazalila i

njihova srednja vrijednost + S.D.

koncnetracija srednja koncnetracija srednja
imazalila vrijednost OD sD imazalila vrijednost OD SD
dH,O 0,045 10,002 250 uM 0,298 +0,300
K 0,219 10,090 300 uM 0,279 +0,276
1nM 0,263 10,204 350 uM 0,349 10,243
10 nM 0,241 10,064 400 uM 0,565 +0,021
100 nM 0,134 10,052 500 uM 0,366 +0,288
2 UM 0,132 10,067 550 uM 0,241 10,143
10 uM 0,250 10,120 600 uM 0,144 +0,091
50 uM 0,510 10,016
100 uM 0,357 10,011
200 pMm 0,274 +0,005
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Slika 23. Vrijednosti apsorbancije LDH testa pri razli¢itim dozama pesticida imazalila
tijekom 24 sata izlozenosti u rasponu koncentracija od 0.1 nM do 600 uM, vrijednosti u

stupcima prikazani su kao srednja vrijednost sa + S.D.
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Slika 24. Korelacija koncentracije imazalila i vrijednosti LDH testa. A) rasponi koncentracija

imazalila od 50 do 350 uM; C) rasponi koncentracija imazalila od 400 do 600 puM

Slika 24. prikazuje korelacijsku analizu opadanja aktivnosti enzima u LDH testu u izabranim
rasponima koncentracija.
aktivnosti LDH-a od R2 koeficijenta korelacije 0,4493 za raspon koncentracija od 50 do 350

uM koncentraija. Medutim, vrlo jaka povezanost opadanja aktivnosti enzima javlja se pri

y =-0,0005x +0,4506
R?=0,4493

50 100 150 200 250 300 350 400
koncentracija imazalila (50uM-350uM)

.
o
y=-0,0021x +1,4178 "'-.
RZ =0,9981
100 200 300 400 500 600 700

koncentracije imazalila (400puM-600pM)

Korelacijska analiza pokazuje vrlo slabu povezanost opadanja

veéim koncentracijama od 400 uM od R2 koeficijenta korelacije od 0,9981.
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3. 3. 3 Aktivnost enzima superoksid dismutaze (SOD) kod vrste Euglena viridis

Aktivnost glavnog antioksidativnog enzima superoksid dismutaze (SOD), prikazana kao %
inhibicije oksidacije citokroma ¢ sa superoksidnim anionom, pokazuje da je izlozenost
pesticidu imazalilu inducirala aktivnost SOD-a.. Kontrola i nano molarne koncentracije bliske
kontroli pokazuju sli¢ne vrijednosti aktivnosti enzima. Od 2 pM koncentracije povecava se

aktivnost enzima u odnosu na kontrolu za otprilike 50% (Slika 24.).

Takva povecana aktivnost enzima ostaje ista sve do 650 uM koncentracije gdje naglo raste

kod koncentracije od 750 uM gdje se uocava i do 4 puta veca aktivnost s obzirom na kontrolu.

Tablica 11. Vrijednosti apsorbancije pri razliitim koncentracijama pesticida imazalila i

postotak inhibicije citokroma c

Uzorci AA %
(3x) inhibicije
K 0,022 11,565
0,1 nM 0,023 6,531
1nM 0,024 3,265
10 nM 0,023 8,163
2uM 0,019 22,449
50puM 0,019 18,376
100uM 0,020 14,957
200puM 0,018 24,359
300puM 0,020 18,776
350uM 0,020 19,592
450pM 0,021 15,510
500puM 0,020 17,959
550uM 0,021 14,286
650uM 0,021 14,286
750uM 0,014 40,598
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Slika 25. Postotak inhibicije reakcije oksidiranja citokroma c izmjerenog SOD testom pri

razli¢itim dozama pesticida imazalila u rasponu koncentracija od 0,1 nM do 750 uM
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Slika 26. Korelacijski graf postotka inhibicije SOD-a nakon 24 satne izloZzenosti zatvorene
kulture euglena pesticidu imazalilu

Korelacijska analiza (Slika 26.) pokazuje vrlo slabu povezanost rasta postotka inhibicije

enzima od R2 koeficijentom korelacije 0,2903 sa porastom doze imazalila tijekom 24 sata

1zloZenosti.
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3. 3. 4 Brojnost vrste Euglena viridis u zatvorenoj laboratorijskoj populaciji i trovanja

tijekom 18 dana izloZenosti pesticidu imazalilu

Tablica 12. i Slika 26. prikazuju dinamiku brojnosti populacije E.viridis od 0-18 dana
izlaganja pesticida imazalila. Normalna dinamika brojnosti kontrolne skupine koja nije
izlozena pesticidu pokazuje da nakon nasadivanja pocetnog broja 1x10* stanica, postoji
eksponencijalni rast do 4. dana. U kontroli dolazi do blagog opadanja od 16% tijekom 5. i 6.
dana. Ovakva oscilacija se ponavlja do 12. dana pokusa kada se populacija ustali od 12.-15.
dana, ali iza 15. dana uslijedi finalno opadanje broja stanica. To je normalna dinamika

populacije u zatvorenoj kulturi.

Imazalil u koncentraciji od 50 uM na populaciju djeluje nacin da stimulira naglo povecanje
broja stanica do 4. dana. Medutim, oko 7. dana populacija dozivljava izravni pad broja stanica

do 14 dana kada se uspostavlja normalna ravnoteza pocetnog broja stanica.

Koncentracija od 100 uM imazalila uzrokuje po€etno opadanje broja stanica do 2. dana. Od 2.
do 6. dana uocava se porast broja stanica u populaciji koji nije jednak kao u 50 uM skupini,

ali se uocava ista dinamika kretanja broja stanica.
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Tablica 12. Srednje vrijednosti broja stanica u kontrolnoj populaciji koja nije bila izloZzena

imazalilu i tretmanima sa 50 puM, 100 uM i 200 puM koncentracijama imazalila tijekom 18

dana tretmana pesticidom.

Koncentracija imazalila

DAN | Kontrola 50 M 100 uwm 200 pM
sred. sred. sred. sred.
vrijed. vrijed. vrijed. vrijed.
N x 10* N x 10* N x 10* N x 10*
stanica S.D stanica S.D stanica S.D stanica S.D
0 1,042 + 0,840 1,367 +0,829 0,879 +0,967 0,879 +0,293
5 1,615 +1,048 12,191 | + 15,860 0,586 +0,829 1,563 +0,391
A 2,096 +1,201 2,539 +0,276 1,953 +1,933 2,246 +0,488
6 2,239 + 0,960 3,320 +1,657 4,102 + 4,143 1,465 +0,488
g 1,927 +1,615 0,977 +1,381 2,051 + 0,690 1,954 +1,563
10 1,810 +0,751 0,391 +0,552 1,172 +1,657 1,172 +0,391
1 1,628 +1,004 0,977 + 0,690 0,879 + 0,690 2,149 +0,196
14 1,750 +1,710 1,758 + 0,000 0,781 + 0,000 2,345 + 0,000
16 0,768 +1,031 1,758 + 0,000 1,563 + 0,000 1,953 + 0,000
18 1,693 + 0,000 1,953 + 0,000 2,344 + 0,000 1,563 + 0,000

N- broj stanica; S.D.-standardna devijacija; n.m.- niije mjereno
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Slika 26.

Indeks promjene broja stanica u kontroli koja nije bila izloZzena imazalilu i

tretmanima sa 50 uM, 100 uM i 200 uM koncentracijama imazalila tijekom 18 dana tretmana

pesticidom

3. 4 Fluorescencijsko-mikroskopska detekcija intracelularne razine slobodnih

radikala superoksidnog aniona fluorescentnom bojom DHE i razine vodikovog

peroksida bojom H.DCF kod vrste Euglena viridis pri razli¢itim koncentracijama

pesticida imazalila tijekom 4 sata izloZenosti

Mikrografije euglene iz kontrolne skupine i nakon 4 sata izlozenosti imazalilu (200 puM).

prikazane su na Slici 25. Prvi red prikazuje blagi porast intenziteta fluorescencije boje DHE

koja ukazuje na blago poveéanje koli¢ine superoksidnog aniona. U drugom redu uocava se

vrlo intenzivno pojacanje zelene fluorescencije koja je karakteristi¢na za reakciju boje Ho.DCF

I unutarstani¢nog vodikovog peroksida koji se nakuplja pri pojacanom oksidativnom stresu. U

tre¢em redu prikazane su pozitivne kontrole, odnosno stanice tretirane formalinom (1uM), sto

je standardna toksic¢na tvar za izazivanje povecanog oksidativnog stresa unutar stanica.
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Slika 27. VIS i Fluorescentna mikroskopske slike stanica euglena obojanih vitalnim bojama
DHE i H2DCF.
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4. RASPRAVA

Pri akutnim koncentracijama, tijekom 24 sata, imazalil u rasponu doza od 0,1 nM do 10 uM
ne uzrokuje smrtnost populacije. NOAEL doza imazalila za euglene u ovom pokusu mogla bi
se pripisati 10 uM koncentraciji. LOAEL doza imazalila koja bi djelovala na populaciju
euglena je 50 uM. Sve doze iznad 750 uM imazalila uzrokuju smrt stanica. U literaturnim
izvorima ne postoje podaci u 0 NOAEL, LOAEL i LCsp koncentracijama za ovaj pesticid na
istrazivanoj vrsti E. viridis, stoga prilikom izrade raznih modela simulacija mogucéeg utjecaja
rezidualnog pesticida imazalila u prirodi, ovi podaci mogu biti od vrlo velike vaznosti.
Mozemo pretpostaviti da primjenom pesticida u koncentraciji visoj od 700 UM u prirodi moze

dovesti do nestanka populacije euglena na nekom stanistu.

Manje doze imazalila ne utjeCu na samu vijabilnost stanica, ali uzrokuju promjene u
pokretljivosti stanica. Prilikom tretiranja dozama u rasponu koncentracija od 0,1 nM do 100
UM pola stanica postaje nepokretnima, a pojedine pokazuju slabu pokretljivost uslijed
pocetnoga Soka nastalog djelovanjem pesticida. Primjenom vecih doza pesticida, iznad 500
MM, dolazi i do promjena u vijabilnosti i pokretljivosti stanica. Poveéava se broj mrtvih i
nepokretnih stanica, a pojavljuju se i smezurane, odnosno kontrahirane stanice. Takav oblik
stanica je znak Soka i1 javlja se kao odgovor na povecane koncentracije oneciS¢ivaca,
kemijskih ili fizickih stresora kod vrsta iz roda Euglena (Azizullah i sur.. 2010; Conforti
1998; Mikolajczyk i Diehn 1978; Murray 1981; Takenaka i sur., 1997).

Imazalil osim na ponasanje 1 morfologiju stanica, utjee 1 na njihovu metabolicku aktivnost.
Rezultati dobiveni MTS testom pokazuju da u rasponu koncentracija imazalila od 50 uM do
750 UM pada aktivnost MTS enzima za 60% u odnosu na kontrolu skupinu organizama.
Korelacijska analiza pokazuje povezanost opadanja aktivnosti MTS-a u navedenom rasponu
koncentracija od R2 koeficijenta korelacije 0,72444, te je izravno povezana i reciprona sa

porastom doze, odnosno okoli$ne koncentracije imazalila u kulturi E. viridis.

Aktivnost enzima LDH se poti¢e kod koncentracija od 50 puM i 400 pM i to ¢ak za 50% u
odnosu na kontrolnu skupinu, dok ostale koncentracije u rasponu pokazuju sli¢nu aktivnost

kao i kontrolna. Prema rezultatima enzim LDH nije osjetljiv na pesticid imazalil.
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Ukupni metabolizam piruvata i laktata u stanici euglena nije povezan sa porastom doze jer
veéina stanica pokazuje normalnu metabolicku aktivnost enzima kao i u kontroli. Rezistentne
stanice u kulturi pokazuju povecanu aktivnost enzima kao odgovor na stres i imaju tendenciju
razmnoZzavanja i naglog povecanja broja stanica u populaciji do 4. dana. Ipak, odredena razina
stresa je prisutna u stanicama jer redukciju metaboli¢ke aktivnosti MTS testom moZemo
povezati sa ¢injenicom da energija koja je potrebna za pokretanje i kontrakciju fibrila dolazi
od ATP-a koji se proizvodi u mitohondrijima kinetosoma, a nepokretnost stanica vidljiva je i

pri malim dozama pesticida.

Prilikom ekstrapolacije ovakvih rezultata o ukupnoj populaciji u kojoj je prisutna redukcija
MTS enzima od 60% i pojacanu aktivnost LDH enzima na ekosustave kopnenih voda,
mozemo re¢i da je ovo vazan podatak koji govori da prisutnost imazalila u okolisu ili
ekosustavima ima moguc¢nost redukcije odredene stope metabolicke izmjene tvari i ukupnog
protoka energije, kao i bioloske produkcije na odredenoj trofickoj razini ili ekoloskoj nisi koju
zauzima E. viridis u prirodi. Povecanje metaboli¢ki vaznog enzima LDH je popraceno sa
uoCenim povecanjem broja stanica u populaciji tijekom nekoliko dana. OCcito je da za
intenzivnu diobu stanica se mora povecati stopa metabolizma. S povecanjem broja stanica

nastalih diobom raste i koli¢ina enzima u istraZzivanom uzorku.

Cini se da rezultati ukazuju da je poremecaj redoks ravnoteZe uslijed poremecaja metabolizma
i biokemijskih reakcija unutar stanice uzrokovao intracelularni oksidacijski stres.

Naime, blagi porast intenziteta fluorescencije boje DHE ukazuje na blago povecanje koli¢ine
superosksidnog aniona. U trecem redu uocava se vrlo intenzivno pojacanje zelene
fluorescencije koja je karakteristicna za reakciju boje H2DCF i unutarstani¢nog vodikovog

peroksida koji se nakuplja pri poja¢anom oksidativnom stresu.

Poremecaj metabolizma (temeljem MTS testa) indirektno prati i promjena unutarstani¢ne
redoks ravnoteze biokemijskih reakcija. Blagi porast intenziteta fluorescencije boje DHE koja
ukazuje na blago povecanje koli¢ine superoskidnog aniona. Medutim, unutar stanica (pri dozi
od 200 pM) dolazi do intenzivnog stvaranja unutarstanicnog vodikovog peroksida. I povecana
aktivnost enzima SOD, priblizno 2-2.5 puta vise u odnosu na kontrolnu skupinu sto ukazuje

da su stanice pod oksidativnim stresom.
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Povecanjem koncentracije imazalila iznad 200 uM, aktivnost enzima Se inducirala za
priblizno 2-2,5 puta u odnosu na kontrolnu skupinu. Jedan od zajednickih mehanizama
toksi¢nosti razlic¢itih ksenobiotika je i1 oksidacijski stres koji se javlja kao posljedica
poremecene metabolicke redoks ravnoteze energetskih reakcija (Garza et al., 2008; Hu et al.
2015). Jednostani¢ni organizam E. viridis je dobar bioindikatorski modelni organizam zbog
svoje osjetljivosti na promjene u okolisu. Osim ove vrste i drugi pripadnici roda Euglena,
poput vrste E. gracilis, pokazali su dobar bioindikatorski potencijal u nekim toksikoloskim
studijima (Hu i sur., 2015). Ahme i Rodrigues (2013) su identificiraali znatno vecu
proizvodnju slobodnih kisikovih radikala (ROS) u uzorcima otpadnih voda koje sadrze
razli¢ite mjesavine otrovnih tvari. Hu i sur. (2015) pokazali su da parametri oksidacijskog
stresa, poput razine MDA tj. lipidne peroksidacije, u stanicama E. gracilis nakon 10 dnevne
izlozenosti grafenovu oksidu imaju izravnu vezu sa povecanjem doze. Aktivnosti katalaze
(CAT) i superoksidne dismutaze (SOD) E. gracilis bili su znac¢ajno (P <0,01) inducirani u
usporedbi s kontrolom ve¢ pri nizim koncentracijama istrazivanih. Odnosno, usporedujuci
nase rezultate, moze se re¢i da je sliCan nacin poremecaja najfinije biokemijske redoks
ravnoteze uslijedio odmah pri dodiru sa imazalilom, i u manjim dozama Kkoji ne uzrokuju
smrtnost, ve¢ ¢ak djeluju stimulativno na razmnozavanje stanica, ali se indukcija enzima
povecava u populacijama i koncentracijama gdje je jedan dio stanica ve¢ odumro, §to bismo
mogli protumaciti da stanice koje su prezivjele imaju vecu sposobnost indukcije
antioksidativne obrane, i kao takve zaostaju, dijele se i samim time u svakom slijedecem
mjerenju uzrokuju povecanje koli¢ine antioksidativnih enzima (u ovom slu¢aju SOD-a).

U literaturi u¢inci pesticida na vrste roda Euglena, pokazali su se ja¢ima kod kratkotrajnog
negoli kod dugotrajnog izlaganja vrste pesticidima. Stopa rasta vrste znacajnije je opala kod
koncentracije karbofurnana od 50 mg/L dok prisutnost malationa pri svim ispitivanim
koncentracijama nije utjecala na rast populacije. Rezultati dugoro¢nog izlaganja vrste
pesticidima su pokazali da navedeni pesticidi negativno utjeCu na oblik stanice, brzinu

kretanja, pokretljivost, orijentaciju vrste te proces fotosinteze (Azilullah, 2011).

Literaturni izvori govore da manje koncentracije organskih spojeva mogu inducirati rast
populacije i da se stanice mogu oporaviti unutar 48 — 72 sata. Kod koncentracija od 5 puM ili
vise dolazi do opadanja rasta populacije 1 nakon tih koncentracija stanice se viSe nisu u stanju
oporaviti te dolazi do gubitka boje, odnosno kloroplasta. Tretiranje stanica visokim
koncentracijama (3 uM i 5 uM) uzrokuje 95% smrtnosti stanica nakon 24 sata, zabiljezene su

granulirane i abnormalne stanice, te promjene u obliku i boji stanica (Peng i sur., 2015).
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Neki radovi govore kako i male koncentracije od 1 ili 10 ppm odredenih pesticida mogu
negativno djelovati na populaciju vrste prvih 24 h izlozenosti, ali pri izloZzenosti duzoj od 24h
dolazi do znacajnog smanjenja gustoce populacije pri svim ispitivanim koncentracijama (Rao
i sur., 2007; Hikal i sur., 2015).

Sliéno sa navedenim literaturnim izvorima je uofeno 1 u ovom radu jer rezultati
populacijske dinamike tijekom 18 dana govore o logaritamskom rastu kontrolne populacije
koja pocinje blago oscilirati nakon 4. dana, ali odrzava stalno ravnotezno stanje sve do 16.

dana kada pocinje propadati.
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5. ZAKLJUCAK

Pri akutnim koncentracijama, tijekom 24 satne izlozenosti pesticidu imazalilu, raspon
koncentracija od 0,1 nM do 10 pM ne uzrokuje smrtnost populacije. NOAEL
koncentracija imazalila koja ne uzrokuje smrt stanica u populaciji je 10 pM.
LOAEL doza imazalila koja bi djelovala na populaciju euglena je 50 UM, a pri kojoj
se uoCavaju prvi postotci smrtnosti stanica u populaciji. LCsp doza imazalila za
populaciju euglena je 180 puM. Sve doze iznad 700 puM imazalila uzrokuju 90-100 %

smrtosti euglena u populaciji.

Pri niskim koncentracijama imazalila dolazi do promjena u kretanju stanica, 50%
organizama u populaciji postaje nepokretnim, a poneki su slabo pokretni. Pri dozama
vis§im od 500 uM imazalila dolazi do promjena u vijabilnosti stanica, a vec¢ina stanica

se smezurala pri dozama veé¢im od 600 pM.

Metabolizam eugleninih stanica je poremecen za 60% kod doza imazalila ve¢ih od 50
UM, jer je blokirana aktivnost enzima MTS-a. Medutim, aktivnost enzima LDH pri
50 pM i 400uM koncentracijama imazalila je potaknuta za 50 %, a ostale

koncentracije u rasponu pokazuju normalnu aktivnost enzima.

Poremecaj metabolizma (temeljem MTS testa) indirektno prati i promjena
unutarstanicne redoks ravnoteZe biokemijskih reakcija. Blagi porast intenziteta
fluorescencije boje DHE ukazuje na blago povecanje koli¢ine superoskidnog aniona.
Unutar stanica (pri dozi od 200 puM imazalila) dolazi do intenzivnog stvaranja
unutarstani¢nog vodikovog peroksida. Povecana aktivnost enzima SOD, priblizno 2-
2,5 puta vise u odnosu na kontrolnu skupinu, ukazuje da su stanice pod pojacanim

oksidativnim stresom.

Primjenom niskih koncentracija pesticida imazalila na vrstu E. viridis ne dolazi do promjena u

vijabilnosti stanica, vidljive su promjene u pokretljivosti, a pri visim dozama pesticida dolazi

do smrtnosti stanica. Pesticid imazalil negativno utjeCe na metabolicku aktivnost i

unutarstani¢nu redoks ravnotezu biokemijskih reakcija. Metaboli¢ki vazan enzim LDH nije

osjetljiv na pesticid, stovise njegova aktivnost se poti¢e primjenom pesticida. Imazalil izaziva

oksidativni stres u stanicama. Pod povecanim stresom, organizmi stvaraju vodikov peroksid, a

povecane su i koli¢ine superoksidnog aniona unutar stanica.
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