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1. UVOD
1.1. Pesticidi u tlu

Osnovna potreba CovjeCanstva je osigurati dovoljne koli¢ine hrane. Proizvodnja hrane
suocena je s brojnim izazovima, a jedan od glavnih izazova je brzorastu¢a populacija ljudi i
smanjenje obradive zemlje (Walker i sur., 2001). Tlo je dinamican i jedinstven sustav u prirodi,
staniSte je brojnim organizmima te zbog svog sastava zadrzava korisne tvari, ali isto tako i
Stetne tvari poput pesticida (De Silva i sur., 2008).

Pesticidi su kemikalije koje odbijaju, reguliraju ili ubijaju Stetne organizme. Postoji
velik broj pesticida, a najcesce se prema namjeni dijele na: insekticide, koji sluZze za suzbijanje
kukaca; herbicide, koji sluze za suzbijanje trava i1 korova; fungicide, koji djeluju u suzbijanju
gljivica (Huseth i sur., 2015). Medutim, osim pozitivnih u¢inaka pesticida u suzbijanju ciljnih
organizama, odnosno $tetocina, takoder imaju i negativne ucinke, prvenstveno na kvalitetu tlu
i neciljne organizme (Wang i sur., 2016).

Povecana potraznja hrane =zahtijeva poboljSanje poljoprivrednih aktivnosti i
optimizaciju proizvodnje kako bi se smanjile bolesti usjeva poput onih uzrokovanih gljivicama
(Hirooka 1 Ishii, 2013). Fungicidi su tvari ¢ija je svrha uniStavanje ili kontroliranje gljivicnih
infekcija. Brojni organski, ali i anorganski spojevi djeluju kao fungicidi u zastiti poljoprivrednih
vrsta i koriste se za sprjecavanje ili suzbijanje gljivicne infekcije biljaka (Caballero 1 sur., 2003).
Fungicidi su treéa najéesce koristena skupina kemikalija (Grube i sur., 2006). Siroko su
rasprostranjeni u agrikulturi u zastiti voca 1 povrca, ukrasnih biljaka, drveca, usjeva i zitarica
(Walker i sur., 2001). Cesto se koriste profilakti¢ki, odnosno u svrhu sprje¢avanja oboljenja te
se koriste nekoliko puta u sezoni ovisno o stanju i vrsti usjeva, ¢ime se povecava rizik od

kroni¢nog izlaganja neciljnih organizma (Reilly i sur., 2012).

1.2. Pyrus 400 SC

Pyrus 400 SC je preventivni i kurativni fungicid koji je ucinkovit u suzbijanju sive
plijesni u vinogradarstvu, cvjecarstvu, vocarstvu i povrtlarstvu. Otporan je na ispiranje kiSom
te je dozvoljen za amatersku upotrebu. Pyrus je jedini botriticid na trziStu s izrazenim plinovitim
djelovanjem (Web 2). Botriticidi su specifi¢ni fungicidi za suzbijanje vrste Botrytis cinerea
(Ivancan, 2009). Za razliku od ostalih fungicida, Pyrus ima produljeno djelovanje na uzro¢nike

bolesti putem plinovite faze. pH vrijednost fungicida je 7.3 (Web 1). U sastavu je glavna aktivna
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tvar pirimetanil, koncentracije 400 g/L (Web 2). Pirimetanil se koristi za suzbijanje sljede¢ih
bolesti: Alternaria spp., Botrytis cinerea, Cercospora spp., Cladosporium spp., Colletotrichum
spp., Monilia spp., Mycosphaerella spp., Penicillium spp., Venturia spp (Web 1).

1.3. Pirimetanil

Pirimetanil (N-(4,6-dimetilpirimidin-2-il)-anilin) pripada skupini anilinopirimidina
(Fritz 1 sur., 1996). Anilinopirimidini su kemijska skupina fungicida vrlo u¢inkovita u borbi
protiv Sirokog raspona gljivica te imaju nisku toksicnost (Gupta, 2014). Nisu genotoksi¢ni niti
su karcinogeni (Waechter i sur., 2010).

Fungicidi, ¢ija je glavna aktivna tvar pirimetanil, jedni su od najcesce koristenih u
vinogradima Europe (Navarro i sur., 2000). Kemijske i toksikoloSke karakteristike pirimetanila
prikazane su u Tablici 1. Pirimetanil inhibira izlu¢ivanje gljiviénih enzima koji uzrokuju
infekciju. Djeluje na nacin da brzo prodire u kutikulu 1 sprjecava degradaciju i probavljanje
biljnog tkiva te na taj nacin sprjecava razvoj bolesti (EFSA Scientific Report 2006). Milling i
Richardson (1995) dokazali su da pirimetanil inhibira izlu¢ivanje ekstracelularnih enzima kod
vrste Botrytis cinerea te je na koncentracijama pirimetanila na kojima ne dolazi do inhibicije
rasta zabiljeZena smanjena aktivnost mjerenih enzima: poligalakturonaze, celulaze, proteinaze
i lakaze. Pirimetanil nema sposobnost bioakumulacije, oralna apsorpcija je brza te brzo dolazi
do njegove ekskrecije. ZabiljeZeno je da pirimetanil ima nisku akutnu toksi¢nost te da ne dovodi
do iritacije oka 1 koZe. Nema dostupnih podataka o mutagenom, genotoksi¢nom ili
karcinogenom utjecaju pirimetanila. Takoder, pirimetanil nije teratogen, nema Stetne ucinke na
reprodukciju 1 nije neurotoksi¢an (EFSA Scientific Report, 2006). Fungicidi iz skupine
anilinopirimidina, ukljucujuéi pirimetamil, sprjecavaju izlu¢ivanje hidrolitickih enzima gljivica
poput proteaza, lipaza i enzima koji razgraduju stani¢nu stijenku poput pektinaza, kutinaza i
celulaza (Milling and Richardson, 1995). U tlu u tamnim aerobnim uvjetima zadrzavanje
pirimetanila je srednje do umjereno. Pirimetanil se ne smatra toksicnim kratkorocno niti
dugorocno za ptice koje ¢e boraviti u podrucju tretiranom ovim fungicidom ili ¢e konzumirati
tretirano voce. Najveca je stopa rizika odmah nakon tretmana te se vremenom smanjuje. U
konacnici, 1 za ptice i za sisavce, pirimetanil se smatra niskotoksi¢nim. Akutna toksi¢nost
pirimetanila za gujavice smatra se niskom. SadrZaj pirimetanila u reprezentativnoj formulaciji

je 400 g/L (cist1) (EFSA Scientific Report, 2006).



Tablica 1. Kemijske i toksikoloske karakteristike pirimetanila (EFSA Scientific Report, 2006).

Naziv kemikalije
(IUPAC)

N-(4, 6-dimetilpirimidin-2-il)-
anilin

4, 6-dimetil-N-fenil-2-

Naziv kemikalije (CA) pirimidinamin
Molekularna formula C12H13N3
Molekularna masa 199.28 g/mol

Strukturalna formula

Temperatura raspada

189.54 - 344.74 °C

Zapaljivost

Nije zapaljivo

Eksplozivna svojstva

Nije eksplozivno

Iritacija koze

Nije iritirajuce

Iritacija oka

Nije iritirajuce

Genotoksi¢nost

Nema podataka

Vrijeme degradacije u

vodi VDso voda 9 - 24 dana
VDgy voda 70 - 99 dana
V Dso ekosustav 40 -121 dan
V Dy ekosustav 134 dana

Toksi¢nost za vodene
organizme

Oncorhynchus mykiss

LCso (96 h): 10.56 mg/L

Daphnia sp.

ECso (96 h): 2.9 mg/L

Daphnia magna

NOEC (21 d): 0.94 mg/L

Chironomus riparius

NOEC (28 d): 4.0 mg/L




1.4. Biologija gujavica

Gujavice pripadaju koljenu Annelida, razredu Clitellata i podrazredu Oligochaeta
(Kooch i Jalilvand, 2008). Tijelo gujavica je mekano te je izvana i iznutra jasno koluti¢avo. Na
prednjem dijelu tijela nalazi se prostomij ili akron. Akron se ne smatra kolutiem, ved
izbo¢inom jer u njemu ne postoji celom (Habdija i sur., 2004). Tijelo gujavica je izduzeno,
cilindri¢no i mekano (Kooch 1 Jalilvand, 2008). Obavijeno je jednoslojnom epidermom koja je
pokrivena albuminoznom kutikulom koja je vrlo tanka, ali otporna. Epiderma je opskrbljena
zljezdanim stanicama, a ispod epiderme nalaze se prstenasti, uzduZzni i kosi misi¢i. Celom je
tjelesna Supljina koja ima koluticav raspored. Svakom koluticu odgovara lijeva i desna
celomska vrecica ispunjena teku¢inom koja ima funkciju hidroskeleta i sluzi kao oslonac
prstenastim i uzduznim misi¢ima tijekom kretanja. Redovi viSe ili manje uoc€ljivih Cetina na
tijelu nalaze se postrance i trbusno (Habdija i sur., 2004). Na svakom segmentu nalazi se Cetiri
para Getina koje osiguravaju kretanje (Kooch i Jalilvand, 2008). Ziv&ani sustav je ljestvidast. U
svakom koluti¢u na trbusnoj strani nalazi se po jedan par ziv€anih ganglija koji su medusobno
povezani konektivama tako da imaju ljestvicast raspored (Habdija 1 sur., 2004). Gujavice
izluCuju sekret koji osigurava konstantnu vlagu tijela. lako nemaju posebne organe za vid, sluh
ili olfaktorne organe, imaju specificne senzorne stanice duz tijela (Gajalakshmi i Abbasi, 2004).
Gujavice su zivotinje bilateralne simetrije (Kooch i Jalilvand, 2008). Hermafroditi su, odnosno
mladih i odraslih gujavica je pojava pojasa ili kliteluma (eng. clitellum) u odraslih jedinki.
Klitelum je zadebljala epiderma koja se nalazi ispod anteriornih koluti¢a (Gajalakshmi i Abbasi,
2004). Gujavice se najceSce hrane raspadnutom organskom tvari u tlu, ali 1 liS¢em ili drugim
biljnim materijalom na povrSini (Kooch i Jalilvand, 2008). Nalazimo ih u svim dijelovima
svijeta, a izuzetak su pustinje, podruéja vje¢nog snijega i leda, planine te podrucja bez tla i
vegetacije (Gajalakshmi i Abbasi, 2004).

Smatra se da su gujavice evoluirale prije 570 milijuna godina (Sathe, 2004). Kooch i
Jalilvand (2008) navode podatak da postoji ukupno 3627 vrsta gujavica u svijetu. Bouche

(1977) je gujavice klasificirao u 3 kategorije s obzirom na ekolosku distribuciju u tlu (Slika 1):

A) Epigejne gujavice:
Karakterizira ih mala veli¢ina, tamno obojenje, vrlo dobra pokretljivost i otpornost na
promjene temperature. Nalazimo ih ispod biljnih ostataka i iznad mineralnog sloja tla.

Nemaju znafajnu ulogu u stvaranju humusa, ali imaju vaznu ulogu u
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vermikompostiranju. S obzirom da se nalaze blizu povrSine tla, nemaju vaznu ulogu u
kopanju tunela i stvaranju makropora. Predstavnici epigejnih gujavica su: Eisenia fetida,

Dendrobaena rubida, Perionyx excavatus i Eudrilus eugeniae.

B) Aneci¢ne gujavice:
Karakterizira ih pigmentiranost samo na prednjem i straznjem dijelu tijela. Velike su i
veéinom su fitofagi. Imaju vaznu ulogu u mijesanju nutrijenata iz dubljih slojeva tla s
povrsinskim slojem. Nalazimo ih u mineralnom sloju tla do 3 m dubine i kopaju
dugacke, vertikalne tunele u tlu. Glavni predstavnici su: Lampito mauritii, Aporrectodea
longa i Lumbricus terrestris.

C) Endogejne gujavice:
Karakterizira ih slaba pigmentacija, a mogu biti velike ili male veli¢ine. Nalazimo ih u
mineralnom i organskom sloju tla, najces¢e na dubini 10-15 cm. Tuneli nisu vertikalno
orijentirani, nisu dugacki i nemaju velik promjer poput tunela koje kopaju aneci¢ne
gujavice. Predstavnici endogejnih gujavica su: Metaphire posthuma, Octochaetona

thurstoni, Allolobophora calignosa, Aporrectodea rosea i Octolaseon cynaeum.
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Slika 1. Prikaz 3 kategorije gujavica s obzirom na ekolosku distribuciju u tlu.
(Izvor: Web 3)



Lee (1985) je klasificirao gujavice u 2 kategorije s obzirom na nacin hranjenja:

A) Detritivorne gujavice:
Hrane se biljnim ostacima, mrtvim korijenjem ili otpadom sisavaca na povrsini tla ili
blizu povrsine. Predstavnici su: Eisenia fetida, Lampito mauritii, Perionyx excavatus i

Eudrilus eugeniae.

B) Geofagne gujavice:
Hrane se u dubljim slojevima tla, a probavljaju tlo bogato organskom tvari. Predstavnici

su: M. posthuma i Octochaetona thurstoni.

1.5. Gujavice kao inZenjeri ekosustava

InZenjeri ekosustava su organizmi koji direktno ili indirektno mijenjaju dostupnost
resursa za sebe, ali i za druge vrste (Jones i sur., 1994). Zbog svojih aktivnosti i utjecaja na
ekosustav tla, gujavice se smatraju inZenjerima ekosustava (Jones i sur., 1994). Gujavice su
detritivorni organizmi koji povecavaju bioraspolozivost nutrijenata za biljke (Rorat i
Vandenbulcke, 2019), te utjecu na dinamiku organske tvari i mikrobiolosku zajednicu (Edwards
i Bohlen, 1996). Uz pomo¢ mutualistickog odnosa s mikroflorom tla, probavljaju i pretvaraju
nisko kvalitetnu organsku tvar u produkte bogate nutrijentima (Singh i sur., 2014). U probavilu
sadrze brojne endogene i egzogene enzime pomocu kojih se organski minerali prevode u
spojeve lako dostupne biljkama (Suthar, 2012).

Gujavice zauzimaju 60-80% ukupne Zivotinjske biomase u tlu (Wang i sur., 2016), te
aktivno sudjeluju u aeraciji i bioturbaciji tla, odnosno mijesanju slojeva tla (Rorat i
Vandenbulcke, 2019). Nacinom zivota pozitivno utjeu na strukturu i pedogenezu tla (Blouin i
sur., 2013), a kopanjem tunela utjeu na mehanicka i hidraulicka svojstva tla. Tuneli pod
utjecajem kise, navodnjavanja i gravitacije provode razliite tvari. Takoder, stvaraju makropore
koje zna€ajno utjecu na infiltraciju vode 1 stoga su vazni za opskrbu usjeva vodom i u kontroli
erozije tla (Le Bayon i sur., 2002). Svojom brojnoséu i zastupljeno$¢u pojedinih vrsta u
odredenom dijelu tla, ponasanjem jedinki u doticaju sa supstratom (izbjegavanjem ili
preferiranjem tla) te akumulacijom kemikalija iz tla u tijelu daju informacije o kvaliteti tla
(Friind i sur., 2011).

Mnoge vrste gujavica lako se prikupljaju, a neke se i lako uzgajaju (Lowe i Butt 2005;

Yasmin and D’Souza, 2007). S obzirom da gujavice nemaju debelu kutikulu poput ostalih



organizama u tlu, vrlo su osjetljive na Stetne tvari (Liu i sur., 2018) pa predstavljaju vazne
biondikatore onecisc¢enja tla (OECD, 1984). Takoder, medunarodna zajednica ih je odredila kao
glavne vrste za proucavanje okoliSnih utjecaja antropogenih zagadivala kao §to su pesticidi,
ugljikovodici i metali (Edwards i Bohlen, 1996). U¢inak pesticida na gujavice ovisi o tipu i
stopi aplikacije pesticida, vrsti 1 starosti gujavica te o okoliSnim uvjetima. Gujavice koje se
nalaze iznad mineralnog sloja tla ili blizu povrSine vise su izloZzene djelovanju pesticida, za
razliku od gujavica u dubljim slojevima tla (Singh, 2018). Vecina toksikanata koje gujavice
unesu ili apsorbiraju, akumuliraju se u organizmu te se prenose kroz hranidbeni lanac (Chevillot
i sur., 2017). Budu¢i da su gujavice vazan dio hranidbenog lanca jer predstavljaju vazan izvor
hrane za mnoge vrste (Rorat i Vandenbulcke, 2019), bioakumulacija razli¢itih tvari moze imati

Stetne posljedice na vise skupine organizama koje se njima hrane (Smidova i sur., 2015).

1.6. Test izbjegavanja

Test izbjegavanja je subletalni test temeljen na promjeni ponasanja gujavica koje
izbjegavaju tlo tretirano kemikalijama i odlaze u netretirani dio tla (Yeardley i sur., 1996). Ovaj
test se koristi za procjenu kvalitete tla i u¢inka zagadivala na ponaSanje gujavica (1SO, 2005),
a temelji se na prisutnosti kemoreceptora na prednjim segmentima i senzornih stanica na
povrsini tijela gujavica pomocu kojih prepoznaju Sirok raspon zagadivala (Scheffczyk i sur.,
2014). Prepoznavanje Stetnih tvari omogucava izbjegavanje kontaminiranog tla i dokazuje da
gujavice pomocu kemoreceptora osjecaju prisutnost zagadivala (Reinecke i sur., 2002).
bolji indikator zagadenja koji daje brze rezultate od akutnog testa toksi¢nosti. Osjetljivost testa
izbjegavanja moze se usporediti sa osjetljivos¢u testa reprodukcije (Hund-Rinke i sur., 2003).
Specifi¢nost je mala §to zna¢i da ¢e gujavice reagirati na Sirok raspon zagadivala te ima
ekolosku vaznost, $to znac¢i da ucinak na jedinku moze imati posljedice na viSim bioloSkim
razinama (Pelosi i sur., 2013). Izbjegavanje kontaminiranog tla dovodi do emigracije gujavica
Sto moze imati ozbiljne posljedice na kvalitetu tla budu¢i da su gujavice vrlo vazni kao inZenjeri
ekosustava u odrzavanju kvalitete tla (Reinecke i sur., 2002). Na taj problem ukazali su Mather
i Christensen (1998). Ustanovili su da izbjegavanje kontaminiranog tla zbog osjeta toksikanta
moze dovesti do promjena u gusto¢i populacije, biomasi i raznolikosti vrsta $to se odrazava na
zajednice gujavica. Edwards i Coulson (1992) takoder navode da promjena ponasanja gujavica
pruza informacije o kvaliteti tla. U urbanim i poljoprivrednim podrucjima tlo sadrzava razlicita

zagadivala koji utje¢u na organizme tla (Van Gestel i Van Brummelen, 1996).



Test izbjegavanja prikladan je za testiranje ucinka pesticida zbog kratkog vremenskog
perioda provodenja eksperimenta i financijske isplativosti (De Silva i sur., 2009). Brojne su
prednosti testova ponaSanja u usporedbi s drugim subletalnim testovima poput testa rasta i
reprodukcije te akutnog testa toksi¢nosti (Hund-Rinke et al., 2003). Potreban je manji
vremenski period prilikom provodenja testa izbjegavanja (2 dana) u usporedbi s testom
reprodukcije (56 dana) i akutnim testom toksi¢nosti (14 dana) (OECD, 1984; ISO, 2008). Test
je prikladan za brzo provjeravanje velikih povrsina zagadenog tla ili velikog broja uzoraka tla
(Gao i sur., 2016). Financijski je isplativ, ne zahtijeva puno vremena za provodenje
eksperimenta te je sam postupak relativno jednostavan (Yeardley i sur., 1996). Jedan od
argumenata protiv upotrebe ovog testa je da je to test odbojnosti, a ne test toksi¢nosti (Capowiez
i sur., 2003).

S obzirom na gradu tijela 1 nacin Zivota, gujavice nemaju kompleksno ponasanje za
razliku od sisavaca, ptica ili kukaca. Medutim 1 njihovo ponasanje je dovoljno relevantno kako
bi se utvrdio njihov utjecaj na funkcije tla. Stovise, s obzirom da se gujavice smatraju
inzenjerima ekosustava, promjene njihova ponasanja imaju vazne posljedice na tlo (Pelosi i
sur., 2013). Razlicite kemikalije, ukljucujuci pesticide, koje se nalaze u tlu mogu utjecati na
promjenu ponasanja gujavica (Tomlin, 1992). Smatra se da ponasanje izbjegavanja uzrokuje
promjena kvalitete stani$ta tla, kao na primjer promjena kemijskog sastava tla. Izbjegavanje
tretiranog tla ukazuje da gujavice imaju sposobnost osjeta toksi¢nih tvari i bijeg od istih (Pelosi

i sur., 2013).

1.7. Biomarkeri u toksikoloskim istrazivanjima

Biomarkeri se definiraju kao bilo koji bioloski odgovor jedinke na kemikalije u okolisu
(Walker i sur., 2001). Indikatori su bioloskog stanja i daju informaciju o izloZenosti organizma
ksenobioticima, o u¢inku izlaganja na organizam ili o otpornosti organizma na ksenobiotike
(Gupta, 2014). Bioloski markeri su biokemijska, fizioloska, histoloska, morfoloska i
bihevioralna mjerenja u uzorcima tkiva ili tjelesnoj teku¢ini (Walker 1 sur., 2001). Prikazuju
ucinak razli¢itih stresora iz okoliSa na sve razine bioloSke organizacije, od stanice do
ekosustava. Najcesce prikazuju subletalne biokemijske promjene koje nastaju kao posljedica
izlozenosti ksenobioticima (Lagadic i sur., 1994). Bioloski markeri su indikatori narusavanja
homeostaze unutar organizma (organa, tkiva, stanice, organela) $to posljedi¢no dovodi do

razvoja bolesti kao odgovor na izloZenost ksenobioticima (Ward 1 Henderson, 1996).



Biomarkeri se primjenjuju u svim podrucjima toksikologije, a najceS¢e za ispitivanje
toksicnosti pesticida, mikotoksina, metala 1 lijekova (Gupta, 2014). U toksikoloskim
istrazivanjima biomarkeri moraju biti kvantitativni, osjetljivi, specifi¢ni, neinvazivni i lako
mjerljivi kako bi bili koristan alat za ispitivanje toksi¢nosti (Timbrell, 1998). Velik broj
biokemijskih promjena djeluju kao indikatori bioloSkog odgovora, a promjene u aktivnosti

enzima djeluju kao unutarnji markeri izloZzenosti herbicidima i fungicidima (Gupta, 2014).

1.7.1. Biomarkeri neurotoksi¢nosti

Biomarkeri neurotoksi¢nosti su indikatori promjena ili oSte¢enja u zivéanom sustavu, a
jedan od biomarkera neurotoksi¢nosti je promjena u enzimskoj aktivnosti acetilkolinesteraze
(AChE) (Gupta, 2014). Uloga AChE je razgradnja neurotransmitera acetilkolina (ACh)
(Lockridge i Schopfer, 2006). Kada je enzim blokiran vise ne moze sudjelovati u hidrolizi ACh,
stoga se neurotransmiter akumulira i ima Stetno djelovanje na sredis$nji i periferni Ziv€ani sustav
(Lotti, 1995). ACh se akumulira na zavrSecima kolinergic¢kih Zivaca post-sinapticke membrane
1 uzrokuje pretjeranu stimulaciju elektri¢éne aktivnosti 1 oStecenja zivéanog sustava (Walker 1
sur., 2001).

Promjena u enzimskoj aktivnosti AChE koristi se kao biomarker za izlozenost
organofosfatnim i karbamatnim pesticidima (Gupta, 2014). Organofosfati i karbamati inhibiraju
aktivnost AChE na nacin da prvo stvaraju kompleks sa enzimom. Zatim ga fosforiliraju i potom
slijedi korak defosforilacije. Suvisak acetikolina blokira prijenos kroz sinapse odrzavajuéi
receptore acetilkolina u otvorenoj (ionskoj) konfiguraciji (O'Brien, 1976). Posljedi¢no je
oslabljen prijenos neuromisi¢nog signala (Georgiadis i sur., 2018). Organofosfati i karbamati
cesto dovode do smrti organizama, a krajnji uzrok smrti najcesce je asfiksija, odnosno guSenje
i prestanak disanja.

Osim organofosfata i karbamata, poznato je da inhibiciju AChE mogu uzrokovati i
druge skupine kemikalija. Istrazivanjem koje su proveli Payne i sur. (1996) utvrdena je
inhibicija AChE za ¢ak 50 % u ribama, a smatra se da je to posljedica djelovanja razlicitih
zagadivala u vodi. Guilhermino i sur. (1998) utvrdili su da metali i deterdzenti takoder

inhibiraju aktivnost ovog enzima.



1.7.2. Oksidativni stres

Slobodni radikali kisika i dusSika esencijalni su za funkciju stanica te se kontinuirano
proizvode u stanicama (Halliwell i Gutteridge, 1999). Neravnoteza izmedu stvaranja i
neutralizacije reaktivnih kisikovih jedinki uzrokuje oksidativni stres (Davies, 1995). ROS (eng.
reactive oxygen species) je naziv za kemijske spojeve koji se formiraju uslijed nekompletne
redukcije kisika, a ukljucuje: vodikov peroksid (H20z2), superoksidni anion (Oz ~) i hidroksilni
radikal (HO") (D’Autréaux i Toledano, 2007). ROS su produkt transportnog lanca elektrona,
enzima i redoks ciklusa, ali njihova proizvodnja moze biti potaknuta djelovanjem ksenobiotika
(Winston 1 Giulio, 1991). Pesticidi mogu uzrokovati oksidativni stres dovodeci do stvaranja
reaktivnih kisikovih jedinki (Oruc, 2010).

Tijekom evolucije organizmi su razvili enzimske i ne enzimske antioksidativne
mehanizme za zaStitu staniénih komponenti od oksidativnih oSte¢enja (Davies, 1995).
Antioksidativni enzimi koji sudjeluju u zastiti organizma od oksidativnog stresa na nacin da
uklanjaju ROS su: superoksid dismutaza (SOD), glutation peroksidaze (GPX), glutation
reduktaza (GR) i katalaza (CAT) (Livingstone, 2001).

CAT ima ulogu razgradnje H202 na vodu i Oz (Lackner, 1998). CAT se primarno nalazi
u peroksisomima, vjerojatno zbog velikog broja oksidaza koje proizvode H,Og, ali se takoder
nalazi i u citosolu i mitohondriju (Quinlan i sur., 1994). Enzimi metabolizma glutationa su
sekundarni enzimi ukljuceni u antioksidativnu obranu. Glutation-S-transferaza (GST) katalizira
konjugaciju reduciranog glutationa (GSH) s nukleofilnim ksenobioticima ili stani¢nim
komponentama ostecenima djelovanjem ROS, §to dovodi do njihove detoksikacije. NADPH-
ovisna glutation reduktaza (GR) obnavlja GSH supstrat za GPX i GST iz oksidiranog glutationa
(GSSG) (Storey, 1996). GST ima dvije vazne uloge: sudjeluje u detoksikaciji ROS 1 osigurava
antioksidativnu obranu od oksidativnog stresa uzrokovanog ksenobioticima (Frova, 2006;
Blanchette i sur., 2007).

1.7.3. Biotranformacija ksenobiotika

Biotransformacija ksenobiotika je proces pretvorbe lipofilnih tvari u hidrofilne koje se
potom izlucuju iz tijela putem urina ili zu¢i (Parkinson, 2008). Vecina stranih tvari u tijelu su
lipofilne, topljive u mastima. Za razliku od hidrofilnih tvari koje su topljive u vodi, lipofilne

tvari su nepolarne i stoga su vrlo slabo topljive u vodi. Lipofilne tvari moraju se pomocu
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detoksikacijskih mehanizama pretvoriti u tvari topljive u vodi prije nego Sto dode do njihove
ekskrecije iz organizma (Chen, 2011).

Proces biotransformacije kataliziran je razli¢itim enzimima (Parkinson, 2008).
Postojanje dvije faze metabolizma ksenobiotika prvi je predlozio Williams (1959). Reakcije
oksidacije, redukcije i hidrolize pripadaju fazi I (Hodgson, 2010). U fazi | uvodi se nova
funkcionalna skupina (npr. -OH, —NH>, —SH, ili -COOH) (loannides, 2002). Reakcije faze |
najznacajnije su za lipofilne ksenobiotike koji se ne mogu ucinkovito izluditi iz organizma
ukoliko ne produ proces metabolicke modifikacije (Hollingworth i sur., 1995). U fazi Il dolazi
do reakcije konjugacije (Hodgson, 2010). Reakcijom konjugacije nastaju konjugati topljivi u
vodi spajanjem hidrofilnih spojeva kao na primjer sulfata, vode ili glutationa sa reaktivnim
funkcionalnim skupinama uvedenima u fazi | (Hollingworth i sur., 1995). Reakcija konjugacije
smanjuje reaktivnost i toksicnost toksikanta. Produkti nastali u fazi I i fazi Il biontransformacije
uz pomo¢ membranskih proteina prenose se izvan stanice (LeBlanc 2008). Hidrofilne strane
tvari koje sadrze polarnu skupinu ne prolaze fazu I, ve¢ direktno sudjeluju u reakciji
konjugacije. Sto je neka tvar lipofilnija to je teZa njezina ekskrecija iz organizma putem
bubrega. Hidrofilne tvari izlucuju se putem urina (Chen, 2011). Metabolizam moze dovesti do
stvaranja metabolita koji ¢e biti vise lipofilan od pocetne tvari (Ioannides, 2002).

Procesom biotransformacije mogu se promijeniti bioloska svojstva ksenobiotika.
Ksenobiotik moze postati manje toksican (detoksikacija), ali u nekim slu¢ajevima moze postati
jace toksic¢an (aktivacija). Primjer aktivacije ksenobiotika je oksidacija etanola do acetaldehida,
a oksidacija acetaldehida do octene kiseline je primjer detoksikacije (Parkinson, 2008).

Uz pomo¢ enzima koji kataliziraju pretvorbu lipofilnih u hidrofilne metabolite, dolazi
do uklanjanja ksenobiotika iz organizma (Chen, 2011). Karboksilesteraza (CES) je uklju¢ena u
fazu | metabolizma, a enzim glutation-S-transferaza (GST) pripada skupini Il faze metabolizma
(Hayes i sur., 2005). CES pripada hidrolitickim enzimima (hidrolaze) i nalazi se u
endoplazmatskom retikulumu 1 u citosolu stanica. Ukljucena je u metabolicku aktivaciju
razlicitih ksenobiotika. Katalizira reakciju hidrolize karboksilnih estera 1 dolazi do stvaranja
alkohola i karboksilne kiseline (Chen, 2011). GST je detoksikacijski enzim koji katalizira
konjugaciju reduciranog glutationa (GSH) s nepolarnim tvarima koje sadrze elektrofilni ugljik,
dusik ili sumpor. Uklju¢ena je u konjugaciju i ekskreciju ksenobiotika (Lackner, 1998).
Neutralizira Sirok raspon ksenobiotika i endogenih produkata metabolizma te sudjeluju u
detoksikaciji pesticida. GST katalizira reakciju konjugacije te dolazi do inaktivacije reaktivnih

metabolita ili meduprodukta ¢ime se pospjesuje njihova ekskrecija iz tijela (Hayes i sur., 2005).
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1.8. Efluks crpka

Mehanizam multiksenobioticke otpornosti je stani¢ni detoksikacijski mehanizam koji
osigurava prvu liniju obrane organizma, a posredovan je aktivnostima ATP-vezujucih kazeta
(eng. ATP-binding cassette) (ABC) transportera (Luckenbach i sur., 2014). Transportni proteini
¢ine efluks crpku te su ukljuceni u izbacivanje supstrata iz unutrasnjosti stanice u vanjski okolis.
Mogu biti specificni za odredeni supstrat ili mogu prenositi veéi broj strukturno razlicitih tvari,
a nalaze se u citoplazmatskoj membrani. Efluks proteini kataliziraju izbacivanje Stetnih tvari iz
prokariota i eukariota (Borges-Walmsley i Walmsley, 2001; Saier i Paulsen, 2001).

Postojanje efluks crpke zabiljeZeno je kod prokariota i eukariota (Bambeke i sur., 2003).
Kod prokariota efluks Stetnih tvari povezan je s influksom protona (H") te na taj na¢in dolazi
do izbacivanja tvari iz organizma (Saier i sur., 1999; Pao i sur., 1998; Ward i sur., 2001). U
istrazivanjima su najvise proucavani efluks transportni proteini ATP-vezujuce kazete (ABC)
transporteri (Bosnjak i sur., 2014). P-glikoprotein pripada superobitelji (ABC) transportera
ATP-vezujuce kazete i prenosi Stetne tvari izvan stanice, a energiju za transport dobiva od
hidrolize ATP-a (Higgins, 1992). P-glikoprotein sprje¢ava akumulaciju fosfolipida, endogenih
metabolita i ksenobiotika u izlozenom organizmu na nacin da prenosi razli¢ite spojeve. Spojevi
su najceS¢e umjereno hidrofobni, prirodni produkti koji su Cesto i1 supstrati ili metaboliti
detoksikacijskih enzima poput citokroma P450 (Bard, 2000). P-glikoprotein prenosi iz stanice
razli¢ite zagadivace, ukljucujuci pesticide, lijekove 1 ostale ksenobiotike, zbog ¢ega dolazi do
razliite toksi¢nost tih tvari u organizmu (Bain i LeBlanc, 1996). Verapamil (VER) je jedan od
prvih otkrivenih inhibitora efluksa lijekova posredovanih P-glikoproteinom (Tsuruo i sur.,
1981).

Prisutnost ksenobiotika inducira mehanizam multiksenobioti¢ke otpornosti, a s obzirom
da je prisutna u viSe taksonomskih skupina, smatra se prvom linijjom obrane organizma te se
moze koristiti kao biomarker izlozenosti organizma onecis¢enju (Epel, 1998). Prve dokaze o
postojanju efluks crpke u gujavicama vrste E. andrei objavili su Hackenberger i sur. (2012).
Bosnjak i sur. (2014) proveli su molekularne analize i odredili gensku ekspresiju P-
glikoproteina (P-gp/ABCBL1) u vrsti E. fetida. Dokazano je da razli¢ite tvari mogu uzrokovati
promjenu u aktivnosti efluks crpke u gujavica. Tako je promjena u aktivnost efluks crpke
zabiljezena nakon izlaganja insekticidima dimetoatu (Velki i Hackenberger, 2013a), pirimifos-
metilu i deltametrinu (Velki i Hackenberger, 2013Db), herbicidima diuronu i fluazifop-p-butilu
(Lackmann i sur., 2018), te fungicidu Pyrus 400 SC (Velki i sur., 2019).
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1.9. Ciljevi istrazivanja

Pyrus 400 SC, fungicid koji sadrzava aktivnu tvar pirimetanil, u¢inkovit je u suzbijanju
sive plijesni. Fungicidi s aktivnom tvari pirimetanilom jedni su od naj¢eS¢e koristenih u
vinogradima Europe. U¢inak fungicida pirimetanila na gujavice do sada je slabo istrazen. Stoga
je glavni cilj ovog istrazivanja utvrditi djelovanje fungicida Pyrus 400 SC na gujavice provodeci

test izbjegavanja, mjerenjem aktivnosti enzima i efluks crpke.

Ciljevi istrazivanja:
e Odrediti subletalne koncentracije fungicida Pyrus 400 SC koje ne uzrokuju pojavu
smrtnosti niti morfoloske promjene na gujavicama vrste Eisenia andrei.
e Pomocu testa izbjegavanja utvrditi utjecaj fungicida na ponasanje gujavica vrste Eisenia
andrei.
e Utvrditi utjecaj fungicida na aktivnost enzima: AChE, CAT, CES, GR i GST.

e Utvrditi utjecaj fungicida na aktivnost efluks crpke kod gujavica vrste Eisenia andrei.
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2. MATERIJALI | METODE

2.1. Preliminarni test toksi¢nosti

Dan prije pocCetka eksperimenta gujavice su izvadene iz posude sa tlom 1 stavljene na
vlazan filter papir u Petrijevu zdjelicu radi ¢iS¢enja probavila od zemlje. Birane su odrasle
jedinke s jasno vidljivim klitelumom. Petrijeva zdjelica oblozena je aluminijskom folijom te su
nacinjeni manji otvori na foliji radi dotoka zraka. Gujavice su ostavljene na ¢iS¢enju 24 h na
sobnoj temperaturi. Potom su pripremljene kutije sa po 300 g tla (Lufa 2.2) za izlaganje gujavica
te su priredene razlicite koncentracije fungicida Pyrus (400 SC, aktivna tvar: pirimetanil 400
g/L). U kutije sa 300 g tla apliciran je volumen fungicida od 30 mL, a u kontrolnu kutiju dodano
je 30 mL vode. Tlo je dobro izmijeSano radi homogene raspodjele fungicida te je stavljeno 10
gujavica u svaku kutiju. Sve koncentracije su priredene u duplikatu. Kutije su potom stavljene
u ormari¢ u tamu na 48 h. Nakon 48 h gujavice su pregledane i prebrojane kako bi se utvrdilo
koje koncentracije fungicida imaju Stetne u¢inke na gujavice. Koncentracije na kojima je
uoceno da gujavice imaju spazmove i nalaze se na povrsini zemlje ili su uginule, nisu koriStene
dalje u eksperimentu. Eksperiment je ponovljen nekoliko puta s razli¢itim koncentracijama
fungicida dok nisu utvrdene subletalne koncentracije kod kojih nisu bile vidljive morfoloske

promjene na gujavicama.

2.2. Test izbjegavanja

Dan prije poetka provodenja testa izbjegavanja, odrasle gujavice su izvadene i
stavljene na vlazan filter papir u Petrijevu zdjelicu radi ¢iS¢enja probavila tijekom 24 h.
Priredena su razrjedenja pesticida s destiliranom vodom te su dodavanjem 30 mL ovih
razrjedenja pesticida u kutije s 300 g tla dobivene odabrane koncentracije pesticida: 10, 50 1
100 mg/kg. U kontrolnu kutiju s 300 g tla dodana je voda. Tlo je izmijeSano kako bi se dobila
homogena smjesa te je kutija pregradena na dva dijela. Na jednu stranu dodano je kontrolno
tlo, a na drugu stranu tlo tretirano fungicidom. Potom je pregrada uklonjena, a na granicu
izmedu kontrolnog i tretiranog tla stavljeno je 10 gujavica (Slika 2). Kutije su pohranjene u
ormari¢ u tamu na 48 h. Sve koncentracije, kao i kontrola, priredene su u triplikatu. Gujavice
su prebrojane 48 h nakon izlaganja fungicidu te je zabiljezen broj gujavica koje se nalaze u
kontrolnom i tretiranom tlu. Eksperiment je ponovljen tri puta. Odgovor izbjegavanja (%)

izraCunat je prema navedenoj jednadzbi (De Silva and Amarasinghe, 2008):
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A = [(C-T)/N] x 100

A = odgovor izbjegavanja (%)
C = broj gujavica u kontrolnom tlu
T = broj gujavica u tretiranom tlu

N = ukupan broj gujavica

T 1 10 gujavica
Kontrolno tlo Tretirano tlo L5s
@) YAL® \ | ;
| 7~ | 48h =
ks > A B I&*” A B I—

Brojanje gujavica

Slika 2. Shema testa izbjegavanja

(Preuzeto i prilagodeno prema: Bécaert i Deschénes, 2006)

2.3. Izlaganje gujavica u svrhu odredivanja enzimske aktivnosti

Na temelju rezultata testa izbjegavanja, odredene su koncentracije za izlaganje gujavica
fungicidu u svrhu mjerenja biomarkera. Odabrane su Cetiri koncentracije: 1, 10, 501 100 mg/kg,
koje su bile subletalne (nisu uzrokovale smrtnost) i nisu uzrokovale morfoloske promjene na
gujavicama. Dan prije pocCetka eksperimenta odrasle gujavice stavljene su na vlaZan filter papir
u Petrijevu zdjelicu koja je oblozena aluminijskom folijom, radi ¢iS¢enja probavila od zemlje.
U kutije sa po 300 g tla apliciran je volumen od 30 mL fungicida, a u kontrolnu kutiju s tlom
dodano je 30 mL vode. Tlo je potom izmijeSano radi dobivanja homogene smjese i dodano je

10 gujavica. Kutije su pohranjene u ormari¢ u tamu na 48 h, 7 1 14 dana.

2.3.1. Homogenizacija gujavica

Gujavice su izvadene iz tla 48 h, 7 i 14 dana nakon izlaganja fungicidu. Svaka gujavica
vagana je zasebno te je dodan fosfatni pufer (0.1 M, pH 7.2) u omjeru 1:3. Gujavice su
homogenizirane pomo¢u homogenizatora. Uzorci su potom centrifugirani 30 min na 9000 g na
4 °C, a dobiveni supernatanti alikvotirani su u tri epice 1 koriSteni za odredivanje aktivnosti

enzima.
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2.3.2. Mjerenje proteina

Za odredivanje ukupne koncentracije proteina u uzorku koristen je Pierce BCA Protein
Assay Kit. Uzorci su naneseni na mikroploCice i o€itani uredajem Tecan reader. Na
mikroploc€icu je dodano 23.5 pL pufera (fosfatni pufer, 0.1 M, pH 7.2), 200 uL radne otopine i
1.5 uL uzorka. Nakon inkubacije na sobnoj temperaturi tokom 2 h mjerena je apsorbanca na
562 nm. Ukupna koncentracija proteina u uzorku odredena je pomocu jednadZzbe pravca iz
standardne krivulje koja je dobivena pomocu govedeg serumskog albumina (BSA) te su

rezultati izrazeni u mg/ml.

2.3.3. Odredivanje aktivnosti acetilkolinesteraze (AChE)

Za odredivanje aktivnosti enzima acetilkolinesteraze (AChE) koriStena je metoda koju
su opisali Ellman 1 sur. (1961). Na mikroploc¢icu dodano je redom: 200 pL fosfatnog pufera, 10
pL DTNB, 7.5 pL uzorka i 10 pL acetiltiokolin jodida. Nakon dodavanja acetiltiokolin jodida
zapocela je enzimska reakcija, a porast apsorbance mjeren je na 412 nm na uredaju Tecan reader
kroz 2 min svakih 15 s. Specifi¢na enzimska aktivnost AChE izraZena je kao nmol u minuti po

mg proteina (nmol min™® mg™ pror).

2.3.4. Odredivanje aktivnosti katalaze (CAT)

Za odredivanje aktivnosti enzima katalaze (CAT) koriStena je metoda koju je opisao
Claiborne (1985). U UV kivetu dodano je 500 pL fosfatnog pufera, 15 pL uzorka i 500 pL
vodikova peroksida (H202). Apsorbanca je mjerena na 240 nm kroz 1 min svakih 15 s. U ovoj
reakciji dolazi do razgradnje vodikova peroksida na vodu 1 kisik Sto posljedicno dovodi do
smanjenja apsorbance. Aktivnost CAT izraZena je kao pumol vodikova peroksida razgradenog

u minuti po mg proteina (umol min™ mg™ pror).

2.3.5. Odredivanje aktivnosti karboksilesteraze (CES)

Kako bi se odredila aktivnost enzima karboksilesteraze (CES) koriStena je
spektrofotometrijska metoda koju su opisali Hosokawa i Satoh (2001). Metoda se temelji na
odredivanju aktivnosti CES upotrebom p-nitrofenil acetata. Na mikroplocicu je dodano 10 pL

uzorka i 190 pL p-nitrofenil acetata. CES katalizira hidrolizu estera i tioestera ili amidnih grupa
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karboksilnih kiselina. Otpustanje fenola iz p-nitrofenil estera mjereno je na 405 nm kroz 2 min
svakih 15 s. Specifi¢na enzimska aktivnost CES izrazena je kao nmol proizvedenog nitrofenola

u minuti po mg proteina (nmol min"t mg™ pror).

2.3.6. Odredivanje aktivnosti glutation reduktaze (GR)

Habig i Jakoby (1981) opisali su metodu odredivanja aktivnosti enzima glutation
reduktaze (GR). Metoda se temelji na oksidaciji NADPH, dolazi do njegova smanjenja i
posljedicno do smanjenja apsorbance. Glutation reduktaza katalizira redukciju glutation
disulfida (GSSG) na sulfhidrilni oblik glutationa (GSH) koriste¢i NADPH kao reducirajuci
agens. Na mikroplocicu dodano je redom: 10 pL uzorka, 100 puL fosfatnog pufera, 100 pL
GSSG i 10 uL NADPH. Apsorbanca je mjerena na 340 nm kroz 3 min svakih 20 s. Specifi¢na

enzimska aktivnost GR izrazena je kao nmol po minuti po mg proteina (nmol min"t mg pror).

2.3.7. Odredivanje aktivnosti glutation-S-transferaze (GST)

Metodu odredivanja aktivnosti glutation-S-transferaze (GST) opisali su Habig i Jakoby
(1981). GST posreduje reakciju CDNB sa GSH, dolazi do proizvodnje GS-DNB konjugata te
do porasta apsorbance §to je mjereno na 340 nm. Stopa povecanja apsorpcije proporcionalna je
aktivnosti GST u uzorku. Na mikroploc¢icu dodano je 7.5 pL uzorka, 160 uLL CDNB 1 40 pL
GSH. Apsorbanca je mjerena kroz 1 min svakih 15 s. Specifi¢na enzimska aktivnost GST

izrazena je kao nmol konjugata GSH po minuti po mg proteina (nmol min™ mg pror).

2.4. Izlaganje gujavica u svrhu mjerenja aktivnosti efluks crpke

Za odredivanje aktivnosti efluks crpke koriStena je metoda koju su opisali Hackenberger
1 sur. (2012). Odabrane su slijede¢e koncentracije fungicida: 1, 10, 50, 100 mg/kg, koje nisu
uzrokovale smrtnost niti morfoloske promjene na gujavicama. Dan prije pocetka eksperimenta
gujavice s jasno vidljivim klitelumom stavljene su na vlazan filter papir u Petrijevu zdjelicu
radi CiS¢enja probavila. Potom je Petrijeva zdjelica obloZena aluminijskom folijom te su
nacinjene rupice za dotok zraka. Gujavice su ostavljene na sobnoj temperaturi 24 h. U kutije s
300 g tla dodano je 20 mL Rodamina B (1000 mM) 1 20 mL razrjedenja fungicida. U kontrolnu
kutiju s 300 g tla dodano je 20 mL Rodamina B (1000 mM) i 20 mL vode. Tlo je izmijeSano
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radi dobivanja homogene smjese te je u svaku kutiju stavljeno 10 gujavica. Kutije su pohranjene

u ormari¢ u tamu na 48 h.

2.4.1. Odredivanje aktivnosti efluks crpke

Na mikroplocicu je dodano 250 pL pufera (fosfatni pufer, 0.1 M, pH 7.2) 1 10 uL uzorka.
Kalibracijska krivulja izradena je koriste¢i Rodamin B te je koli¢ina Rodamina B u uzorku
izraCunata iz kalibracijske krivulje 1 izrazena u nmol/g. Najveca koncentracija Rodamina B za
standardnu krivulju je 25 mM te je razrijedena 10 puta u omjeru 1:2. Mjerena je fluorescenca u
uzorcima koriste¢i uredaj Tecan reader na ekscitaciji 553 nm i emisiji 578 nm. Takoder je, na

isti na¢in kao i kod enzima, mjerena koncentracija proteina u uzorcima (opisano u 2.3.2.).

2.5. Statisticka obrada podataka

Nakon provedenog istrazivanja dobiveni rezultati obradeni su u statistickom programu
GraphPad Prism 5. Shapiro-Wilk testom utvrdena je normalna distribucija podataka, stoga su u
daljnjoj analizi podataka koriSteni parametarski testovi za testiranje razlika izmedu vise
skupina. S obzirom da u istrazivanju postoji samo jedna nezavisna varijabla, koriStena je
jednofaktorska analiza varijance (One-way ANOVA). Primjenom Dunnett post-hoc testa
utvrdene su razlike izmedu pojedinih eksperimentalnih skupina. Rezultati testa izbjegavanja

analizirani su t-testom. Svi testovi provedeni su na razini znacajnosti od 5%.
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3. REZULTATI

3.1. Preliminarni test toksi¢nosti

Proveden je preliminarni test toksi¢nosti kako bi se utvrdile koncentracije fungicida koje
ne uzrokuju morfoloske promjene ni ugibanje gujavica. Izlaganje je trajalo 48 h. Test je
ponovljen tri puta s razli¢itim koncentracijama. Utvrdeno je da na koncentraciji od 1000 mg/kg
dolazi do ugibanja svih 10 izlozenih gujavica. Koncentracija od 500 mg/kg uzrokuje gréenje i
smrtnost, a na koncentraciji od 250 mg/kg zabiljeZene su morfoloSke promjene na gujavicama.
Na kraju ovog testa odabrane su koncentracije fungicida (1, 10, 50 i 100 mg/kg) koje su kasnije
koriStene u testu izbjegavanja gujavica, odredivanju enzimske aktivnosti i aktivnosti efluks

crpke.
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3.2. Test izbjegavanja

Na temelju rezultata dobivenih preliminarnim testom toksi¢nosti odabrane su tri

koncentracije koriStene za test izbjegavanja: 10, 50 1 100 mg/kg. Dobiveni rezultati prikazani

su na Slici 3.
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Slika 3. Prikaz raspodjele gujavica nakon 48 h izlaganja razli¢itim koncentracijama fungicida.

U kontroli (obje strane kutije sadrzavaju netretirano tlo) je doSlo do nasumicne
raspodjele gujavica. Nakon uklanjanja pregrade izbrojane su gujavice s obje strane pregrade.
Postotak gujavica s lijeve strane pregrade (kontrola 1) iznosio je 54 %, a s desne strane pregrade
(kontrola 2) 46 %. Nije zabiljezena statisticki znacajna razlika u raspodjeli gujavica u

kontrolnom tlu.
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Prebrojavanjem gujavica nakon 48 h izlaganja u kontrolnom tlu i tlu tretiranom
fungicidom, koncentracije 10 mg/kg, zabiljezeno je 92 % gujavica u kontrolnom tlu i 8 %
gujavica u tretiranom tlu, te je postojala statisticki znacajna razlika u raspodjeli gujavica
(Tablica 2).

Prebrojavanjem gujavica u kontrolnom tlu i tlu tretiranom fungicidom koncentracije 50
mg/kg, 48 h nakon izlaganja, zabiljezeno je 98 % gujavica u kontrolnom tlu i 2 % gujavica u
tretiranom tlu. Postojala je statisticki znacajna razlika u raspodjeli gujavica (Tablica 2).

Prebrojavanjem gujavica u kontrolnom tlu i tlu tretiranom fungicidom koncentracije 100
mg/kg, 48 h nakon izlaganja fungicidu, nije zabiljeZena niti jedna gujavica u tretiranom tlu u tri
replike, ve¢ su se sve gujavice nalazile u kontrolnom tlu. [ u ovom slucaju je postojala statisticki
znacajna razlika u raspodjeli gujavica (Tablica 2). Dobiveni rezultati ukazuju da gujavice

izbjegavaju tlo tretirano istraZivanim fungicidom.

Tablica 2. Utjecaj razli¢itih koncentracija fungicida Pyrus na ponasanje gujavice Eisenia
andrei. Statisticki zna¢ajna razlika oznacena je kao: ***p<0.001.

Raspodjela gujavica (%)

Koncentracija Pyrus Kontrolno tlo Tretirano tlo Odgovor izbjegavanja
(mg/kg) (%)
10 *x 92 8 84,44
50 *** 98 2 95,55
100 *** 100 0 100
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3.3. Utjecaj fungicida Pyrus na aktivnost acetilkolinesteraze (AChE)

Nakon 48 h izlaganja gujavica fungicidu mjerena je aktivnost enzima AChE. Rezultati
mjerenja ukazuju na trend smanjenja aktivnosti AChE na svim koncentracijama iako smanjenje
nije statisticki znacajno u svim testiranim skupinama. Statisticki znacajna razlika u odnosu na
kontrolu zabiljezena je u skupinama gujavica izlaganih fungicidu koncentracijama 10 i 100

mg/kg (Slika 4).
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Slika 4. Aktivnost AChE u gujavicama 48 h nakon izlaganja razli¢itim koncentracijama
fungicida (srednja vrijednost + standardna devijacija). Statisticki znacajne razlike

oznacene su kao: * (p<0.05).
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3.4. Utjecaj fungicida Pyrus na aktivnost enzima katalaze (CAT)

Mjerena je aktivnost enzima CAT 48 h nakon izlaganja gujavica fungicidu. Nije

zabiljezena statisticki znaCajna promjena u aktivnosti enzima u izloZenim skupinama u odnosu

na kontrolu (p>0.05) (Slika 5).
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Slika 5. Aktivnost CAT u gujavicama 48 h nakon izlaganja razli¢itim koncentracijama
fungicida (srednja vrijednost + standardna devijacija). Nije zabiljezena statisticki znacajna

razlika u aktivnosti enzima u odnosu na kontrolu.
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3.5. Utjecaj fungicida Pyrus na aktivnost enzima karboksilesteraze (CES)

Aktivnost enzima CES mjerena je 48 h nakon izlaganja gujavica fungicidu. Nije
zabiljezena statisticki znaCajna promjena u aktivnosti enzima u izloZenim skupinama u odnosu

na kontrolu (p>0.05) (Slika 6).
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Slika 6. Aktivnost CES u gujavicama 48 h nakon izlaganja razli¢itim koncentracijama
fungicida (srednja vrijednost + standardna devijacija). Nije zabiljeZena statisticki znacajna

razlika u aktivnosti enzima u odnosu na kontrolu.
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3.6. Utjecaj fungicida Pyrus na aktivnost enzima glutation reduktaze (GR)

48 h nakon izlaganja gujavica fungicidu mjerena je aktivnost enzima GR. ZabiljeZen je
trend smanjenja aktivnosti enzima GR na svim koncentracijama, ali ne postoji statisticki

znacajna razlika u odnosu na kontrolu (Slika 7).
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Slika 7. Aktivnosti GR u gujavicama 48 h nakon izlaganja razli¢itim koncentracijama fungicida
(srednja vrijednost + standardna devijacija). Nije zabiljezena statisticki zna¢ajna razlika u

aktivnosti enzima u odnosu na kontrolu.
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3.7. Utjecaj fungicida Pyrus na aktivnost enzima glutation-S-transferaze (GST)

Aktivnost GST mjerena je 48 h nakon izlaganja gujavica fungicidu. ZabiljeZen je trend
smanjenja aktivnosti enzima GST na svim koncentracijama, ali statisticki znacajna razlika u

odnosu na kontrolnu skupinu nije utvrdena (p>0.05) (Slika 8).
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Slika 8. Mjerenje aktivnosti GST u gujavicama nakon 48h izlaganja razli¢itim koncentracijama
fungicida (srednja vrijednost + standardna devijacija). Nije zabiljezena statisticki znacajna

razlika u aktivnosti enzima u odnosu na kontrolu.
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3.8. Utjecaj fungicida Pyrus na aktivnost efluks crpke kod gujavice Eisenia andrei

48 h nakon izlaganja fungicidu mjerena je koncentracija Rodamina B u gujavicama. Pri
izlaganju niskim koncentracijama zabiljeZeno je povecanje koncentracije Rodamina B S§to
ukazuje na smanjenje aktivnosti efluks crpke. S druge strane, na ve¢im koncentracijama
zabiljezeno je smanjenje koncentracije Rodamina B §to ukazuje na indukciju aktivnosti efluks
crpke. ZabiljeZena je statisticki znacajna razlika u odnosu na kontrolu u skupini gujavica

izlaganih koncentraciji 10 mg/kg ( p<0.001) i koncentraciji 100 mg/kg (p<0.05) (Slika 9).

50_ k%%

RB konc.

Slika 9. Koncentracija Rodamina B (RB) u gujavicama 48 h nakon izlaganja razli¢itim
koncentracijama fungicida (srednja vrijednost + standardna devijacija). Statisticki znacajne

razlike oznacene su kao: * (p<0.05) i *** (p<0.001).
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4. RASPRAVA

Rast populacije ljudi povezan je s povecanim potrebama za proizvodnjom hrane. U
svrhu poboljSanja poljoprivrednih usjeva i optimizacije proizvodnje hrane koriste se zasStitna
sredstva, a u borbi protiv gljivica koriste se fungicidi (Hirooka i Ishii, 2013). U provedenom
istrazivanju ispitivao se ucinak fungicida Pyrus 400 SC na gujavice vrste Eisenia andrei.
Gujavice imaju vazan uc¢inak na razgradnju organske tvari, mineralizaciju nutrijenata i strukturu
tla (Lee, 1985), no uslijed izlozenosti razli¢itim stetnim organskim ili anorganskim tvarima, ne
mogu u potpunosti obavljati svoju ulogu u tlu (Edwards i Bohlen, 1996).

Pirimetanil, aktivna tvar sadrzana u istrazivanom fungicidu Pyrus 400 SC, pripada
relativno novoj skupini fungicida, a s obzirom da je vrlo uéinkovit u borbi protiv gljivica
povecana je njegova upotreba u okoliSu (Sholber i sur., 2005; Smilanick 1 sur., 2006; Xiao 1
Boal, 2009). Prvi korak u provodenju eksperimenta bio je odredivanje subletalnih koncentracija
fungicida Pyrus koje ne uzrokuju smrtnost niti morfoloske promjene na gujavicama, a koje ¢e
se koristiti u daljnjim eksperimentima. Preliminarnim testom toksi¢nosti utvrdeno je da
koncentracije 1, 10, 50 i 100 mg/kg ne uzrokuju smrtnost niti morfoloske promjene, stoga su
upravo te koncentracije odabrane za primjenu u testu izbjegavanja, odredivanju enzimske
aktivnosti i1 aktivnosti efluks crpke. Do sada je utjecaj fungicida Pyrus 400 SC na gujavice
istrazivan u samo jednom radu gdje je primijenjen kontaktni filter papir test. Utvrdene su letalne
koncentracije nakon 24 h, 48 h i 72 h. Nakon 24 h LCso iznosio je: 40.9 + 3.3 pug/cm?, nakon 48
h: 6.5 + 0.9 pg/cm?, a nakon 72 h LCso iznosio je: 2.7 + 0.5 pg/cm? (Velki i sur., 2019). lzuzev
toga, nije bilo drugih istrazivanja utjecaja Pyrusa na gujavice. Medutim, pronadena su
istrazivanja o utjecaju pirimetanila na razli¢ite organizme.

Seeland i sur. (2013) utvrdili su da pirimetanil snazno inhibira embrionalni razvoj puza
vrste Physella acuta i da se toksi¢nost povecava smanjenjem temperature. Daphnia magna
(Straus, 1820) i Chironomus riparius (Meigen, 1804) prilagodeni su zivotu na temperaturi oko
20 °C, ali su osjetljivije na niske koncentracije pirimetanila pri viS§im temperaturama (Miiller i
sur., 2012; Seeland i sur., 2012). Nadalje, osim temperature, vlaznost tla takoder ima vaznu
ulogu u osjetljivosti organizama na pirimetanil. Bandow i sur. (2016) utvrdili su da Sto je niza
vlaznost tla veca je osjetljivost modelnih organizama Enchytraeidae na pirimetanil, dok su
Bernabo i sur. (2016) utvrdili su da pirimetanil dovodi do smanjene sposobnosti metamorfoze
kod vrste Hyla intermedia. Tretiranje fungicidima u blizini vodenih povr$ina moze imati
negativne posljedice na neciljne organizme te kemijske i mikrobioloske procese (Fernandez i

sur., 2005). Prisutnost pirimetanila u okoliSu moze imati Stetne posljedice na slijedece skupine
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organizama: alge Pseudokirchneriella subcapitata i Scenedesmus acutus, makrofita Lemna
minor, kladocera Daphnia magna i Ceriodaphnia silvestrii, kukce Chironomus riparius,
slatkovodnog puza vrste Physella acuta, ribe vrste Oncorhyncus mykiss te ¢lankonosce reda
Collembola (Verdisson i sur., 2001; van Leeuwen i Vonk 2008; Miiller i sur., 2012; Seeland i
sur., 2012, 2013; Bandow i sur., 2014).

Gujavice pomoc¢u kemoreceptora osjecaju prisutnost Stetnih tvari i migriraju prema
nekontaminiranom okolisu (Lukkari i sur., 2005; Reinecke i sur., 2002). Izbjegavanje je brz i
osjetljiv odgovor na razli¢ita zagadivala te moze imati posljedice na emigraciju jedinki i
posljedi¢no na strukturu zajednice i dinamiku ekosustava (Rosa i sur., 2012; Araudjo i sur.,
2012). Uzimajuci u obzir vaznu ulogu gujavica u kvaliteti i funkciji tla (Lavelle i sur., 2006) i
njihovu osjetljivost na Stetne tvari u okolisu (Rombke i sur., 2005), test izbjegavanja smatra se
uc¢inkovitom, ali i financijski isplativom metodom za procjenu zagadenja tla (Lukkari i sur.,
2005; Weeks i sur., 2005). U provedenom eksperimentu gujavice su izlagane subletalnim
koncentracijama fungicida kako bi se utvrdilo utjece li pirimetanil na ponasanje gujavica te je
zabiljezen snazan odgovor izbjegavanja tretiranog tla. Na najnizoj ispitivanoj koncentraciji od
10 mg/kg zabiljeZeno je samo 8 % gujavica u tretiranom tlu, a 92 % u kontrolnom, netretiranom
tlu. Na najvecoj ispitivanoj koncentraciji od 100 mg/kg, odgovor izbjegavanja iznosio je 100
%, odnosno nije zabiljeZena niti jedna gujavica u tretiranom tlu, ve¢ su se sve gujavice nalazile
u kontrolnom tlu. Pretrazivanjem literature nisu pronadena druga istrazivanja utjecaja
pirimetanila na ponasanje gujavica, ali su pronadena istraZivanja na dvije vrste punoglavaca te
vrsti Danio rerio. Provedenim testom izbjegavanja utvrdeno je da dvije vrste punoglavaca
(Leptodactylus latrans i Lithobates catesbeianus) izbjegavaju podrucje tretirano pirimetanilom
1 odlaze u nekontaminirano podrucje. Najveci odgovor izbjegavanja tretiranog tla bio je na
najvecoj ispitivanoj koncentraciji od 1.4 mg/L i iznosio je priblizno 50 %. Takoder je
zakljuceno da je izbjegavanje vrste Leptodactylus latrans bilo intenzivnije u odnosu na drugu
testiranu vrstu (Aragjo i sur., 2014a). Aratjo i sur. (2014b) proveli su istrazivanje ¢iji je cilj bio
utvrditi sposobnost izbjegavanja kontaminirane vode pirimetanilom kod vrste Danio rerio te su
zakljucili da pirimetanil potice izbjegavanje kontaminiranog podrucja ¢ak i na subletalnim
koncentracijama te se stoga moze smatrati da pirimetanil ima iritiraju¢i u¢inak na vrstu Danio
rerio. lako nema drugih istrazivanja djelovanja pirimetanila na ponaSanje gujavica, dokazano
je da i drugi pesticidi mogu utjecati na ponasanje gujavica. Primjerice, izlaganjem gujavica
vrste E. andrei karbamatnom insekticidu metomilu utvrdeno je da gujavice izbjegavaju tlo

tretirano insekticidom te da se stopa izbjegavanja povecava povecanjem koncentracija
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insekticida (Pereira i sur., 2010). Takoder, Lackmann i sur. (2018) utvrdili su da gujavice vrste
E. andrei izbjegavaju tlo tretirano herbicidima diuronom i fluazifop-p-butilom.

U ovom istrazivanju mjerene su promjene u aktivnosti razli¢itih enzima nakon izlaganja
istrazivanom fungicidu. Mjerena je aktivnost AChE (biomarker neurotoksi¢nosti), CAT 1 GR
(biomarkeri oksidativnog stresa), CES (enzim | faze metabolizma) i GST (enzim 1l faze
metabolizma). Nakon 48 h zabiljezeno je smanjenje aktivnosti AChE na svim koncentracijama,
ali statisticki znacajna razlika u odnosu na kontrolu utvrdena je samo u dvije ispitivane
koncentracije: 10 i 100 mg/kg. Mjerenjem aktivnosti ostalih enzima (CAT, GR, CES i GST)
nije utvrdena statisticki znacajna razlika u odnosu na kontrolu, iako je uocen blagi trend
smanjenja aktivnosti GR i GST. Sli¢ne rezultate dobili su Mosleh i sur. (2014) istrazivanjem
utjecaja pirimetanila na aktivnost GST kod vrste Tubifex tubifex. Inhibicija aktivnosti AChE
Cesto se koristi kao biomarker izloZenosti organofosfatima (Reinecke i Reinecke, 2007).
Medutim, na temelju provedenog istrazivanja mozemo zakljuciti da i fungicid Pyrus inhibira
aktivnost AChE. Poznato je da i neke druge skupine pesticida mogu uzrokovati inhibiciju
aktivnosti AChE, iako mehanizam takve inhibicije nije poznat. Primjerice, Velki i
Hackenberger (2013b) utvrdili su da piretroidni insekticid deltametrin kod vrste E. andrei
inhibira aktivnost AChE, a Stepic i sur. (2013) zabiljezili su inhibiciju AChE nakon izlozenosti
insekticidu endosulfanu.

Mehanizam multiksenobioticke otpornosti smatra se prvom linijom obrane organizma
te se moZe koristiti kao biomarker izloZenosti organizma oneciS¢enju jer prisutnost
ksenobiotika potice aktivnost efluks crpke (Epel, 1998). U provedenom istraZivanju zabiljeZeno
je povecanje koncentracije Rodamina B na nizim koncentracijama (10 mg/kg) §to je posljedica
inhibicije efluks crpke (smanjeno je izbacivanje boje iz organizma). S druge strane, smanjenje
koncentracije Rodamina B uoceno je na ve¢im koncentracijama (100 mg/kg) $to ukazuje na
indukciju aktivnosti efluks crpke, odnosno povecano je izbacivanje Stetnih i toksi¢nih tvari iz
organizma. Velki i sur. (2019) proveli su kontaktni filter papir test u kojem su utvrdili da
fungicid Pyrus 400 SC na najvedoj ispitivanoj koncentraciji (2.5 pg/cm?) dovodi do poveéanja
koncentracije Rodamina B u odnosu na kontrolu, §to ukazuje na inhibiciju multiksenobioticke
aktivnosti kod gujavica vrste E. andrei. Nisu provedena druga istrazivanja o utjecaju fungicida
Pyrus 400 SC na aktivnost multiksenobioticke aktivnosti kod gujavica, ali su provedena
istrazivanja s drugim pesticidima. Utvrdeno je da organofosfat dimetoat uzrokuje indukciju
aktivnosti efluks crpke kod vrste E. andrei na najvecoj testiranoj koncentraciji, dok na nizim
koncentracijama dovodi do inhibicije aktivnosti nakon duze izloZenosti. Duza izlozenost

toksicnim tvarima dovodi do njihove povecane akumulacije u organizmu i posljedi¢no do
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inhibicije aktivnosti efluks crpke (Velki i Hackenberger, 2013a). Inhibicija aktivnosti efluks
crpke zabiljezena je nakon izlozenosti E. andrei herbicidima diuronu i fluazifop-p-butilu
(Lackmann i sur., 2018) te insekticidima pirimifos-metilu i deltametrinu (Velki i Hackenberger,
2013b). Promjena u aktivnosti efluks crpke dovodi do promjene u vremenu zadrZavanja

pesticida unutar stanica §to moze utjecati na toksi¢nost pesticida.
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5. ZAKLJUCCI

U svrhu utvrdivanja utjecaja fungicida Pyrus 400 SC na gujavice proveden je
preliminarni test toksiCnosti, test izbjegavanja, mjerene su promjene u aktivnosti razli¢itih
enzima i aktivnosti efluks crpke. Istrazivanje je provedeno na vrsti Eisenia andrei koja je
izlagana razli¢itim koncentracijama fungicida. Na temelju rezultata dobivenih provedenim

istrazivanjem zakljuceno je slijedece:

e Fungicid Pyrus 400 SC ima znac¢ajan u¢inak na ponasanje gujavica na svim testiranim

koncentracijama i dovodi do snaznog odgovora izbjegavanja tretiranog tla.

e lzlaganje gujavica fungicidu Pyrus 400 SC uzrokuje znacajnu inhibiciju aktivnosti
AChE.

e lzlaganje gujavica fungicidu Pyrus 400 SC ne uzrokuje znacajne razlike u aktivnosti
enzima CAT, GR, CES i GST.

e lzlaganje gujavica fungicidu Pyrus 400 SC dovodi do indukcije aktivnosti efluks crpke
na ve¢im Kkoncentracijama te do inhibicije efluks crpke na nizim testiranim

koncentracijama.
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