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1. UVOD

1.1. Pesticidi

Poznato je da se pesticidi primjenjuju dugi niz godina, a sinteza novih spojeva i
njihova primjena neprestano se povecava. Danas je bez primjene pesticida nemoguce
zamisliti suvremenu poljoprivrednu proizvodnju. Postoje razli¢ite definicije pesticida,
prema Stenersen (2004), pesticidi su kemikalije posebno razvijene i proizvedene za
uporabu u kontroli poljoprivrednih Stetnika, za povecanje proizvodnje hrane i vlakana te za
olakSavanje modernih poljoprivrednih tehnika. Pesticidi se definiraju kao otrovne kemijske
tvari ili mjeSavine tvari koje se namjerno ispustaju u okolis, kako bi se sprijecile, odvratile,
kontrolirale ili unistile populacije kukaca, korova, glodavaca, gljiva ili drugih Stetnika
(Mahmood 1 sur., 2016). Pesticidi koji nakon primjene dospiju u okolis, razgraduju se
fotokemijski, kemijski i mikrobioloski (Slika 1). Neki pesticidi koji mogu apsorbirati UV-
svjetlost se fotodegradiraju. Prilikom kemijske razgradnje dolazi do reakcija redukcije,
hidrolize, oksidacije ili izomerizacije, a mikrobioloska razgradnja odnosi se na spor proces
razgradnje pomocu prisutnih mikroorganizama, bakterija (Doki¢ i sur., 2012). Pesticidi
nestaju i disperzijom, isparavanjem ili ispiranjem u povrsinske i podzemne vode, ili ostaju

prisutni u tlu (van der Werf, 1996).

Uporaba pesticida nije ograni¢ena samo na poljoprivredne povrsine, nego se koriste
I na javnim povrsinama, u javnom zdravstvu, a primjenjujemo ih i u kucanstvu u obliku
sprejeva, otrova i prasaka. Sirom svijeta dolazi do gubitaka od 40% poljoprivrednih
proizvoda zbog bolesti biljaka, korova 1 Stetnika. Gubitci usjeva bili bi mnogo ve¢i da
poljoprivredne povrSine nisu tretirane pesticidima (Webster i sur., 1999). Pesticidi mogu
biti prirodni spojevi ili se mogu sintetski proizvesti. Postoje tri glavne podjele pesticida:
prema nacinu djelovanja, na temelju djelovanja na ciljne organizme 1 prema kemijskoj
struktruri pesticida (Stenersen, 2004). NajceS¢e se primjenjuje podjela na temelju
djelovanja pojedinog pesticida na ciljnu skupinu organizama. Na taj nacin pesticidi su
podjeljeni u 11 skupina (Maceljski i sur., 1997): akaricidi, algicidi, avicidi, baktericidi,
fungicidi, herbicidi, insekticidi, moluscidi, nematocidi, rodenticid i virucidi. Aktivne tvari
koje sadrze pesticidi dijele se prema nacinu djelovanja i prema mehanizmu djelovanja.
Nacin djelovanja ovisi o tome kako organizam usvaja pesticid i kakva je pokretljivost

usvojenog pesticida u Stetnom organizmu. Mehanizam djelovanja rezultira ometanjem



jednog ili viSe biokemijskog procesa, nakon ulaska aktivne tvari u organizam (Bokuli¢ 1

sur., 2015).

Herbicidi su kemijske tvari namijenjene za suzbijanje i zaustavljanje rasta
nepozeljnih biljnih vrsta, poput korova (Klapec i sur., 2010). Korovi, posebice trave i
visegodi$nji korovi mogu postati problem, kako u sustavima bez obrade tla, tako i u
sustavima smanjene obrade tla (Zarea, 2010; Pleasant i sur., 1990). Utjecaj korova na
usjeve 1 povrée jedna je od glavnih komponenti smanjenja prinosa na poljoprivrednim
povrSinama, povecanja troSkova proizvodnje 1 smanjenja kvalitete. Herbicidi se
primjenjuju na 92 do 97% povrsine na kojoj je zasaden kukuruz, pamuk, soja i citrusi; tri
Cetvrtine povrsine povrca; 1 dvije tre¢ine povrSine na kojoj su zasadene jabuke i druge
vocke (Stenersen, 2004). U razvijenim zemljama herbicidi ¢ine vise od 70% ukupnih
pesticida dostupnih na trzistu (Muthukaruppan i sur., 2005). U Europskoj uniji (EU) postoji
oko 500 aktivnih tvari odobrenih za uporabu u pesticidima, s godiSnjom prodajom od 374
000 tona pesticida (prosjecni podaci od 2011. do 2016. za EU) (Silva i sur., 2019). Niske
cijene herbicida u usporedbi s drugim strategijama, poticu poljoprivrednike da koriste
takve metode za suzbijanje korova (Zarea i sur., 2010).

ISPARAVANIE |
APSORPCUA HERBICID KEMIISKA RAZG.
UTEM v i
BILKE I

; . ISPIRANJE | !
- "’ ! ’ ot
RAZG

FOTOKEMIISKA RAZG.

00 STRANE. i .
KOLOIDA TLA MIKROORGANIZMIMA
GUBITCI RAZGRADNJA

Slika 1. Procesi gubitaka i razgradnje herbicida u okolisu (Web 1).



1.1.1. Stetne posljedice pesticida

Pesticidi mogu imati negativne u¢inke na neciljne organizme, utjecati na vodene i
kopnene hranidbene mreze i ekosustave (Mahmood i sur., 2016). Intenzivna upotreba
pesticida u poljoprivredi Cesto rezultira gubitkom bioloske raznolikosti (Hole i sur., 2005).
Oko 80 do 90% primijenjenih pesticida na poljoprivrednim povr§inama moze ispariti kroz
nekoliko dana nakon primjene (Majewski i Capel, 1996). Pesticidi isparavaju u zrak i
mogu uzrokovati ostecenje drugih organizama, to se najceS¢e dogada prilikom prskanja
pesticida. Nekontrolirana uporaba pesticida dovela je do smanjenja broja kopnenih i
vodenih zivotinjskih 1 biljnih vrsta (Mahmood i sur., 2016). Prema nacinu na koji djeluju
insekticidi se smatraju najotrovnijim za zivotinje, dok su fungicidi i herbicidi na popisu
toksi¢nosti drugi i tre¢i po redu (Lackmann i sur, 2018; Mahmood i sur., 2016). Pesticidi
ulaze u vodene i terestricke ekosustave na dva razli¢ita nacina, ovisno o njihovoj
topljivosti. Pesticidi topljivi u vodi, otapaju se u vodi i ulaze u podzemne vode, potoke,
rijeke i jezera, §to uzrokuje Stetu za druge organizme (Mahmood i sur., 2016). Pesticidi
topljivi u mastima se apsorbiraju u masnim tkivima Zzivotinja, Sto rezultira postojanoscu
pesticida u hranidbenim lancima u duzem vremenskom razdoblju (Mahmood i sur., 2016).
Sto je visa trofi¢ka razina, to ée biti veca koncentracija pesticida, a taj proces poznatiji je
kao bioamplifikacija. Pesticidi mogu dospijeti u vodu preko otjecanja, ispiranja tla ili se
mogu primijeniti izravno na povrSinsku vodu. Prekomjernim koristenjem pesticida uocava
se opadanje populacija razli¢itih vrsta riba (Scholz i sur., 2012). Atrazin, poznati herbicid,
toksic¢an je za neke vrste riba i posredno utje€e na imunoloski sustav nekih vodozemaca
(Rohr i sur., 2008; Forson i Storfer, 2006). Kemijski spoj glifosat uzrokuje visoku smrtnost

punoglavaca 1 juvenilnih zaba (Relyea, 2005).

Jedna od glavnih briga prekomjerne upotrebe pesticida je njihovo ispiranje u tlo, $to
utjeCe na floru i faunu koja Zivi u tlu. Tlo je sloZena povezanost izmedu zZivih organizama,
mineralnih Cestica, organske tvari, vode i zraka. Frakcija glinenih minerala i humus
organske tvari su koloidi (promjer <0.002 mm), koji zbog svoje male veli¢ine imaju veliku
povrsinu po jedinici volumena. Kada organski spojevi udu u tlo, oni se raspodjele izmedu
vode u tlu, zraka u tlu i dostupnih povrSina na mineralima tla i organskoj tvari (Walker i
sur., 2016). Fauna tla dijeli se na megafaunu (kraljeZnjaci, pr. krtice (Talpidae),
makrofaunu (pr. Lumbricidae (i druge porodice gujavica), puzevi (Gastropoda),
jednakonosci (Isopoda), dvojenoge (Diplopoda), kukci (licinke)), mezofaunu (pr. grinje

(Acari), skokuni (Collembola), enhitreide (Enchytraeidac) i mikrofaunu (pr. bicasi
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(Flagellata), obli¢i (Nematoda)). Zivi svijet u tlu i na tlu, vrlo je vazan za sve procese koji
se tamo odvijaju. Populacije korisnih kukaca, kao §to su pcele, mogu znacajno opasti
upotrebom insekticida poput karbamata, organofosfata i piretroida (Pilling i Jepson, 1993).
Dokazano je da klorotalonil i dinitrofenil, fungicidi naruSavaju procese nitrifikacije i
denitrifikacije ovisne o bakterijama (Man i Zucong, 2009). Glifosat smanjuje rast i
aktivnost bakterija koje fiksiraju dusik u tlu (Santos i Flores, 1995). Neonikotinoidi se
akumuliraju u tlu i uzrokuju smrtnost gujavica (Goulson, 2013). Fungicidi mogu neizravno
smanjiti populacije ptica i sisavaca, unistavajuéi gujavice koje su izvor hrane (Mahmood 1
sur., 2016). Utjecaj poljoprivrednih dodataka na organizme u tlu moze se izmjeriti kao
promjena u koli¢ini pojedinih organizama, skupina organizama ili metodoloski definiranih
skupina, promjena u bioloskoj aktivnosti, npr. respiracija tla i aktivnosti enzima

(Biinemann i sur., 2006).

1.2. Gujavice

1.2.1. Biologija i ekologija gujavica

Gujavice pripadaju koljenu Annelida (koluti¢avci), razredu Clitellata (pojasnici) te
podrazredu Oligochaeta (malocetinasi) (Habdija i1 sur., 2011). Bilateralno simetricne su
grade, a tijelo im je segmentirano, s jasno izrazenim koluti¢ima izvana i iznutra. Tijelo
izvana obavija tanka, pigmentirana epiderma, ispod koje se nalazi vanjski sloj prstenastih i
unutarnji sloj uzduznih misic¢a. Svaki koluti¢, osim usnog i analnog ima cekinje koje
pomazu pri kretanju, zajedno s misi¢ima. Tjelesna Supljina je celom (celomska Supljina), a
smjeStena je izmedu miSi¢a 1 probavila. Celomska Supljina ispunjena je celomskom
teku¢inom koja ima funkciju hidroskeleta i1 sluzi kao oslonac prstenastim i uzduznim
miSi¢ima. Gujavice su dvospolci, imaju vanjsku oplodnju koja se dogada nakon spolnog
sazrijevanja, tako $to se iz zadebljanog dijela epiderme, pojasa (engl. clitellum) izlucuje
kokon u kojem se razvija zametak. Probava gujavica je ekstracelularna, optjecajni sustav je
zatvoren, a disanje se odvija preko kozZe. Ekskrecijski sustav c¢ine protonefridij 1
metanefridij. Imaju ljestvi¢ast Ziv€ani sustav, a na osjetnim krajevima iznad kutikule
sadrze kemoreceptorne stanice koje ¢ine osjetilni sustav. Tijelo gujavica ¢ini 85% vode,
stoga je oCuvanje vode izrazito vazno jer tanka kutikula i1 sluzni premaz ne pruzaju

dovoljnu zastitu od isusivanja (Dominguez, 2004; Edwards i Bohlen, 1996).



S obzirom na nacin zivota i karakteristike zivotnog ciklusa, gujavice se mogu

podjeliti na tri ekoloske kategorije prema Bouché (1977) i Lee (1985) (Slika 2):

Epigejne vrste: nalaze se iznad mineralnog sloja tla, a ispod biljnih ostataka ili druge
organske tvari. Takve vrste su pigmentirane, manje veli¢ine, vrlo pokretne, imaju kratke
zivotne cikluse. Hrane se biljnim ostacima i drugom organskom tvari. Najpoznatiji

predstavnici su Eisenia fetida, Dendrobaena octaedra i Lumbricus rubellus.

Aneci¢ne vrste: zive u trajnim vertikalnim hodnicima u mineralnom sloju tla, do 3 m
dubine. Vrste ove skupine su velike, na dorzalnoj strani tijela su tamno pigmentirane.
Zivotni vijek im je relativno dug, u usporedbi s drugim Zivotnim ciklusima. Hrane se
lis¢em s povrSine tla. Najpoznatiji predstavnici su Lumbricus terrestris, Aporrectodea

longa.

Endogejne vrste: Zive u plitkim, horizontalnim hodnicima u tlu, koji nisu stalni. Mogu biti
razlicitih veli¢ina, ve¢inom su nepigmentirane i sporo se kre¢u. Trajenje zivotnog ciklusa
im je izmedu epigejnih i aneci¢nih gujavica. Najpoznatiji predstavnici su Aporrectodea

rosea, Aporrectodea caliginosa i Octolasion lacteum.

Epigejne: L. rubellus

Endogejne: A. caliginosa

Aneciéne Aneciéne: A. longa

Slika 2. Morfo-ekoloske kategorije gujavica (Web 2).



1.2.2. Uloga gujavica u tlu

Gujavice predstavljaju najvecu koli¢inu biomase u tlu umjerenih ekosustava i imaju
vaznu ulogu u funkcioniranju tla. Kao inZenjeri ekosustava (Jones i sur., 1994) utjecu na
dinamiku organske tvari, strukturu tla i mikrobne zajednice (Fragoso i sur., 1997; Edwards
1 Bohlen 1996). Aktivno sudjeluju u aeraciji tla, infiltraciji vode i mjeSanju horizonta tla, te
predstavljaju vazan izvor hrane za mnoge druge organizme, kao $to su ptice ili krtice
(Lavelle i sur., 2006; Edwards i Bohlen, 1996). Formiranje tla je dugotrajan proces koji
ukljucuje razgradnju primarnih minerala i1 ugradnju organske tvari (Blouin i sur., 2013).
Darwin (1881) je bio medu prvima koji uvrStavaju i zive organizme na popis faktora
odgovornih za formiranje tla, osobito gujavice kroz procese mjesanja tla. Jedna od
najvaznijih uloga gujavica u tlu je kontrola stope humifikacije putem aktivnosti hranjenja,
ukopavanja (engl. burrowing) i interakcije s mikroorganizmima (Bernier, 1998). Osim §to
pridonose formiranju humusa, gujavice zakopavaju organsku tvar s povrsine i jednako tako
donose cestice tla iz dubljih horizonta tla na povrSinu (Blouin i sur., 2013). Mogu
potaknuti rast biljaka, poboljSavaju¢i plodnost tla, kruzenje hranjivih tvari (Lee, 1985),
modificirajuéi poroznost i agregaciju tla ¢ime se poboljSava dostupnost vode i kisika
biljkama (Allaire-Leung i sur., 2000), stimuliraju¢i proizvodnju regulatora rasta biljaka

putem poticanja mikrobne aktivnosti (Quaggiotti i sur., 2004; Nardi i sur., 2002).

1.2.3. Gujavice kao modelni organizam u ekotoksikoloSkim istrazivanjima

U ekotoksikoloSkim istraZivanjima tla razmatraju se negativni u¢inci zagadivala na
komponente ekoloskog sustava tla (Velki, 2014). U ekotoksikologiji tla modelne vrste su
obi¢no one koje se lako odrZavaju i uzgajaju u laboratorijskim uvjetima. Najcesce koristeni
modelni organizmi od beskraljeznjaka su gujavice, enhitreide 1 skokuni (Rombke 1 sur.,
1996; Edwards i sur., 1995; Edwards, 1989). Jo§ 1984. godine, Callahan (1984) je naglasio
vaznost gujavica za procjenu opéeg utjecaja oneciSenja tla. Od tada se gujavice koriste
kao bioindikatori za kakvocu tla 1 utjecaj zagadivala na okoli§ (Cortet i sur., 1999; Paoletti,
1999). Vecina gujavica se moze lako prikupiti, uzgajati 1 determinirati, pa su prihvacene
kao vrste za proucavanje utjecaja vanjskih zagadivala na okolis, kao Sto su pesticidi,
ugljikovodici, teSki metali i drugi (Edwards i Bohlen, 1996). Odgovor gujavica na

prisutnost pesticida moze se mjeriti na infra-individualnoj razini (npr. ekspresija gena,



enzimska aktivnost), individualnoj razini (npr. prezivljavanje, razmnoZzavanje 1 ponasanje)

te na razini zajednice (npr. raznolikost i struktura zajednice) (Pelosi i sur., 2014).

Za proucavanje utjecaja pesticida na gujavice koriste se razli¢ite metode. U
standardizirane testove ubrajamo testove akutne toksi¢nosti (ISO, 1993; OECD, 1984) i
testove reprodukcije (OECD, 2004; ISO, 1998). U testovima akutne toksic¢nosti uobicajeno
se koriste kontaktni filter papir testovi (48-72 h), gdje su gujavice izloZene pesticidu
dermalno, preko polupropusne kutikule, ali takvim testovima mogu se mjeriti samo
kratkoroc¢ni ucinci (OECD, 1984; Edwards, 1983). Druga vrsta testova akutne toksi¢nosti
su laboratorijska ispitivanja tla s umjetnim ili prirodnim tlima (Edwards i Bohlen, 1996).
Kontaktni filter papir testovi koriste se za mjerenje infra-individualnih i individualnih
parametara. Rezultati takvih testova se ve¢inom razlikuju od onih dobivenih ispitivanjem u
tlu (Heimbach, 1984). U testu s umjetnim tlom (14 dana), tlo se mijesa s pesticidom u
svrhu dobivanja homogene smjese te su gujavice izlozene pesticidu dermalnim putem, ali i
kroz probavni sustav (ISO, 1993; OECD, 1984). Modelne vrste koriStene u vecini
toksikoloskih istrazivanja su uglavnom iz roda Eisenia (Sanchez-Hernandez, 2006), iako se
vrste iz roda Lumbricus sve vise proucavaju (Morgan i sur., 2007). Test OECD (1984) na
gujavicama je najbolje uspostavljeni standard te je dostigao stupanj zakonske obveze u
nekim zemljama, prije nego Sto se nove kemikalije primjene u okoli§. Prema OECD
standardu preporucene vrste za toksikoloske testove su Eisenia fetida i Eisenia andrei.
Eisenia fetida, naj¢esc¢e koriStena vrsta, lako se kultivira u laboratoriju i ima reproduktivni
ciklus od oko 6 tjedana na 20 °C. PonaSanje gujavica u tlu vazno je za unos zagadivala
(Jager, 1998.), pa razliCite strategije hranjenja mogu utjecati na oneciS¢ujuce tvari prisutne
u okoli$u. E. andrei zivi na mjestima bogatim organskom tvari i trulom vegetacijom (Sims
1 Gerard, 1985), stoga bi ova vrsta bila izloZena razli¢itim koncentracijama oneciS¢ujucih
tvari u okoliSu u odnosu na druge vrste gujavica koje se hrane tlom ili zive dublje u tlu.
Razli¢ite vrste gujavica imaju razli¢itu osjetljivost na pesticide, te se to mora uzeti u obzir
u interpretaciji rezultata. Eisenia fetida je u prosjeku manje osjetljiva na pesticide od vrsta
prisutnih u kultiviranim poljima (Pelosi 1 sur., 2014.). U istrazivanju Lukkari 1 sur. (2005),
epigejna vrsta E. fetida tolerantnija je prema metalima i ima sposobnost regulirati
koncentracije metala u tkivima, za razliku od endogejne vrste Aporrectodea tuberculata.
Ma i Bodt (1993) su utvrdili da je Aporrectodea caliginosa osjetljivija na klorpirifos od
vrsta iz roda Eisenia, a da su vrste iz roda Lumbricus najosjetljivije. Pojava smrtnosti kod

Lumbricus rubellus i Lumbricus terrestris nakon izlozenosti organofosfatima ukazuje na



veéu osjetljivost ovih vrsta gujavica u usporedbi s vrstama Eisenia andrei i Octolasion
lacteum (Velki i sur., 2014). Velki i Hackenberger (2013a) su otkrili da je E. andrei manje
osjetljiva vrsta u usporedbi s L. rubellus. U istrazivanju Velki i Hackenberger (2012)
usporedba odgovora izmedu E. andrei i O. lacteum pokazala je znacajne razlike izmedu te
dvije vrste, a pokazalo se da je E. andrei manje osjetljiva na izlaganje dimetoatu od O.
lacteum. Robidoux i sur. (2004) dokazali su da epigejna vrsta E. andrei moze tolerirati
veée koncentracije 2,4,6-trinitrotoluen (TNT) u mezokozmosu, za razliku od autohtone
endogejne vrste A. rosea. Upotreba vrsta samo iz roda Eisenia u standardnim
toksikoloskim ispitivanjima pesticida (i drugih oneciS¢ujucih tvari) moze imati ozbiljne
posljedice jer dobiveni rezultati tih ispitivanja mogu podcijeniti toksi¢nost pesticida na
druge vrste gujavica prisutnih u realnom okruzenju (Velki i Hackenberger, 2013a).
Istrazivanja se Cesto provode na vrstama iz iste ekoloske kategorije, tako da je 1 dalje tesko
predvidjeti ucinak pesticida na zajednice gujavica koje obuhvacaju epigejne, endogejne i

aneci¢ne gujavice.

1.2.4. Istrazivanja utjecaja pesticida na gujavice

Posljednjih godina provedena su brojna ispitivanja ufinaka pesticida na neciljne
vrste, uklju¢ujuéi gujavice, za odredeni broj pesticida. Utvrdeno je da pesticidi utjeCu na
gujavice tako $to uzrokuju promjene u ponasanju, izmjene u ekspresiji gena, utjeCu na
funkcioniranje enzima, povecavaju smrtnost, utjecu na rast, plodnost i reprodukciju (Liu 1

sur., 2018; Velki i sur., 2014; Zhang i sur., 2013).

Koncentracija pesticida je vec¢a u povrSinskim slojevima, pa je zabiljezena znatno
smanjena aktivnost gujavica u povrSinskom sloju tla (Cook 1 sur., 1980). Insekticidi 1
fungicidi imaju neurotoksicne ucinke u gujavicama i1 nakon dugotrajne izloZenosti
uzrokuju fizioloska oSte¢enja (Schreck i sur., 2008). Insekticid klorpirifos ima Stetne
ucinke na gujavice na stanicnoj razini uzrokujuc¢i oSte¢enja DNA (Casabé i sur., 2007).
Herbicidi opcenito pokazuju nisku toksicnost prema gujavicama, iako postoje iznimke
(Zarea, 2010). Utjecu na hranjenje gujavica, Sto se odrazilo na gubitak tezine i
reproduktivnu sposobnost, te smanjenu proizvodnju kokona (Bustos-Obregon i Goicochea,
2002). Glifosat utjece na aktivnost hranjenja i1 prezivljavanje gujavica (Casabé i sur.,
2007). Rast i proizvodnja kokona drasticno se smanjuje kod vrste Eisenia fetida koja je

izlozena subletalnim koncentracijama atrazina (Fisher, 1989). Smanjen je rast, proizvodnja
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kokona i razvoj pojasa u vrsti Eisenia fetida izlozenoj butakloru (Stojanovi¢ i sur., 2007).
Butaklor, takoder ima ucinak na aktivnost acetilkolinesteraze (AChE) u gujavicama
(Biinemann 1 sur., 2006). Smrtnost gujavica takoder ovisi o vremenu izlaganja herbicidu.
Xiao 1 sur. (2004), utvrdili su da je smrtnost gujavica povecana, s poveanim vremenom
izlaganja bilo kojoj danoj koncentraciji acetoklora. Utvrdeno je da se srednja biomasa
gujavica smanjuje, s povecéanjem koncentracije herbicida. Koncentracije atrazina (>40
nug/L) u kombinaciji s klorpirifosom, metil-parationom i diazinonom, uzrokovale su
znacajno povecanje smrtnosti gujavica vrste E. fetida (Lydy i Linck, 2003). Istrazivanja su
pokazala da triazinski herbicidi imaju toksi¢ne u¢inke na populacije E. fetida (Lydy i
Linck, 2003; Fisher, 1989). Zabiljezeno je da su gujavice izbjegavale tlo kontaminirano
herbicidom fenmedifamom (Amorim i sur., 2005). Giulio i sur. (1989), otkrili su da 1-
metil-3-oktil imidazolijev bromid dovodi do oksidativnog stresa u gujavicama. Ostali
uéinci herbicida na organizme u tlu, uglavnom se ocituju u promjenama aktivnosti

razli¢itih enzima (Biinemann i sur., 2006).

1.3. Istrazivani pesticid

U ovom radu koristen je Koban T, komercijalni pripravak herbicida koji se sastojao
od dvije aktivne tvari (Tablica 1). Koban T je kombinirani zemljisni herbicid za suzbijanje
jednogodis$njih uskolisnih korova: obi¢nog koStana, muharika, obi¢ne svracice i divljeg
prosa te jednogodisnjih Sirokolisnih korova: §¢ira, bijele lobode, pelinolosne ambrozije,

velikog dvornika i dr., u kukuruzu za zrno i silazu (Web 3).

Tablica 1. Kombinirani pripravak koristen u radu.

Komercijalni Aktivni sastojci Koncentracija Vrsta spoja
pripravak aktivnog sastojka
Herbicid
KOBAN® T petoksamid 300 g/L (kloroacetamid)
(Agro chem d.o.0,
Zagreb) Herbicid,
terbutilazin 250 g/L mikrobiocid, algicid
(triazin)




1.3.1. Fizikalno-kemijska svojstva petoksamida

Petoksamid (2-kloro-N-(2-etoksietil)-N-(2-metil-1-fenil-1-propenil)acetamid) je
kloroacetamidni herbicid koji se koristi prije nicanja i odmah nakon nicanja, u svrhu
suzbijanja odredenih korova u kukuruzu, soji, suncokretu i drugim usjevima. To je sustavni
herbicid koji apsorbira korijen i mladi izdanci, inhibiraju¢i diobu stanica. Njegova
disipacija u tlu odredena u laboratoriju (vrijeme poluraspada (DT50)=5.5-8.1 dana) i na
polju (DT50=7.3-22.2 dana) je brza, a njegova razgradnja u tlu proizvodi petoksamid
sulfonsku kiselinu (N-(2-etoksietil)-N-(2-metil-1-fenil-1-propenil)-2-sulfoacetamid), kao
glavni metabolit (PPDB, 2018). Sudbina ovog spoja u tlu i njegov utjecaj na okolis,
proucavani su od kada je uveden na trziste 2002. godine, ali i dalje je potrebno istrazivati
utjecaj razli¢itih ¢imbenika na disipaciju petoksamida i njegov utjecaj na mikrobne
zajednice tla (Rodriguez-Cruz i sur., 2019). Toksi¢nost petoksamida za ptice i sisavce je

mala. Ispitivanja akutne toksi¢nosti, pokazuju nisku akutnu toksi¢nost za gujavice (Web 4).

O
CHs })
Strukturna formula:

N
HeC™ N 07 e,

Kemijski naziv prema IUPAC-u: 2-kloro-N-(2-etoksietil)-N-(2-metil-1-fenilprop-1-enil)

acetamid
Kemijska formula: C16H2CINO,
CAS registarski broj: 106700-29-2
Molarna masa: 295.8 g/mol
Fizikalno stanje: bijeli prah
Gustoca: 1.147 g/cm3
Topivost u vodi: 0.4 g/L (20 °C)
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Topivost u drugim otapalima:  topiv u acetonu, 1,2-dikloroetanu, etil acetatu, metanolu,

heksanu, ksilenu i heptanu

Taliste: 37 °C

1.3.2. Fizikalno-kemijska svojstva terbutilazina

Klorirani s-triazini su Siroko koriSteni herbicidi za kontrolu prije i nakon nicanja
korova (Sokolova i sur., 2003). Triazini su herbicidi koji se najvise koriste u svijetu za
selektivno suzbijanje korova u usjevima. S-triazinski herbicidi (karakterizirani simetri¢nim
heksamernim prstenom koji se sastoji od izmjeni¢nog ugljika i dusika) i dusi¢na gnojiva
Cesto se javljaju kao onecis¢ivaci podzemnih voda (Caracciolo i sur., 2005). Terbutilazin
(TBA, 2-klor-4-terc-butilamino-6-etilamino-s-triazin) pripada triazinskim herbicidima,
zamjenjuje raSireni atrazin u nekoliko regija (u Njemackoj, Italiji 1 drugim zemljama, od
zabrane atrazina u travnju 1991.) (Lorenz i sur., 1996). U tlu se zadrzava duze od atrazina
te je stabilniji, pa sluzi kao alternativa u izboru zemljiSnih pripravaka za kukuruz.
Mehanizam djelovanja i ciljna mjesta djelovanja istovjetna su atrazinu (Lorenz i sur.,
1996). Herbicidno djelovanje terbutilazina temelji se na inhibicija lancanih reakcija
prijenosa elektrona u fotosustavu II. Produkti nastali redukcijom triazina ukljucuju
deklorirane i desetilirane derivate (Sokolové i sur., 2003). Siroka upotreba terbutilazina
rezultirala je Sirokom kontaminacijom podzemnih i povrSinskih voda (Fingler i sur., 2017).
Mjerenja provedena na podzemnim vodama pokazuju da se terbutilazin Cesto pojavljuje u
koncentracijama iznad dozvoljene granice od 0.1 mg/L (Caracciolo i sur., 2005). Pokazalo
se da je terbutilalazin vrlo toksian za vodene organizme, uzrokujuc¢i morfoloSke promjene
ovisne o dozi te oSte¢enje Skrga, crijeva 1 bubrega riba, kao i poremecaje u biokemijskim

parametrima i1 oksidativni stres u Saranu (Lovakovi¢ i sur., 2017).

Cl
Strukturna formula: )\}
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Kemijski naziv prema IUPAC-u: 2-N-terc-butil-6-kloro-4-N-etil-1,3,5-triazin-2,4-diamin

Kemijska formula: CgH16CINs

CAS registarski broj: 5915-41-3

Molarna masa: 229.71 g/mol

Fizikalno stanje: bijeli prah

Gustoca: 1.122 glem®

Topivost u vodi: 5.0 mg/L na 20 °C

Topivost u drugim otapalima: topiv u acetonu, etanolu, oktanolu, heksanu,

dimetilformamidu, etil acetatu, izopropanolu, tetralinu,

toluenu, etilen glikolu

Taliste: 178 °C

1.3.3. Dosadasnja istraZivanja toksi¢nih u€inaka petoksamida i terbutilazina na gujavice

U radu Velki 1 sur. (2019), ispitan je utjecaj osam razliitih pesticida, ukljucujuci
kombinirani herbicid Koban T (300 g/L petoksamid + 50 g/L terbutilazin) na vrstu Eisenia
andrei. Cilj istrazivanja bio je utvrditi i usporediti akutnu toksi¢nost pesticida na gujavice
te procjeniti ucinak na aktivnost transmembranskih crpki za izbacivanje ksenobiotika
(MXR) 1 ekspresiju gena. Gujavice su bile izloZzene pesticidima pomocu kontaktnog filter
papir testa, te je prema rezultatima letalnih koncentracija (LC50), nakon 48 h, Koban T
klasificiran kao izrazito toksican herbicid za vrstu E. andrei. Najjaci u¢inak pesticida na
MXR aktivnost nakon 48 h izlaganja, zabiljezen je nakon izlaganja Kobanu T gdje je
porast koncentracije rodamina B (RB) bio tri puta vec¢i od kontrole. Koban T, takoder je
uzrokovao znaCajno povecanje ekspresije gena cat, sod, i gst, 48 h nakon izlaganja
pesticidu. Osim navedenog istrazivanja (Velki i sur., 2019) nema zabiljeZenih prethodnih
istraZivanja procjene toksicnosti petoksamida na gujavice ili kombinacije petoksamida s

terbutilazinom.
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Brunninger i sur. (1994) u svom radu su istrazili u¢inke subletalnih koncentracija
terbutilazina i karbofurana na rast i razmnozavanje vrste Eisenia andrei tijekom tri
generacije. Pesticidi su aplicirani na hranu gujavica, te je uofeno znacajno smanjenje
proizvodnje kokona. Redukcija je postala izraZenija s povecanjem trajanja izloZenosti
pesticidu. Gujavice su nakon 5 mjeseci tretiranja pesticidom, prestale proizvoditi kokone
(Brunninger i sur., 1994). U radu Viswanathan (1997) vrste Lumbricus terrestris, Eisenia
foetida i1 Eisenia andrei su izlagane terbutilazinu te su zapazeni ucinci na disanje i
ekskreciju gujavica. Utjecaj na dobivene rezultate respiracije i izluCivanja amonijaka i uree
imao je brzi metabolizam u vrsti E. andrei, u odnosu na L. terrestris, te im je to omogucilo
da se bolje nose u slucaju izloZenosti pesticidu. U istrazivanju Tejeda i sur. (2013)
otkriveno je smanjenje tezine i inhibicija aktivnosti glutation-S transferaze kod vrsta
Eisenia fetida i Lumbricus terrestris, prilikom povecanja koncentracije terbutilazina u
tretiranim tlima. Za terbutilazin odredena je LC50 koriStenjem testa s umjetnim tlom 1i

vrstom E. fetida, i iznosi 1.26 mg/kg (Milanovi¢ i sur., 2014).

1.4. Biomarkeri

Biomarkeri ili bioloski biljezi mogu se definirati kao ,,bilo koji bioloski odgovor na
kemijsku tvar iz okolisa na individualnoj razini koji pokazuje odstupanje od normalnih
uvjeta" (Walker i1 sur., 2016). Dakle, biokemijska, fizioloska, histoloska, morfoloska
mjerenja i mjerenja ponasanja, smatraju se biomarkerima. BioloSki odgovori na viSim
organizacijskim razinama-stanovnistvo, zajednica i ekosustav, smatraju se bioindikatorima
(Walker 1 sur., 2016). PredloZeno je niz klasifikacija biomarkera, a naj¢eS¢e se koristi
podjela na biomarkere izlozenosti, biomarkere ucinka i biomarkere osjetljivosti (WHO,
1993). Biomarkeri izlozenosti ukazuju na izloZenost organizma kemijskim zagadivalima,
ali ne daju informacije o Stetnim ucincima koje takva promjena izaziva. Biomarkeri ucinka
pokazuju Stetne promjene u organizmu ukljucujuéi biokemijske, fizioloske i druge
promjene unutar organizma (Walker 1 sur., 2016). Biomarkeri osjetljivosti usredotoCeni su
na genetske predispozicije u organizmu prilikom izloZenosti ksenobiotiku (WHO, 1993).
Najvazniji razlog koriStenja biomarkera u procjeni rizika za okoli$ je taj Sto biomarkeri
mogu dati informacije o u€incima oneciS¢ujucih tvari, dopuna su biomonitoringu koji
ukljucuje utvrdivanje razina zagadivala u okoliSu. KoriStenje biomarkera od velikog je

znacaja za procjenu rizika oneciS¢enja okoliSa jer promjene otkrivene na nizim razinama

13



bioloSke organizacije, mogu posluziti kao rani pokazatelji mogucih ucinaka na viSim

razinama bioloske organizacije (Spurgeon i sur., 2005).

1.4.1. Test izbjegavanja

OgraniCenja, kao §to su nemoguénost procjene ucinaka na populacije gujavica
testovima akutne toksi¢nosti i dugo trajanje (56 dana) reprodukcijskih testova, zahtjevala
su metode brze procjene s kra¢im trajanjem 1 visokom osjetljivosti. Medunarodna
organizacija za standardizaciju (engl. ,,International Organization for Standardization®,
ISO), izradila je smjernice za odredivanje funkcija staniSta tla testom izbjegavanja (ISO,
2008). Test izbjegavanja ubraja se u biomarkere ponasanja. Ovaj jednostavan test
dizajniran je kako bi otkrio znacajno odbijanje onecis¢enog odjeljka pesticidom, u
usporedbi s kontrolnim odjeljkom. To podrazumijeva da gujavice imaju sposobnost otkriti
toksi¢ne spojeve i ,,pobjeci* od njih (Pelosi i sur., 2014). Ovo je najces¢i test ponasanja za
gujavice jer je vrlo jednostavan i isplativ, relativno kratko traje, Sto ga Cini idealnim za
brzu procjenu oneciséenja tla (De Silva i Amarasinghe, 2008). Test izbjegavanja je test
koji se koristi u procjeni rizika tla (Stephenson i sur., 1998), i pokazalo se da je osjetljivost
testa jednaka kao i kod testa reprodukcije (Hund-Rinke i sur., 2003). U testovima gujavice
koriste prisutne kemoreceptore na anteriornim segmentima koji mogu otkriti Sirok raspon
zagadivala (Reinecke 1 sur., 2002). Smatra se da se funkcija tla smanjuje, ako se u
kontrolnom tlu u usporedbi s onecis¢enim tlom nalazi vise od 80% gujavica, stoga je test
izbjegavanja ekoloSki vrlo znacajan (Yang 1 sur., 2018). U nekim je slucajevima
primijecena znacajna privlacnost gujavica onecis¢enim tlima (De Silva i van Gestel, 2009).
Provedeni su opsezni testovi izbjegavanja posljednjih godina, ali vecina njih se
usredotocila na pojedinacne ucinke toksi¢nih tvari (Brami i sur., 2017; Scheffczyk i sur.,
2014), dok kombinirani ucinci smjesa toksi¢nih tvari na gujavice, uglavnom nisu

objasnjeni (Uwizeyimana i sur., 2017).

1.4.2. Karboksilesteraza (CES)

Karboksilesteraza pripada biomarkerima | faze metabolizma ksenobiotika. Enzimi
faze | kataliziraju reakciju pretvorbe koja se naziva funkcionalizacija, za lipofilni strani

spoj, gdje se funkcionalna skupina uvodi u njegovu kemijsku strukturu reakcijama poput
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oksidacije, hidrolize ili redukcije. Funkcionalizacija povecava polaritet lipofilnog stranog
spoja, ¢ineéi ga spremnim za sljede¢i metabolicki korak (Chen, 2011). Modificirani spoj
¢esto dovodi do stvaranja aktivnog metabolickog meduprodukta. U hidroliticke enzime
(hidrolaze) ubrajaju se karboksilesteraze i epoksidne hidrolaze. Karboksilesteraze se nalaze
u endoplazmatskom retikulumu 1 u citosolu stanica. Ovi enzimi ukljuceni su u metabolicku
aktivaciju razli¢itih lijekova i ostalih ksenobiotika. Izozimi karboksilesteraze,
karboksilesteraza 1 i karboksilesteraza 2 pripadaju obitelji hidrolaza (Chen, 2011). Ove
dvije izoforme sudjeluju u hidrolizi estera i amida, posebno djeluju¢i na karboksilne
esterske veze. Karboksilesteraze kataliziraju reakciju hidrolize karboksilnih estera, ¢ime
nastaju alkohol i karboksilat (Chen, 2011):

0=C—0C;H; COOH
|
R—C-R’ + HiO — R-C-R’ + C.HOH

Hidrolizom karboksilnog amida dobiva se N-hidroksid i karboksilat:

R
|
@-CO-N-H + H0 — @COOH + H:N-R

Reakcije koje uzrokuju karboksilesteraze ne vode uvijek do procesa detoksifikacije
jer se neki ksenobiotici pretvaraju u kemijski aktivne metabolite (Chen, 2011). Enzimi koji
detoksificiraju pesticide, poput karboksilesteraza mogu uciniti pesticid neucinkovitim za
pojedince koji prirodno imaju visoku razinu takvih enzima (Stenersen, 2004). CES
detoksificiraju organofosfate (OP) i karbamate (CB) 1 sinteticke piretroide (SP) na dva
glavna nacina: hidrolizom esterske veze i vezanjem pesticida (OP) na aktivho mjesto
enzima (Wheelock i sur., 2005). Karboksilesteraze su opisane kod gujavica. Crijevni trakt
Lumbricus terrestris predstavlja $iroku paletu enzima, a medu njima prevladava aktivnost
CES u perifernom kolragogenom tkivu (Prento, 1987). Sanchez-Hernandez i Wheelock
(2009) utvrdili su dvanaest izozima CES u gastrointestinalnom traktu, misi¢ima tijela i

reproduktivnim tkivima L. terrestris.
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1.4.3. Katalaza (CAT)

Slobodni radikali kisika i duSika neophodni su u fizioloSkoj kontroli stani¢ne
funkcije u bioloskim sustavima i kontinuirano se stvaraju u zivim stanicama. Poremecaj u
ravnotezi izmedu stvaranja reaktivnih kisikovih spojeva (engl. reactive oxygen species,
ROS) i antioksidativne obrane ocituje se kao oksidativni stres (Naito i sur., 2010). Uz
koriStenje primarnih i sekundarnih produkata Stetnih slobodnih radikala, biomarkeri mogu
pratiti status razli¢itih antioksidativnih obrambenih mehanizama protiv slobodnih radikala.
U enzimske antioksidanse ubrajaju se enzimi kao §to su superoksid dismutaza (SOD),
glutation-peroksidaza (GSH), glutation-reduktaza (GR) i katalaza (Valavanidis i sur.,
2006).

Katalaza (CAT) je jedan od esencijalnih enzima u procesu detoksifikacije ROS-a.
Promjena aktivnosti CAT pokazatelj je stani¢ne lezije nakon izlaganja kemijskim tvarima,
pa se u vedini slucajeva smatra ranim biomarkerom za oksidativni stres (Gao 1 sur., 2008).

Glavna funkcija katalaze je razgradnja vodikovog peroksida na vodu i kisik:
2H202 — 2H20 + 02

CAT je tetramerni protein veli¢ine 244 kDa koji sadrzi Cetiri identi¢ne podjedinice.
Svaka podjedinica sadrzi 527 aminokiselinskih ostataka, jednu hemsku skupinu i ¢vrsto
vezanu molekulu NADPH (Kodydkova i sur., 2014). U eukariotskim stanicama CAT se
predominantno nalazi u peroksisomima, a prisutna je i u citosolu i mitohondrijima
(Fidaleo, 2010). Labrot i sur. (1996) proucavali su uéinke metala in vitro i in vivo na
aktivnost CAT u E. andrei, gdje rezultati sugeriraju da je antioksidacijski sustav te vrste
zanimljiv za proucavanje kao biomarker. Saint-Denis i sur. (1998) lokalizirali su katalazu u
citosolnim frakcijama kod vrste E. fetida andrei. Vecina istrazivanja o aktivnosti CAT
usredotoena je na organizme tla izlozene pesticidima (Brown i sur., 2004) i teSkim

metalima (Laszczyca i sur., 2004).

1.4.4. Glutation-reduktaza (GR)

Glutation-reduktazu (GR), kao i katalazu, ubrajamo u biomarkere oksidativnog

stresa. GR je flavoprotein, graden od dvije podjedinice koje formiraju aktivno mjesto
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enzima, a svaka od njih ima 4 domene (Tandogan i Ulusu, 2006). Glutation-reduktaza
katalizira NADPH-ovisnu redukciju glutation-disulfida (GSSG) do glutationa (GSH) :

NADPH + H" + GSSG — NADP" + 2GSH

Reakcija je klju¢na za odrzavanje razine glutationa. Glutation ima glavnu ulogu kao
reducens u procesima redukcije i oksidacije, ponasa se kao antioksidans i sudjeluje u
nekoliko drugih stani¢nih funkcija od velike vaZznosti. Glutation-reduktaza izolirana je iz
razli¢itih organizama te se kod eukariota, uglavnom nalazi u citoplazmi i u organelima,
ukljuCujuéi  jezgru i mitohondrije (Carlberg i Mannervik, 1985). Kod gujavica je
pronadena uglavnom u citosolu (Saint-Denis i sur., 1998). Porast aktivnosti GR kod
gujavica moze biti povezan s indukcijom oksidativnog stresa uslijed akumulacije

zagadivala (E¢imovi¢ 1 sur., 2018).

1.4.5. Glutation S-transferaza (GST)

Glutation S-transferazu ubrajamo u biomarkere Il faze metabolizma ksenobiotika.
Enzimi detoksifikacije koji pripadaju fazi Il kataliziraju reakcije konjugacije, Cineci
za uklanjanje putem urina. U enzime konjugacije faze Il ubrajaju se enzimi transferaze,
ukljucuju¢i uridin-difosfat glukuronosil transferaze (UGT), glutation S-transferaze,
sulfotransferaze, acetiltransferaze, metiltransferaze i aciltransferaze (Chen, 2011). GST
kataliziraju konjugaciju reduciranog glutationa (GSH) sa ksenobiotikom, stvaranjem
tioeterske veze izmedu atoma sumpora u GSH 1 ugljika, ili duSika u elektrofilnom stranom
spoju. Konjugat se potom metabolizira kako bi nastao cistein ili N-acetilcistein. Supstrati
za GST Kkatalizirane reakcije obi¢no pokazuju hidrofobne i elektrofilne karakteristike.
Konjugacija GSH, izuzetno je vazan mehanizam u metaboliziranju elektrofilnih stranih
spojeva. Elektrofili su potencijalno toksic¢ne vrste jer se mogu vezati za nukleofile poput
proteina i nukleinskih kiselina, §to dovodi do stani¢nog oStecenja i genetske mutacije
(Chen, 2011). Osnovna reakcija koju katalizira GST je konjugacija GSH sa elektrofilnim
supstratima (Sherratt i Hayes, 2001):

GSH + R-X — G-SR + HX
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Osim detoksifikacijske uloge, GST ima joS i transportnu i sinteticku funkciju. GST
su prisutne u svim zivim organizmima. Eukarioti imaju vec¢i broj citoslonih i membranski
vezanih (mitohondriji 1 endoplazmatski retikulum) GST izoenzima sa razli¢itim
specificnostima za supstrat (Hayes i sur., 2005). Clark i Smith (1975) otkrili su glutation S-
transferazu u Lumbricus rubellus. Aktivnost glutation S-transferaze dokazana je u Sest
vrsta gujavica iz porodice Lumbricidae: Eisenia foetida, Lumbricus terrestris, Lumbricus
rubellus, Allolobophora longa, Allolobophora caliginosa i Allolobophora chlorotica
(Stenersen i sur., 1979).

1.4.6. Mehanizam multiksenobiti¢ke otpornosti (MXR)

Transmembranske crpke za izbacivanje ksenobiotika ili ,.efluks® crpke su
transportni proteini ukljueni u uklanjanje toksi¢nih supstrata iz stanica u vanjsko
okruzenje te mogu biti specifi¢ni za jedan supstrat, ili strukturno razlicite spojeve (Borges-
Walmsley i Walmsley, 2001; Saier i Paulsen, 2001). Ovi transmembranski proteini su
ukljueni u mehanizam multiksenobiticke otpornosti (MXR, engl. multixenobiotic
resistance), prvi obrambeni mehanizam stanica za uklanjanje toksi¢nih tvari (Epel, 1998).
Izbacivanje Stetnih spojeva iz stanice jedna je od najceSée koriStenih strategija za
rezistenciju na citotoksi¢ne lijekove 1 druge ksenobiotike u prokariotima i eukariotima
(Hackenberger i sur., 2012). Efluks proteini su lokalizirani u citoplazmatskoj membrani i
djeluju poput crpki, smanjujuéi unutarstanicnu koncentraciju ksenobiotika do subtoksi¢ne
razine (Saier i Paulsen, 2001). Efluks crpke nalaze se i u prokariotima i u eukariotima (Van
Bambeke i sur., 2003). U prokariotskim organizmima izbacivanje lijekova i drugih
citotoksi¢nih spojeva, uglavnom se dogada pomocu crpki u kojima je postupak izbacivanja
povezan s ubacivanjem (influksom) protona (H*) (Ward i sur., 2001; Saier i sur., 1999; Pao
I sur., 1998). Za razliku od prokariota, glavni mehanizam efluksa u eukariotima ovisi 0
proteinima koji dobivaju svoju transportnu energiju iz hidrolize ATP-a (Zgurskaya i
Nikaido, 2002; Blackmore i sur., 2001; Nielsen i Skovsgaard, 1992). Mnogi od tih
transportera pripadaju ABC (engl. ATP-binding cassette) superporodici membranskih
transportera. Clanovi ove obitelji uklju¢uju P-glikoprotein (P-gp) (Zgurskaya i Nikaido,
2002) i MRP (engl. multidrug resistance protein) (Leslie i sur., 2001) crpku. Iako je vecina
ABC transportera otkrivena u transportu lijekova, oni ¢esto imaju $irok raspon supstrata.

Kako bi se istrazile modulacije transmembranskih crpki za izlucivanje ksenobiotika
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upotrebljavaju se razliite metode koje mjere promjene aktivnosti crpke pomocu
akumulacije niza fluorescentnih boja u cijelom organizmu, kao i u izoliranim stanicama i
tkivima (Eytan i sur., 1997). Prisutnost transportnih proteina u gujavicama dokazana je
akumulacijom Siroko koristene fluorescentne boje, rodamina B (RB) (Hackenberger i sur.,
2012). Efluks crpke mogu izbacivati razliita zagadivala iz stanica te tako ograniciti
apsorpciju stranih tvari i utjecati na krajnji u¢inak pojedina¢nih kemijskih tvari, kao 1
smjesa tvari (Hackenberger i sur., 2012). Dakle, pracenje indukcije ili inhibicije ovih crpki
moze se koristiti kao vrijedan biomarker izloZenosti 1 kao alat za biomonitoring. Budu¢i da
se pesticidi Cesto javljaju u staniStima gujavica, mogu utjecati na promjene u aktivnosti
transmembranskih crpki, a modulacije aktivnosti crpki dovode do promjena u kona¢nom
ucinku pesticida. Dokazano je da Siroki spektar pesticida, ukljucujuéi insekticide, herbicide

i fungicide uzajamno djeluje s efluks crpkom (Buss i Callaghan, 2008).

1.5. Cilj istrazivanja

Do sada je slabo istrazen utjecaj mjeSavine dvije aktivne tvari petoksamida i
terbutilazina na populacije gujavica. Glavni cilj ovog istrazivanja bio je odrediti utjecaj
razli¢itih koncentracija kombiniranog herbicida (petoksamid 300 g/L + terbutilazin 250
g/L) na ponaSanje gujavica, aktivnost odredenih enzima, te na aktivnost MXR primjenom

testa s umjetnim tlom.

Ciljevi istrazivanja:
e Pomocu testa izbjegavanja utvrditi utjecaj istrazivanog herbicida na ponaSanje
gujavica vrste Eisenia andrei.
e U testu s umjetnim tlom utvrditi utjecaj istraZivanog herbicida na aktivnost enzima

CES, CAT, GR i GST.

e U testu s umjetnim tlom utvrditi utjecaj istraZzivanog herbicida na aktivnost MXR.
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2. MATERIJALI | METODE

2.1. Eksperimentalni organizam

2.1.1. Sistematika i biologija gujavice (Eisenia andrei)

Carstvo:  Animalia
Koljeno:  Annelida ~
Razred: Clitellata

Podrazred: Oligochaeta

Red: Haplotaxida
Porodica: Lumbricidae
Rod: Eisenia
Vrsta: Eisenia andrei

Slika 3. Vrsta Eisenia andrei, eksperimentalni organizam (foto: Tea Tunukovic)

Eksperimentalna vrsta koriStena u ovom istrazivanju je Eisenia andrei, epigejna
vrsta gujavica koja se Cesto koristi u laboratorijskim istraZivanjima (Slika 3). Naseljava tla
bogata organskim tvarima, ali nije karakteristicna za poljoprivredna tla i1 tla bogata
mineralnim tvarima. Ima kratak Zivotni ciklus, izlijeze se iz kokona u 3 do 4 dana, a
dostize zrelost u sedam do osam tjedana na 20 °C. Vrlo je plodna vrsta jer svaka gujavica
moze proizvesti dva do pet kokona tjedno, a iz kokona se izlijeZe nekoliko gujavica.
Komercijalno je dostupna i moze se lako uzgajati u Sirokom rasponu organskih materijala.

Kokoni se, takoder mogu kupiti kako bi se osiguralo koriStenje istog soja (OECD, 1984).

2.1.2. Priprema za eksperimente

Gujavice su nabavljene od lokalnog uzgajivaca, a u istrazivanju su koristene
odrasle, spolno zrele gujavice koje su imale jasno izrazen pojas (engl. clitellum). Dan prije
(24 h) pocetka eksperimenata, gujavice su stavljene u Petrijevu zdjelicu na prethodno
navlazen filter papir, kako bi se probavni trakt gujavica ocistio od zemlje. Petrijeva

zdjelica bila je prekrivena aluminijskom folijom na kojoj su probusene rupice kako bi
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gujavice imale zraka. Tako pripremljenje Petrijeve zdjelice smjestene su u tamu, na 20 °C.

U svim eksperimentima gujavice su stavljene na ¢is¢enje na isti nacin.

2.2. Test izbjegavanja

Kako bi se istrazilo mogu li gujavice izbjegavati tlo kontaminirano istrazivanim
pesticidom, proveden je test izbjegavanja (engl. avoidance test). U eksperimentu je
koristeno tlo LUFA 2.2. Pesticid koji je koristen u svim eksperimentima je Koban T,
kombinirani herbicid koji sadrzi dvije aktivne tvari — petoksamid (300 g/L) i terbutilazin
(250 g/L). Petoksamid je prisutan u vecoj koncentraciji pa su prema njemu napravljena
razrjedenja. Koncentracija terbutilazina prisutna je u Sest puta nizoj koncentraciji u odnosu
na petoksamid. Kako bi se utvrdile koncentracije koriStene za test izbjegavanja, provedena
su preliminarna ispitivanja mortaliteta u tlu. Utvrdeno je da koncentracija od 100 mg/kg
uzrokuje gréenje (spazmove) gujavica i pojavu smrtnosti. Kako je cilj bio istraziti u¢inke
subletalnih koncentracija pesticida, odabrane su koncentracije koje nisu uzrokovale
smrtnost, niti morfoloske promjene u izloZzenim gujavicama. Testirane su slijedece
koncentracije istrazivanog kombiniranog pripravka pesticida: 1 mg/kg, 5 mg/kg i 10 mg/kg
za aktivnu tvar petoksamid, odnosno 0.833 mg/kg, 4.165 mg/kg i 8.33 mg/kg za aktivnu
tvar terbutilazin. Test izbjegavanja postavljen je prema metodi opisanoj u De Silva i
Amarasinghe (2008). Razrjedenja pesticida priredena su s destiliranom vodom. U plasti¢ne
posude (visine 10 cm, duzine 18 cm, Sirine 16 cm) s 300 g zemlje dodano je 30 mL vode,
koja je sluzila za kontrolu, ili 30 mL otopine pesticida. Nakon mijeSanja kako bi se postigla
homogena raspodjela, posuda je pregradena na dva dijela - na jednu stranu je stavljeno
kontrolno tlo, a na drugu stranu tretirano tlo. Pregrada je uklonjena te je na sredinu posude
(na granicu izmedu kontrolnog i tretiranog tla) stavljeno 10 gujavica. Sve istrazivane
koncentracije, kao 1 kontrola, priredene su u triplikatu. Posude su zatim stavljene na 20 °C,
u tamu, na 48 h. Nakon 48 h tlo se razdvojilo pregradom po sredini, a broj gujavica na
svakoj strani odredivao se ru¢nim sortiranjem. Gujavice koje su se nalazile na razdjelnoj
liniji, sortirane su ovisno o polozaju njihovih glava. Prikaz postavljanja eksperimenta moZze

se vidjeti na Slici 4.
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10 gujavica na sredisnjoj liniji 10 gujavica na sredisnjoj liniji 10 gujavica na sredisnjoj liniji
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Tretirano
tlo

Tretirano
tlo

tlo

48 h izlaganje
——— J—
—_——

Prebrojavanje gujavica sa svake strane pregrade

Slika 4. Prikaz postavljanja eksperimenta za test izbjegavanja (preuzeto i prilagodeno

prema Lackmann i sur., 2018).

Eksperiment je ponovljen 3 puta (svaki se sastojao od 3 replike za svaku eksperimentalnu
skupinu), a odgovor izbjegavanja (%) izracunat je prema slijedecoj jednadzbi (De Silva i
Amarasinghe, 2008):

A =[(C-T)/N] x 100

Pri ¢emu je:

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

N= ukupan broj izloZenih gujavica

2.3. Ucinak pesticida na enzimske aktivnosti gujavica

Kako bi se istrazio uinak pesticida na aktivnost odabranih enzima, gujavice su

izlozene pesticidu koriStenjem tla LUFA 2.2. Preliminarnim ispitivanjem toksi¢nosti i na
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temelju rezultata dobivenih u testu izbjegavanja, odredene su koncentracije pesticida za
testiranje. Uz koncentracije testirane u testu izbjegavanja, dodana je joS jedna
koncentracija, 100 puta manja od najvece koncentracije, odnosno 0.1 mg/kg za aktivnu
tvar petoksamid (odnosno 0.0833 mg/kg za terbutilazin). Ostale koncentracije za aktivnu
tvar petoksamid su 1 mg/kg, 5 mg/kg i 10 mg/kg, odnosno 0.833 mg/kg, 4.165 mg/kg i
8.33 mg/kg za terbutilazin. Razrjedenja pesticida priredena su s destiliranom vodom. U
plasti¢ne posude (visine 10 cm, duzine 18 cm, Sirine 16 cm) s 300 g zemlje dodano je 30
mL vode, koja je sluzila za kontrolu, ili 30 mL otopine pesticida (Slika 5). Nakon mjeSanja
zemlje u svaku posudu dodano je 10 gujavica. Gujavice su izlozene pesticidu 48 h, 7 dana i

14 dana.

Slika 5. Plasti¢na posuda s 300 g tla koriStena za eksperiment (foto: Tea Tunukovié)

2.3.1. Priprema postmitohondrijske (S9) frakcije

Nakon izlaganja gujavica u trajanju od 48 h, 7 dana i1 14 dana, gujavice su izvadene
iz tla, pojedinac¢no izvagane i homogenizirane u fosfatnom puferu (0.1 M, pH 7.2) u
omjeru 1:3 (masa tkiva : volumen pufera) (Slika 6). Homogenat je zatim centrifugiran 30
min na 9000 x g na 4 °C, te je dobiveni supernatant (S9 frakcija) razdijeljen u tri oznacene

epice koje su pohranjene na -80 °C do analize.
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Slika 6. Prikaz vaganja gujavice (lijevo) i homogeniziranja s Ultra-Turrax T10

homogenizatorom (desno) (foto: Tea Tunukovic)

2.3.2. Odredivanje aktivnosti enzima karboksilesteraze (CES)

Aktivnost karboksilesteraze (CES) odredena je prema Hosokawa i Satoh (2001).
Reakcijska mjeSavina sadrzavala je 190 pL p-nitrofenil acetata (1 mM) 1 10 pL uzorka
(S9). Kinetika reakcijske smjese pracena je na 405 nm tijekom 2 min, na sobnoj
temperaturi. Prati se povecanje apsorbancije na 405 nm, a do porasta dolazi uslijed
stvaranja fenola koji je rezultat cijepanja p-nitrofenil acetata uz pomo¢ CES. Izmjerena je
koli¢ina proteina u svakom uzorku i izra€unata je specificna enzimska aktivnost. Enzimska
aktivnost izrazena je kao nmol p-nitrofenola proizvedenog u minuti po mg proteina - nmol
min™ mg™erot (€ (za CES)=16.4 x 10° M'em™).

2.3.3. Odredivanje aktivnosti enzima katalaze (CAT)

Aktivnost katalaze (CAT) mjerena je metodom prema Claiborne i sur. (1985).
Metoda se zasniva na mjerenju razgradnje vodikovog peroksida, odnosno prati se opadanje
apsorbancije na 240 nm tijekom 1 min. Mjerenje se vrsilo u UV kiveti u koju se dodalo
500 pL fosfatnog pufera (0,1 M, pH 7.2), 15 uL uzorka (S9) i 500 uL H,0,. Odredila se

koli¢ina proteina u uzorcima i izraCunala specifi¢na enzimska aktivnost CAT koja je
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izrazena kao pmol vodikovog peroksida potroSenog u minuti po mg proteina - pmol min®

'mg™erot (€ (za CAT)=42.6 M 'ecm™).

2.3.4. Odredivanje aktivnosti enzima glutation reduktaze (GR)

Aktivnost glutation reduktaze (GR) mjerena je metodom prema Habig i sur. (1974).
GR Kkatalizira redukciju glutation-disulfida (GSSG) u sulfhidrilni oblik glutationa (GSH)
koriste¢t NADPH kao redukcijsko sredstvo. Smanjenje GSSG odreduje se indirektno
mjerenjem potrosSnje NADPH, §to se pokazuje smanjenjem apsorpcije. U mikroplocice se
pipetiralo 100 pL fosfatnog pufera (0,1 M, pH 7.2), 100 pL GSSG, 10 pL uzorka (S9) 1 10
uL NADPH, te je promjena u apsorbanci pracena tijekom 5 min na 340 nm. Odredila se
koli¢ina proteina u uzorcima i izraCunala specificna enzimska aktivnost GR koja je

izrazena kao nmol reduciranog GSSG u minuti po mg proteina - nmol min™ mg™prot (€ (za

GR)=6.22 x 10° M ecm™).

2.3.5. Odredivanje aktivnosti enzima glutation S-transferaze (GST)

Aktivnost glutation S-transferaze (GST) mjerena je metodom prema Habig i sur.
(1974). Princip metode zasniva se na sljedeCem: GST katalizira konjugaciju L-glutationa
sa 1-kloro2,4-dinitrobenzenom (CDNB) kroz tiolnu skupini L-glutationa. Brzina porasta
apsorbancije direktno je proporcionalna aktivnosti GST u uzorku. Mjerenje se vrSilo u
mikroploCicama na 340 nm tijekom 2 min, a reakcijska smjesa se sastojala od 160 pL
CDNB, 7.5 pL uzorka (S9) i 40 uL GSH. Izmjerena je koli¢ina proteina u svakom uzorku i
izraCunata je specifi¢na enzimska aktivnost GST koja je izraZzena kao nmol konjugiranog

GSH u minuti po mg proteina - nmol min™mg™pror (€ (za GST)=9.6 x 10° M'cm™).

2.3.6. Odredivanje koncentracije ukupnih proteina

Ukupna koncentracija proteina odredena je pomocu Pierce BCA Protein Assay Kita.
Apsorbance su ocCitane pomoc¢u Tecan Spark ¢ita¢a na mikroplo¢icama. U mikroploCice je
pipetirano 23.5 pL fosfatnog pufera (0.1 M, pH 7.2), 1.5 pL uzorka i 200 pL radne
otopine, pripremljene prema uputama iz kit-a. MikroplocCice su zatim inkubirane 2 h na

sobnoj temperaturi (Slika 7). Apsorbanca je mjerena na 562 nm. Na isti nacin mjerila se 1
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apsorbanca proteina u standardu za koji su koriStene razli¢ite koncentracije albumina iz
govedeg seruma (BSA), kako bi se dobila standardna krivulja. Ukupna koncentracija
proteina u uzorku je na kraju odredena uz pomo¢ jednadzbe pravca iz standardne krivulje

te je izraZzena u mg/mkL.

To ks

VYo 5. o Yo ot - P || B

N e T

Slika 7. Mikroplocice s puferom, uzorcima i radnom otopinom, nakon inkubacije od 2 h

(foto: Tea Tunukovic)

2.4. Odredivanje aktivnosti mehanizma multiksenobioticke otpornosti (MXR)

Za procjenu aktivnosti MXR, odabrane su cetiri koncentracije pesticida, jednake
onima koje su koristene za mjerenje biomarkera, za aktivnu tvar petoksamid 0.1 mg/kg, 1
mg/kg, 5 mg/kg i 10 mg/kg, odnosno 0.0833 mg/kg, 0.833 mg/kg, 4.165 mg/kg i 8.33
mg/kg za terbutilazin. Aktivnost MXR mjerena je pomocu zadrZavanja rodamina B prema
protokolu opisanom u Hackenberger i sur. (2012). U slucaju izlaganja herbicidu, osnovna
otopina herbicida i osnovna otopina rodamina B kombinirane su kako bi se dobile
odgovarajuce konacne koncentracije herbicida i kona¢na koncentracija rodamina B od 100
puM. 20 mL konac¢ne koncentracije rodamina B (100 uM) i 20 mL odredene koncntracije
herbicida naneseno je u 300 g tla, koje je promjeSano kako bi se dobila homogena smjesa
te je dodano deset gujavica u svaku posudu. Za kontrolu je 20 mL konac¢ne koncentracije

rodamina B od 100 uM i 20 mL destilirane vode (dH,0) podijeljeno po kontrolnoj posudi s
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tlom. Gujavice su bile izlozene 48 h u tami, na 20 °C. Na kraju izlaganja uzorci su
pripremljeni isto kao i uzorci za mjerenje aktivnosti enzima (vidi postupak u 2.3.1.).
Fluorescencija se mjerila pomoc¢u Tecan Spark citaca na mikroploCicama, pri ekscitaciji
553 nm i emisiji 578 nm dodavanjem 10 pL uzorka (S9) u 250 pL fosfatnog pufera.
Kalibracijska krivulja se konstruirala pomoc¢u rodamina B (RB), a koli¢ina RB u svakom
uzorku izracunava se iz kalibracijske krivulje. Rezultati su izrazeni u nmolima po mg

proteina.

2.5. Statisticka obrada podataka

Podaci dobiveni u ovom radu obradeni su u programu GraphPad Prism 5. Prvo je
testirana normalnost distribucije (Shapiro-Wilk, D'agostino Pearson i Kolmogorov-
Smirnov test) te zatim homogenost varijanci (Bartlet test). S obzirom na utvrdenu
normalnu distribuciju, podaci su obradeni parametarskom statistikom. Nakon primjene
jednosmjerne (one-way) analize varijance (ANOVA), proveden je Dunnett post hoc test
kako bi se utvrdile razlike medu eksperimentalnim skupinama. Za analizu podataka

dobivenih testom izbjegavanja, koriSten je t-test. Testirana je znacajnost na razini 5%.
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3. REZULTATI

3.1. Test izbjegavanja

Rezultati testa izbjegavanja kod vrste Eisenia andrei izlozene subletalnim
koncentracijama dvije aktivne tvari, petoksamidu i terbutilazinu, mogu se vidjeti u Tablici
2. Najniza koncentracija nije pokazala znacajnu razliku u odnosu na kontrolu, medutim,
dvije najvece koncentracije (5 mg/kg i 10 mg/kg) znacajno su se razlikovale u odnosu na

kontrolu, te su gujavice izbjegavale tretirano tlo.

Tablica 2. Utjecaj pesticida na test izbjegavanja kod Eisenia andrei u tlu, * (p < 0.05).

Koncentracija
herbicida u Distribucija gujavica [%6] Odgovor
tretiranom tlu izbjegavanja
[mg/kg]* (A [%])
Kontrolno tlo | Tretirano tlo
0 49 51 2.22
1 57 43 13.33
5* 73 27 46.66
10 * 81 19 62.22

% Navedene koncentracije odnose se na aktivnu tvar petoksamid. Aktivna tvar terbutilazin

je prisutna u 17% manjoj koncentraciji.

3.2. Aktivnost karboksilesteraze (CES) 48 h, 7 dana i 14 dana nakon izlaganja
pesticidu

Rezultati specifi¢ne aktivnosti enzima CES izmjerene u gujavicama izloZzenim 48 h,
7 dana i 14 dana razli¢itim koncentracijama pesticida prikazani su na slikama (8-10).
48 h nakon izlaganja pesticidu zabiljezen je statisticki znacajan porast aktivnosti CES pri
koncentracijama 1 i 5 mg/kg u odnosu na kontrolu. 7 i 14 dana nakon izlaganja pesticidu

nisu utvrdene znacajne razlike u aktivnosti CES u odnosu na kontrolu (Slika 9 i 10).
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Srednje vrijednosti specificne enzimske aktivnosti pri svakoj koncentraciji nakon 48 h, 7

dana i 14 dana izlaganja prikazane su u Tablici 3.

Tablica 3. Srednje vrijednosti specificne enzimske aktivnosti (CES) na svim

koncentracijama pesticida 48 h, 7 dana i 14 dana nakon izlaganja pesticidu.

Koncentracija Srednja vrijednost specificne enzimske aktivnosti
herbicida u [nmolmin™mgprot?]
tretiranom tlu
[mg/kg]*
48 h 7 dana 14 dana
0 35.56 49.84 58.28
0.1 35.83 43.28 53.06
1 50.55 47.83 58.77
5 51.85 48.13 54.54
10 45.47 52.34 52.19

# Navedene koncentracije odnose se na aktivnu tvar petoksamid. Aktivna tvar terbutilazin
je prisutna u 17% manjoj koncentraciji.
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Slika 8. Aktivnost karboksilesteraze (CES) 48 h nakon izlaganja pesticidu. Statisticki
znacajne razlike oznacene su kao: ** (p<0.01). Navedene koncentracije odnose se na

aktivnu tvar petoksamid. Aktivna tvar terbutilazin je prisutna u 17% manjoj koncentraciji.
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Slika 9. Aktivnost karboksilesteraze (CES) 7 dana nakon izlaganja pesticidu. Navedene
koncentracije odnose se na aktivnu tvar petoksamid. Aktivna tvar terbutilazin je prisutna u

17% manjoj koncentraciji.
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Slika 10. Aktivnost karboksilesteraze (CES) 14 dana nakon izlaganja pesticidu. Navedene
koncentracije odnose se na aktivnu tvar petoksamid. Aktivna tvar terbutilazin je prisutna u

17% manjoj koncentraciji.
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3.3. Aktivnost katalaze (CAT) 48 h, 7 dana i 14 dana nakon izlaganja pesticidu

Rezultati specifi¢ne aktivnosti enzima CAT izmjerene u gujavicama izlozenim 48
h, 7 dana i 14 dana razli¢itim koncentracijama pesticida prikazani su na slikama (11-13).
48 h nakon izlaganja pesticidu vidljiva je inhibicija CAT na svim koncentracijama, sa
statisticki  zna¢ajnom razlikom (p<0.001) u odnosu na kontrolu (Slika 11).
7 dana nakon izlaganja, i dalje je vidljiv pad aktivnosti CAT, ali s blagim porastom u
odnosu na izlaganje od 48 h. Utvrdena je statisticki znacajna inhibicija (p<0.001) na svim
koncentracijama u odnosu na kontrolu (Slika 12). 14 dana nakon izlaganja aktivnost CAT
bila je na kontrolnoj razini bez statisticki znacajne razlike u odnosu na kontrolu (Slika 13).
Srednje vrijednosti specifi¢ne enzimske aktivnosti pri svakoj koncentraciji nakon 48 h, 7

dana i 14 dana izlaganja prikazane su u Tablici 4.

Tablica 4. Srednje vrijednosti specificne enzimske aktivnosti (CAT) na svim

koncentracijama pesticida 48 h, 7 dana i 14 dana nakon izlaganja pesticidu.

Koncentracija Srednja vrijednost specifi¢ne enzimske aktivnosti
herbicida u [nmolmin™mgprot™]
tretiranom tlu
[mg/kg]®
48 h 7 dana 14 dana
0 40.55 45.95 17.67
0.1 9.27 13.05 23.95
1 12.93 15.62 19.76
5 8.49 15.72 19.80
10 10.20 18.57 19.39

# Navedene koncentracije odnose se na aktivnu tvar petoksamid. Aktivna tvar

terbutilazin je prisutna u 17% manjoj koncentraciji.
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Slika 11. Aktivnost katalaze (CAT) 48 h nakon izlaganja pesticidu. Statisticki znacajne

razlike oznacene su kao: *** (p<0.001). Navedene koncentracije odnose se na aktivnu tvar

petoksamid. Aktivna tvar terbutilazin je prisutna u 17% manjoj koncentraciji.
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Slika 12. Aktivnost katalaze (CAT) 7 dana nakon izlaganja pesticidu. Statisticki znacajne

razlike oznacene su kao: *** (p<0.001). Navedene koncentracije odnose se na aktivnu tvar

petoksamid. Aktivna tvar terbutilazin je prisutna u 17% manjoj koncentraciji.
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Slika 13. Aktivnost katalaze (CAT) 14 dana nakon izlaganja pesticidu. Navedene
koncentracije odnose se na aktivnu tvar petoksamid. Aktivna tvar terbutilazin je prisutna u

17% manjoj koncentraciji.

3.4. Aktivnost glutation-reduktaze (GR) 48 h, 7 dana i 14 dana nakon izlaganja
pesticidu

Rezultati specificne aktivnosti enzima GR izmjerene u gujavicama izloZenim 48 h,
7 dana i 14 dana razli¢itim koncentracijama pesticida prikazani su na slikama (14-16). 48 h
nakon izlaganja vidljiv je trend inhibicije GR na svim koncentracijama u odnosu na
kontrolu. Statisticki znacajna razlika (p<0.01) u odnosu na kontrolu zabiljezena je na
koncentracijama 0.1 i 1 mg/kg (Slika 14). 7 dana nakon izlaganja zabiljeZena je snazna
inhibicija GR na svim koncentracijama (0.1, 1, 5, 10 mg/kg) sa statisticki znacajnom
razlikom (p<0.001) u odnosu na kontrolu (Slika 15). 14 dana nakon izlaganja aktivnost GR
bila je na kontrolnoj razini, odnosno nije bilo statisticki znacajne razlike u odnosu na
kontrolu (Slika 16). Srednje vrijednosti specificne enzimske aktivnosti pri svakoj

koncentraciji nakon 48 h, 7 dana i 14 dana izlaganja prikazane su u Tablici 5.
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Tablica 5. Srednje vrijednosti

specificne enzimske aktivnosti (GR) na

koncentracijama pesticida 48 h, 7 dana i 14 dana nakon izlaganja pesticidu.

svim

Koncentracija Srednja vrijednost specificne enzimske aktivnosti
herbicida u [nmolmin™mgprot™]
tretiranom tlu
[mg/kg]*
48 h 7 dana 14 dana
0 1.66 40.97 0.99
0.1 0.68 1.59 1.53
1 0.75 1.23 1.28
5 1.14 2.12 1.15
10 1.28 1.32 0.95

#Navedene koncentracije odnose se na aktivnu tvar petoksamid. Aktivna tvar

terbutilazin je prisutna u 17% manjoj koncentraciji.
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Slika 14. Aktivnost glutation-reduktaze (GR) 48 h nakon izlaganja pesticidu. Statisti¢ki

znacajne razlike oznacene su kao: ** (p<0.01). Navedene koncentracije odnose se na

aktivnu tvar petoksamid. Aktivna tvar terbutilazin je prisutna u 17% manjoj koncentraciji.
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Slika 15. Aktivnost glutation-reduktaze (GR) 7 dana nakon izlaganja pesticidu. Statisticki
znacajne razlike oznacene su kao: *** (p<0.001). Navedene koncentracije odnose se na

aktivnu tvar petoksamid. Aktivna tvar terbutilazin je prisutna u 17% manjoj koncentraciji.

N
T

1.5

1.0+

0.5+ ==

0. 0 T T ] I
2 N LN 15 D

Aktivnost GR [nmol/min/mg ]

Koncentracija pesticida [mg/kg]

Slika 16. Aktivnost glutation-reduktaze (GR) 14 dana nakon izlaganja pesticidu. Navedene
koncentracije odnose se na aktivnu tvar petoksamid. Aktivna tvar terbutilazin je prisutna u

17% manjoj koncentraciji.
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3.5. Aktivnost glutation S-transferaze (GST) 48 h, 7 dana i 14 dana nakon izlaganja
pesticidu

Rezultati specifi¢ne aktivnosti enzima GST izmjerene u gujavicama izloZenim 48 h,
7 dana i 14 dana razli¢itim koncentracijama pesticida prikazani su na slikama
(17-19). 48 sati nakon izlaganja nije bilo znac¢ajnih promjena u aktivnosti GST u odnosu na
(Slika 17). 7 dana nakon izlaganja vidljiv je trend indukcije GST pri ¢emu je statisticki
znacajna razlika (p<0.001) utvrdena pri koncentraciji od 5 mg/kg (Slika 18). 14 dana
nakon izlaganja takoder je vidljiv blagi porast aktivnosti sa statisti¢ki znacajnom razlikom
(p<0.01) zabiljezenom na koncentraciji od 1 mg/kg (Slika 19). Srednje vrijednosti
specificne enzimske aktivnosti pri svakoj koncentraciji nakon 48 h, 7 dana i 14 dana
izlaganja prikazane su u Tablici 6.

Tablica 6. Srednje vrijednosti specificne enzimske aktivnosti (GST) na svim

koncentracijama pesticida 48 h, 7 dana i 14 dana nakon izlaganja pesticidu.

Koncentracija Srednja vrijednost specifiéne enzimske aktivnosti
herbicida u [nmolmin™mgprot™]
tretiranom tlu
[mg/kg]*
48 h 7 dana 14 dana
0 86.16 9231 91.52
0.1 79.78 98.59 115.56
1 97.52 105.67 131.27
5 82.71 188.38 107.42
10 84.33 139.74 104.05

% Navedene koncentracije odnose se na aktivnu tvar petoksamid. Aktivna tvar terbutilazin
je prisutna u 17% manjoj koncentraciji.

36



L |

°

2 150-

(®))
E
=
§ 1004 T

o]

£
5 E__—-__3
(I,_) 50- b
o
7]

(o)

c
-‘.% 0 ] )
< ® o N ° O

&
*O

Koncentracija pesticida [mg/kg]

Slika 17. Aktivnost glutation-S-transferaze (GST) 48 h nakon izlaganja pesticidu.

Navedene koncentracije odnose se na aktivnu tvar petoksamid. Aktivna tvar terbutilazin je

prisutna u 17% manjoj koncentraciji.
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Slika 18. Aktivnost glutation-S-transferaze (GST) 7 dana nakon izlaganja pesticidu.

Statisticki znacajne razlike oznacene su kao: *** (p<0.001). Navedene koncentracije
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odnose se na aktivnu tvar petoksamid. Aktivna tvar terbutilazin je prisutna u 17% manjoj

koncentraciji.
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Slika 19. Aktivnost glutation-S-transferaze (GST) 14 dana nakon izlaganja pesticidu.
Statisticki znacajne razlike oznacene su kao: ** (p<0.01). Navedene koncentracije odnose
se na aktivnu tvar petoksamid. Aktivna tvar terbutilazin je prisutna u 17% manjoj

koncentraciji.

3.6. Aktivnost mehanizma multiksenobioticke otpornosti (MXR) 48 h nakon izlaganja
pesticidu

Rezultati koncentracija rodamina B izmjerenih u gujavicama izloZenim razli¢itim
koncentracijama pesticida, prikazani su na Slici 20. Izlaganje svim koncentracijama
pesticida uzrokovalo je poveéanje koncentracije akumuliranog rodamina B, §to ukazuje na
inhibiciju aktivnosti MXR. Statisticki znacajna razlika (p<0.05) u odnosu na kontrolu

zabiljezena je na najvecoj koncentraciji pesticida od 10 mg/kg (Slika 20).
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Slika 20. Koncentracija rodamina B (RB) izmjerena u gujavicama 48 h izlozenim

pesticidu. Statisticki znacajne razlike oznacene su kao: * (p<0.05). Navedene koncentracije

odnose se na aktivnu tvar petoksamid. Aktivna tvar terbutilazin je prisutna u 17% manjoj

koncentraciji.
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4. RASPRAVA

S obzirom da intenzivna upotreba pesticida u poljoprivredi moze imati Stetan
ucinak za ekosustav tla i organizme u tlu, cilj ovog istrazivanja bio je utvrditi u€inak
herbicida Koban T, kombiniranog pripravka koji sadrzi aktivne tvari petoksamid i
terbutilazin, na gujavice vrste Eisenia andrei. U¢inak ovog herbicida na ekosustav tla
dosada je slabo istrazen. Nedavno su Velki i sur. (2019) prvi proucavali u¢inke ovog
herbicida na gujavice primjenom kontaktnog filter papir testa. Na temelju dobivenih
rezultata i1 izracunatih letalnih koncentracija klasificirali su Koban T kao izrazito toksi¢an
herbicid za vrstu E. andrei (Velki i sur.,, 2019). U¢inak mjeSavine petoksamida i
terbutilazina, aktivnih tvari sadrzanih u herbicidu Koban T, na odgovor mikroorganizama i
enzima tla istrazili su Wyszkowska i sur. (2016), te utvrdili da onecisc¢enje tla testiranim
herbicidom ima znacajan utjecaj na broj mikroorganizama u tlu, odnosno da dolazi do
smanjenja broja oligotrofnih sporulacijskih bakterija, Azotobactera, aktinomiceta i gljiva,
te se povecava ukupan broj oligotrofnih bakterija. Takoder su utvrdili da petoksamid i
terbutilazin zajedno snazno inhibiraju aktivnost svih ispitivanih enzima (dehidrogenaze,
fosfataze, ureaze, P-glukozidaze, arilsulfataze i katalaze). S obzirom na mali broj
istrazivanja, i opCenito nedostatak informacija o djelovanju ovog herbicida na gujavice, u
ovom radu istraZzen je utjecaj kombiniranog herbicida Koban T na ponasanje gujavica,

aktivnost enzima CES, CAT, GR, GST te na aktivnhost MXR.

Prvi dio istrazivanja ukljuéivao je test izbjegavanja gujavica u tlu tretiranom
istrazivanim herbicidom. Promjene u ponaSanju organizama prvi su odgovor na
izmijenjene uvjete, a mogu imati presudne ucinke na cijeli ekosustav, stoga se test
izbjegavanja smatra ekoloski relevantnim u odnosu na druge krajnje ucinke (Wong 1
Candolin, 2015). Rezultati su pokazali da istrazivani herbicid uzrokuje znacajno
izbjegavanje gujavica pri najveéim testiranim koncentracijama herbicida. Pri najvecoj
koncentraciji zabiljeZeno je svega 19 % gujavica u tretiranom tlu, a 81 % u netretiranom
tlu. Nisu pronadena druga istrazivanja utjecaja petoksamida i terbutilazina na ponaSanje
gujavica, ali su provedena brojna istrazivanja u kojima je dokazan utjecaj drugih pesticida
na ponasanje gujavica (Lackmann i sur., 2018; Sousa i Andréa, 2011; Perreira i sur., 2010;
Garcia i sur., 2008; Casabé i sur., 2007; Loureiro i sur., 2005). De Silva i Amarasinghe
(2008) utvrdili su da je gujavica E. andrei znacajno izbjegavala tlo tretirano insekticidom

dimetoatom. Garcia i sur. (2008) proucavali su ponaSanje gujavica E. fetida izloZenih
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fungicidima u tropskim uvjetima (vece temperature). Sousa 1 Andréa (2011) zabiljezili su
ucinke piretroidnog insekticida, cipermetrina na ponasanje E. andrei. Lackmann i sur.
(2018) utvrdili su ucinke dvaju herbicida, diurona i fluazifop-p-butila, na ponasanje vrste
E. andrei, gdje su oba herbicida izazvala znaCajan odgovor izbjegavanja. Malo je
istrazivanja ovakvog oblika provedeno na herbicidima jer se zbog njihovog nacina
djelovanja smatraju manje toksi¢nima za neciljne organizme, za razliku od insekticida i

fungicida (Lackmann i sur., 2018).

Toksicnost pesticida moze biti povezana s povecanom proizvodnjom reaktivnih
kisikovih jedinki (ROS) S§to rezultira oksidativnim oSte¢enjem (Oruc, 2010). Kao
biomarkeri oksidativnog stresa u ovom istrazivanju mjerile su se aktivnosti enzima CAT i
GR. Rezultati su pokazali su znacajnu supresiju aktivnosti CAT kod gujavica 48 h nakon
izlaganja svim testiranim koncentracijama herbicida. 7 dana nakon izlaganja herbicidu
zabiljeZzeno je znacajno smanjenje aktivnosti CAT na svim koncentracijama herbicida, ali
je takoder vidljiv blagi trend porasta u odnosu na rezultate nakon 48 h izlaganja. Nekoliko
istrazivanja je pokazalo da se u slucaju prekomjerne proizvodnje superoksidnog radikala
(O2¢) inhibira aktivnost CAT (Bagnyukova i sur., 2005; Geret i sur., 2002; Kono i
Fridovich, 1982), stoga se ovakvi rezultati smanjene aktivnosti CAT potencijalno mogu
objasniti velikom proizvodnjom superoksidnog radikala. Medutim, 14 dana nakon
izlaganja herbicidu dolazi do povecéanja aktivnosti CAT na svim koncentracijama u odnosu
na kraca izlaganja, odnosno aktivnost se vraca na kontrolnu razinu. Postoji viSe mogucih
objasnjenja porasta aktivnosti katalaze 14 dana nakon izlaganja herbicidu, poput oporavka
enzima, metabolicke prilagodbe prilikom stalne izloZenosti pesticidu te odgovora na
obranu od oksidativnog stresa. Ovakvom odgovoru vjerojatno doprinosi i smanjenje
koncentracije herbicida u tlu s vremenom jer tlo tijekom eksperimenta nije mijenjano. Ne
postoje istrazivanja koja su mijerila aktivnost CAT nakon izlaganja petoksamidu i
terbutilazinu, ali je inhibicija aktivnosti CAT u gujavicama zabiljezena nakon izlaganja
razli¢itim pesticidima (Ferrari i sur., 2011; Song i sur., 2009; Schreck i sur., 2008; Altuntas
i sur., 2003). Velki i Hackenberger (2012) pokazali su da dimetoat uzrokuje inhibiciju
aktivnosti CAT 48 h nakon izlaganja u vrstama gujavica Eisenia andrei i Octolasion
lacteum. Li i sur. (2018) su pokazali da herbicid mezotrion uzrokuje povecanje aktivnosti
katalaze 7, 14, 21 i 28 dana nakon izlaganja kod vrste E. fetida. U istrazivanju Velki i
Hackenberger (2013a) zabiljeZena je inhibicija aktivnosti CAT u gujavicama (E. andrei i
L. rubellus) 1 dan i 15 dana nakon izlaganja dimetoatu. Nakon 15 dana izlaganja
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pirimifos-metilu, zabiljezeno je povecanje aktivnosti CAT u obje vrste gujavica. Dan
nakon izlaganja deltametrinu do$lo je do porasta aktivnosti CAT kod vrste E. andrei i
smanjenja aktivnosti CAT kod vrste L. rubellus (Velki i Hackenberger, 2013a). Uz
rezultate aktivnosti CAT, vazno je uzeti u obzir i rezultate mjerenja GR. GR sudjeluje u
odrzavanju visokog odnosa GSH/GSSG i redoks ravnoteze u stanici, zbog ¢ega je znacajan
enzim u antioksidacijskom sustavu stanice (Mullineaux i Creissen, 1997). U ovom
Istrazivanju, sli¢no rezultatima mjerenja CAT, zabiljezena je znacajna inhibicija aktivnosti
GR 48 h nakon izlaganja. Takoder, i 7 dana nakon izlaganja dolazi do jo$§ snaznije
inhibicije aktivnosti GR. Budu¢i da se GSSG u stanici smanjuje putem GR uz prisutnost
NADPH te se na taj nacin u stanici pove¢ava nivo GSH (Halliwell i Gutteridge, 2015;
Flohe, 1982), pretpostavlja se da je doslo do promjene raspolozivosti NADPH, §to utjeCe
na aktivnost GR i regeneraciju GSH, te se pospjesuje akumulacija GSSG u stanici. 14 dana
nakon izlaganja herbicidu, aktivnost GR se vratila na kontrolne razine, odnosno doslo je do
oporavka. Moguée je da je, kao i u slucaju CAT, doSlo do smanjenja koncentracije
herbicida u tlu tokom duljeg izlaganja. U slu¢aju oksidativnog stresa dolazi do promjene
odnosa GSH/GSSG (Griftith, 1980), pa je moguce da je doSlo do uspostavljanja redoks
ravnoteze GSH/GSSG S§to je zatim dovelo i do oporavka GR. Maity i sur. (2008) dobili su
slicne rezultate aktivnosti GR u gujavicama Lampito mauritii prilikom izlaganja olovu
(Pb). U istrazivanju je opazen znacajan pad aktivnosti GR u L. mauritii nakon 7 dana
izlaganja te porast aktivnosti GR 14 dana nakon izlaganja. Plhalova i sur. (2012) proveli su
28-dnevno ispitivanje u kojemu su zebrice Danio rerio bile izloZene terbutilazinu, te su
vise koncentracije (>400 pg/L) uzrokovale znacajno smanjenje aktivnosti GR. S obzirom
na uocene promjene u aktivnosti CAT 1 GR u ovom istrazivanju, moze se zakljuciti da je

toksic¢nost testiranog herbicida povezana s indukcijom oksidativnog stresa.

Enzimi CES (enzim faze | metabolizma) i GST (enzim faze Il metabolizma)
odabrani su kao vazni enzimi u postupku detoksifikacije pesticida. Rezultati su pokazali
indukciju aktivnosti CES u gujavicama 48 h nakon izlaganja herbicidu, dok je 7 i 14 dana
nakon izlaganja aktivnost CES bila na kontrolnoj razini. Povecanje aktivnosti CES ukazuje
na povecano metaboliziranje pesticida. [ako nema drugih istaZivanja utjecaja petoksamida 1
terbutilazina na aktivnost CES u gujavicama ili drugim organizmima, postoje istrazivanja
utjecaja drugih pesticida na CES. Primjerice, Wang i sur. (2019) su zabiljezili trend
povecanja aktivnosti CES u E. fetida 14 dana nakon izlaganja imidaklopridu. Suprotno
tome, Velki i Hackenberger (2013a) su zabiljezili da organofosforni insekticid dimetoat
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uzrokuje znacajnu inhibiciju aktivnosti CES u gujavicama. Mjerenjem aktivnosti GST nisu
utvrdene znacajne promjene 48 h nakon izlaganja istrazivanom herbicidu, dok je nakon 7 i
14 dana izlaganja, na odredenim koncentracijama, doslo do znacajne indukcije aktivnosti
GST. Ovi rezultati mogu se objasniti razlicitim vremenom izlaganja. Naime, GST je enzim
koji pripada II fazi biotransformacije, te se pretpostavlja da je potreban duzi vremenski
period izlaganja herbicidu kako bi se inducirao. Sli¢cne rezultate dobili su i Velki i
Hackenberger (2013c) koji su utvrdili da insekticid dimetoat ne uzrokuje promjene u
aktivnosti GST 1, 3 i 6 dana nakon izlaganja, dok nakon 10 1 15 dana dolazi do znac¢ajnog
povecanja aktivnosti GST. Uocene promjene u aktivnosti CES i GST ukazuju na

ukljucenost enzima faze I i II biotransformacije u metaboliziranje testiranog herbicida.

Mnogi organizmi u okoliSu mogu prezivjeti, ¢ak i u visoko zagadenim podrucjima,
zbog izbacivanja toksi¢nih tvari iz stanice putem transportnih proteina i detoksifikacijskih
enzima (Epel i sur., 2008). Hackenberger i sur. (2012) prvi su dokazali prisutnost crpki za
izbacivanje ksenobiotika u vrsti E. andrei. U ovom radu izlozenost gujavica E. andrei
herbicidu pokazala je trend povecanja koncentracije RB, sa znafajnim povecanjem pri
najvisoj testiranoj koncentraciji, Sto ukazuje na inhibiciju aktivnosti MXR. Inhibicijom
aktivnosti MXR dolazi do smanjenog izbacivanja RB i posljedicno duzeg zadrzavanja u
organizmu. Utjecaj herbicida Koban T na aktivnost MXR mjeren je i u istrazivanju Velki i
sur. (2019), gdje je primjenom filter papir testa takoder zabiljezena inhibicija aktivnosti
MXR 48 h nakon izlaganja. Sli¢ni rezultati dobiveni su i nakon izlaganja gujavica drugim
pesticidima. Primjerice, inhibicija aktivnosti efluks crpke u gujavica zabiljezena je nakon
izlaganja insekticidu dimetoatu (Velki i Hackenberger, 2012), insekticidima pirimifos-
metilu i deltametrinu (Velki i Hackenberger, 2013b), te herbicidima diuronu i fluazifop-p-
butilu (Lackmann i sur., 2018). Inhibicija aktivnosti efluks crpke mozZe dovesti do vece
toksi¢nosti pesticida zbog njihovog duzeg zadrzavanja u stanicama (Hackenberger i sur.,
2012).
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5. ZAKLJUCAK

Kako bi se utvrdilo djelovanje herbicida Koban T na gujavice vrste E. andrel,
mjerile su se promjene u ponaSanju gujavica, aktivnosti enzima CES, CAT, GR, GST i
aktivnost MXR. U istrazivanju je vrsta Eisenia andrei bila izloZena razlicitim
koncentracijama herbicida. Na temelju dobivenih rezultata mogu se donijeti slijedeci

zakljucci:
e Herbicid Koban T (petoksamid 300 g/L + terbutilazin 250 g/L) znacajno utjece na

ponasanje gujavica i dovodi do snaznog odgovora izbjegavanja tretiranog tla.

e lzlaganje herbicidu Koban T (petoksamid 300 g¢/L + terbutilazin 250 g/L)
uzrokovalo je znacajne promjene u aktivnosti enzima CES, CAT, GR i GST u

gujavicama.

e Promjena u aktivnosti enzima ovisila je o vremenu izlaganja (48 h, 7 dana, 14 dana)

i 0 koncentracijama herbicida.

e lzlaganje herbicidu Koban T (petoksamid 300 g/L + terbutilazin 250 g/L)
uzrokovalo je inhibiciju aktivnosti MXR.
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