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POVZETEK

V okviru diplomskega dela sem opravila dva 14-dnevna prehranjevalna poskusa, v katerih
sem kopenske enakonozne rake Porcellio scaber izpostavila imidaklopridu, dodanem v
hrano v koncentracijah 0, 10 in 25 pg imidakloprida g suhe mase lista. Spremljala sem
prezivetie Zivali in sem Zivali ter pojedene liste tehtala pred in na koncu poskusa. Po
kon€anem poskusu sem Zzivalim odstranila Zleze, jih homogenizirala in dodala ustrezne
reagente za spektofotometricno dolo¢anje malondialdehida (MDA). Vzorcem sem izmerila
absorbance pri razli¢nih valovnih dolzinah (535, 600 in 280 nm) ter po enacbi iz literature
izracunala odstotek vsebnosti MDA. Namen diplomske naloge je bil ugotoviti: ali lahko lipidno
peroksidacijo uporabljamo kot biomarker pri ugotavljanju ucinka imidakloprida v hrani pri
modelnem organizmu Porcellio scaber ali obstaja povezava med fizioloSkimi parametri in
lipidno peroksidacijo. Rezultati prehranjevalnega dela obeh poskusov so pokazali razlike
med obema poskusoma, predvsem v stopnji umrljivosti in koli€ini zauzite hrane. Posebnost
rezultatov je bila, da so zivali v prvem poskusu pri vseh izpostavljenih koncentracijah, razen
pri_koncentraciji 10 pg imidakloprida g' suhe mase pridobivale na masi, v drugem,
ponovljenem poskusu, pa so zivali pri vseh izpostavljenih koncentracijah izgubile na masi.
Razlike med poskusoma so bile tudi pri vsebnosti MDA. NajviSjo vsebnost MDA v prvem
poskusu sem dologila pri Zivalih, ki so bile izpostavljene 25 pg imidakloprida g suhe mase, v
drugem poskusu pa pri Zivalih, izpostavljenih 10 pg imidakloprida g suhe mase. Statisti¢na
obdelava rezultatov prvega poskusa je pokazala statisticno znacilne razlike med kontrolno
skupino in obema izpostavljenima skupinama le pri asimilacijski ucinkovitosti. Statisti¢no
znacilne razlike spremembe mase sem ugotovila pri primerjavi kontrolne skupine s skupino,
izpostavljeno koncentraciji 10 ug imidakloprida g™ suhe mase. Statisti¢na obdelava podatkov
ni pokazala statisticno znacilnih razlik med skupinami pri vsebnosti MDA (Mann-Whitney
test). V drugem poskusu nisem ugotovila statisticno znadcilnih razlik med skupinami, razen pri
primerjavi rezultatov vsebnosti MDA kontrolne skupine s skupino, izpostavljeno 10 ug
imidakloprida g™ suhe mase (Mann-Whitney test).

KLJUCNE BESEDE: prehranjevalni poskus, Porcellio scaber, imidakloprid, biomarker,
lipidna peroksidacija.



ABSTRACT

Practical work was divided into two parts. The first part of the practical work was carried out
by two-week feeding experiment where isopods Porcellio scaber were exposed to
imidacloprid through food. The concentrations of imidacloprid used in the experiments were
0, 10 and 25 pg imidacloprid g of dry mass of the leaf. At the end of the feeding experiment
the results for mortality, consumption rate, faecal pellets production were obtained. In the
second part of the practical work | measured the absorbance at three different wavelengths
(535, 600 and 280 nm) and | determined the content of MDA. | made the same experiments
twice which gave me the possibility to compare the results and made more accurate
conclusion. Purposes of the stuy were determine whether lipid peroxidation is used as a
biomarker to determine the impact of imidacloprid in food in model organism Porcellio scaber
and to identify the link between physiological parameters and lipid peroxidation.There were
some differences noticed between the first and the second feeding experiment. In the first
experiment the animals have obtained mass, with the exception of those animals in the
group of 10 pg imidacloprid g™ of dry mass of the leaf who lost their mass with no exception.
However, all the animals involved in the second feeding experiment lost their mass. MDA
content differences between the first and the second experiment were unexpected. The
highest content of MDA in the first experiment was in the group of 25 pg imidacloprid g™ of
dry mass of the leaf. This result was though expected. However, in the second experiment
there was the highest MDA content in the group of 10 ug imidacloprid g™ of dry mass of the
leaf. Statistical analysis for the first experiment have shown statistically significant differences
between control group and groups exposed to 10 and 25 ug imidacloprid g™ of dry mass of
the leaf only at assimilation ratio. Statistically significant differences were only at mass
changes between control group and group exposed to 10 ug imidacloprid g™ of dry mass of
the leaf. Statistically significant differences were not found for MDA content (Mann-Whitney
test). Statistical analysis for the second experiment for all parameters has not shown
statistically significant differences among gruops. The only exception was found in the case
of MDA content between control group and group exposed to 10 pg imidacloprid g of dry
mass of the leaf (Mann-Whitney).

KEY WORDS: feeding experiment, Porcellio scaber, imidacloprid, biomarkers, lipid
peroxidation.
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1 UVOD

1.1 SploSno

Posodabljanje ter pospesevanje kmetijstva po 2. svetovni vojni, imenovano tudi »zelena
revolucija«, je pripomoglo k pogostejSi uporabi namakanja kmetijskih povrsin in uporabi
gnojil, pesticidov ter drugih sredstev za pridobivanje vecjih koli€in pridelkov. Novi pristopi so
trenutno povecali produktivhost obdelovalnih povrsSin, hkrati pa so povzrocili resne
spremembe na obdelovalnih povrsinah. Z razvojem mehanizacije se je kmetovanje preselilo
tudi na obmodja, primernejsSa za intenzivno kmetijstvo (Institut za trajnostni razvoj, 2010).

Uporabljati se je pri€elo Stevilne razliCne fitofarmacevtske pripravke, za zatiranje insektov in
drugih Zivali kot tudi za zatiranje raznih plevelov ter drugih rastlin. Danes se pesticidi oz.
fitofarmacevtska sredstva ne uporabljajo zgolj v kmetijstvu za zatiranje Skodljivcev, plevelov
in rastlinskih bolezni, pa¢ pa tudi v gozdarstvu, lesarstvu, ladjedelnidtvu, turizmu in celo v
Sportu (npr. igris¢a za golf). Po nastanku jih delimo na naravne in sinteti¢éno pridobljene
snovi. Naravne so izolirane iz rastlin, medtem ko s sintezo dobimo sinteti¢ne snovi, ki lahko
ob neustrezni uporabi zaradi svojih u€inkov ogrozajo Cloveka in ekosfero. Uporaba pesticidov
je vodila do onesnazevanja okolja, kar je potrjeno s Stevilnimi analizami, ki prikazujejo, da je
na podrodjih intenzivhega kmetijstva onesnazena tudi podtalnica (Institut za trajnostni razvoj,
2010).

Onesnazenost okolja s pesticidi je posledica njihove vse vecje, nepravilne uporabe in
prekomerne rabe omenjenih sredstev. Pesticidi in njihovi metaboliti se lahko nalagajo v
razliénih Zivilih, vodi, tleh in organizmih. Pogosto delujejo na netaréne' organizme,
povzro€ajo razli€ne ucinke, lahko pa jih tudi ubijajo (npr. ptice, ki se prehranjujejo z ubitimi
listnimi udmi) (Institut za trajnostni razvoj, 2010).

Ceprav pesticide uporabliamo za boj proti dologenim rastlinskim $kodljivcem, lahko
povzrodijo velike spremembe celotnega ekosistema. Ce iz ekosistema izgine ena vrsta
organizmov, to povzro€i spremembo strukture, funkcije in porusenje ravnotezja, ki temelji na
biolokih kontrolah?, ki so se razvile skozi as. Z bojem proti $kodljivcem v kmetijskih
kulturah zmanjSujemo tudi hrano za druge organizme, katerih Stevilo se zmanjSuje. Podoben
pojav opazimo pri onesnazevanju voda. Zaradi izginjanja zooplaktona in li¢ink zuzelk
primanjkuje hrane za nekatere vrste vodnih organizmov (Institut za trajnostni razvoj, 2010).

Pesticidi delujejo na mnogo organizmov, ki so z vidika kmetijstva koristni in prispevajo k
stabilnosti ekosistema (npr. polonice, strigalice ter opraSevalci, npr. ¢ebele in ¢mrlji). Zato
uniCevanje Zzivljenjskih zdruzb zaradi uporabe pesticidov pogosto povzro€i povecanje
populacij in njihove intenzivnosti. Primer takSnih motenj je uporaba piretroidov v nasadih
bombaZza za zatiranje Zuzelk iz reda metuljev (Lepidoptera), ko hkrati uni€ujemo tudi njihove
bioticne sovraznike, kar povzroli porast populacij teh v nasadih bombaza (Institut za
trajnostni razvoj, 2010).

Omeniti velja, da uporaba pesticidov povzrodi prilagodljivost vrste na pesticid, ki jo zatiramo,
rezultat pa je pojav odpornih osebkov. Dejstvo je, da ZuZelke zaradi svojega hitrega
razmnozevanja, kratkih Zivljenjskih krogov in genske pestrosti razvijejo sposobnost, da se

1 N . . .
So organizmi, na katere ima snov ne vpliva direktno, ampak posredno.
Skupina organizmov na osnovi katere lahko ugotovimo spremembe, ki jih spremljamo.



prilagodijo na nasa prizadevanja za zatiranje. Danes je na svetu preko 450 vrst Zuzelk, ki so
odporne na $tevilne pesticide (Institut za trajnostni razvoj, 2010).

Obiajen ukrep kmetov, ki se soo€ajo s takdnimi razmerami, je povecCanje koli€in
uporabljenih pesticidov ali pa uporaba bolj strupenih sredstev. Znacilen primer je
pridelovanje bombaza v gr8kih pokrajinah Tesalonija in Makedonije (Institut za trajnostni
razvoj, 2010), kjer se je poveCala odpornost gosenic, Skodljivca bombaza na pesticide.
Kmetje, ki so se soodili z nevarnostjo uni¢enja svojih pridelkov, so uporabili velike koli€ine
razli¢nih pesticidov, kar je povzro€ilo resno onesnaZzenje tal in vode (Institut za trajnostni
razvoj, 2010).

1.2 Namen in cilji naloge

Imidakloprid je aktivnha snov v fitofarmacevtskih sredstvih, ki se pogosto uporabljajo v
Sloveniji. Je v kmetijstvu najpogosteje uporablien predstavnik neonikotinoidov. Ceprav se v
okolju relativno hitro razgradi (razgradnja pod naravnimi pogoji traja 57,3 min pri 24 °C in pH
7), moramo upostevati, da je njegova strupenost za posamezne organizme, kot so na primer
Cebele, visoka (California department of pesticide regulation, 2010). Dosedanje raziskave so
pokazale, da vendarle u€inkuje tudi na netaréne organizme.

Pri dosedanjih raziskavah se je merila aktivhost encimov acetilholinesteraze (AChE),
glutation-S-transferaze (GST), fizioloSke parametre ter vsebnost proteinov v mokricah,
izpostavljenih imidaklopridu v hrani. Studije so pokazale vpliv imidakloprida na izgubo
telesne mase in poviSano asimilacijsko u€inkovitost. Upadla je aktivhost encimov AChE in
GST. Oba omenjena encima sta specificna, zato sem si v okviru diplomskega dela zastavila
cilj ugotoviti, ali lahko lipidno peroksidacijo uporabim kot sploSni pokazatelj stresa zaradi
izpostavljenosti imidaklopridu.

V nalogi sem si kot cilje zastavila:

e ugotoviti, ali se lahko lipidno peroksidacijo uporablja kot biomarker pri ugotavljanju
u€inka imidakloprida v hrani na modelni organizem, kopenskem enakonoznem raku
(Porcellio scaber),

o ugotoviti povezavo med fizioloSkimi parametri (prehranjevanje, iztrebljanje,
asimilacijska ucinkovitost) ter lipidno peroksidacijo pri modelnem organizmu Porcellio
scaber.



2 TEORETICNE OSNOVE

2.1 Testiranje strupenosti

Osnova toksikologije in ekotoksikologije je odnos med koli¢ino snovi, kateri je organizem
izpostavljen, naravo snovi in stopnjo posledice Skodljivega ucinka. Odnos med odmerkom in
odzivom (»dose-response«) je temelj za ocenjevanje tveganj in nevarnosti snovi iz okolja. Ze
Paracelsius (1493- 1541) je dejal, da je vse odvisno od odmerka. Vsaka snov je strupena, ¢e
je odmerek dovolj visok (Walker, 2001).

Za testiranje strupenosti obstaja ve€ parametrov, med katerimi je najpogostejSi umrljivosti
testnih organizmov. Strupenost lahko testiramo s spremljanjem biokemijskih, fizioloSkih
parametrov, reproduktivnostjo ter s spremljanjem vedenja (Walker, 2001).

Strupenostne ucinke delimo na reverzibilne in ireverzibilne. V primeru reverzibilnega
strupenega ucinka se interakcije z receptorji ali encimi popravijo. Pri ireverzibilnem
strupenem ucinku pride do kovalentnih interakcij z encimom oz. receptorjem, pojavi se
poskodba oz. disfunkcija, napaka ni popravljena in nastopi lahko smrt celic oz. organizma
(Walker, 2001).

Snov, ki deluje kvarno v poviSanih koncentracijah, najprej deluje lokalno strupeno, nato se
snov absorbira in ni ve¢ lokalna, temvec sistemska. V tem primeru se razsiri na oddaljena
mesta, kot je celica, organ, tkivo. Absorbcijo snovi in nadaljnjo dogajanje nam pomaga
razloziti toksikokinetika. Poznamo &tiri procese toksikokinetike: absorbcija, porazdelitev,
metabolizem in izloCanje.

Pri absorbciji mora snov, ki deluje kvarno v poviSanih koncentracijah, preckati celicno
membrano, kar lahko naredi s pasivnim ali aktivnim transportom, olajSano difuzijo ali
fagocitozo in pinocitozo. Od lastnosti snovi je odvisna njena porazdelitev po organizmu in
izlo¢anje (Walker, 2001).



IZPOSTAVLJENOST ORGANIZMA
SNOVEM I1Z OKOLJA
(zrak, voda, tla, hrana...)

VSTOP V ORGANIZEM
(preko plju€, skrg, Zelodca...)

PRENOS ZNOTRAJ
ORGANIZMA
(predvsem s kroZzenjem tekocin)

.

BIOTRANSFORMIRANA > 1ZLOCANJE

STRUP SHRANJEN V TKIVIH KOMPONENTA (urin, feces, pljuca,
(v neaktivni obliki) Skrge...)
v
ORIGINALNA
KOMPONENTA
AKTIVNA STRUPENA SNOV V
ORGANIZMU

l

STRUPENI UCINKI

Slika 1: SploSen proces prenosa snovi iz okolja do mesta delovanja (Connell, 2005).



2.1.1 Delovanje snovi v posameznem organizmu

Delovanje snovi po vstopu v posamezni organizem je prikazano na sliki 2. Model prikazuje,
kako snovi v organizem vstopajo, mozne interakcije v organizmu in biotransformacije ter
kon¢no izlo€anje snovi (Walker, 2001).

—*| mesto delovanja

L

privzem izlofanje

| —— I__>- mesto metaboliozma =

L 4| mesto shranjevanja

Slika 2: Model delovanja, interakcij in biotransformacije pri vstopu snovi v organizem
(Walker, 2001).

Model prikazuje poti: pot vnosa, metabolizma, aktivnosti in pot izlo¢anja. Pus€ice v modelu
prikazujejo delovanje snovi in odnos med snovmi. Kadar je snov Ze v organizmu, se izrazijo
Stiri poti, ki si sledijo po vrstnem redu (Walker, 2001).

1. Mesto reakcije. Toksi€na oblika snovi se poveze z endogeno makromolekulo (npr.
protein ali DNK) ali strukturo (npr. membrana). Te molekulske interakcije vodijo do
toksiCnega delovanja v celotnem organizmu (snov deluje na organizem).

2. Mesto metabolizma. Tukaj so encimi, ki metabolizirajo snovi. Obi¢ajno metabolizem
sprozi detoksikacijo, vendar v dolo€enih primerih lahko sprozi tudi aktivacijo
(organizem deluje na snov).

3. Mesto shranjevanja. Snov obstaja v inertni obliki s toksikoloSkega vidika. Ne deluje na
organizem in tudi organizem ne deluje nanjo.

4. Mesto izlo€anja. 1zlo¢i se nespremenjena snov (takSna, kot vstopi), ali pa se izlo€i
biotransformiran produkt (metabolit ali konjugant). V primeru, da v orgamizem vstopi
lipofilna oblika snovi, iz organizma izstopi biotransformiran produkt in ne originalna
komponenta.

To je preprost model, ki prikazuje posamezna mesta kot kategorije, vendar je v realnosti
lahko vel kot eno mesto za posamezno kategorijo in v organizmu vel kot eno mesto za
posamezni tip poti (Walker, 2001).

Po privzemu snovi, telesne tekoCine, kot so kri, limfa (vretencarji) ali hemolimfa (Zuzelke),
prenesejo to snov v druge celice, organe. Prenos v organe in tkiva poteka z difuzijo preko
membranskih barier, ali s pomocjo lipidov v primeru zelo lipofilne substance. Prevzemi snovi
so odvisni od parametrov topnosti, lipofilnosti/lipofobnosti in s tem od difuzije (aktivne ali
pasivne) ali endocitoze. Veclina snovi se po privzemu prenese po telesu (Walker, 2001).



2.1.2 Porazdelitev snovi v organizmu

Pri vretenCarjih absorbirane snovi potujejo po krvi in manjsSi del po limfi. V primeru
absorbiranja iz Crevesja, se vecina absorbiranih snovi najprej zadrzi v jetrih, saj gre vedji del
snovi v hepatocite. Vstop v hepatocite je z difuzijo preko membrane ali s ko-transportom z
lipo-proteinskimi fragmenti, ki se prenasajo z endocitozo (Walker, 2001).

Po absorbiranju snovi preko plju¢ ali koze, je pot porazdelitve druga¢na. Kri potuje najprej do
ostalih tkiv. Organske molekule so razli€no topne v krvi in limfi, zato se bodo tudi razli¢no
porazdelile. Lipofilne komponente (visoka vrednost K,,) se bodo povezale z lipoproteini in
membranami krvnih celic, z manjSo verjetnostjo, da se bodo raztopile v krvi. Polarne
komponente (nizke vrednosti K,,) bodo teZile k raztopitvi v vodi in se ne bodo povezale z
lipoproteini ali membranami krvnih celic (Walker, 2001).

Nekatere organske molekule lahko preidejo tudi v mozgane. Za prehod v moZgane morajo
organske molekule preiti ¢ez »krvno-mozgansko« bariero. Splosno povedano, to bariero
lahko preckajo lipofilne komponente, medtem ko polarne molekule (nizke vrednosti K,y) tega
ne morejo (Walker, 2001).

Pri nevretencarjih poteka prenos snovi po hemolimfi, drugace so poti prenosa zelo podobne
kot pri vretencarjih (Walker, 2001).

2.1.3 Testi strupenosti

(Eko)toksikolo3ki testi so bioloki poskusi z razli€nimi testnimi vrstami pod vplivom razli¢nih
kemijskih substanc ali snovi iz okolja. Pri vsakem testu se spremlja in meri u€inke snovi na
enega ali ve€ testnih organizmov. Lo€imo dve vrsti ekotoksikoloskih testov:

- kratkotrajni testi in
- dolgotrajne teste.

Pri kratkotrajnih testih se spremlja predvsem smrtnost in/ali imobilizacija. Ve€ina teh testov
ima v ospredju raziskave in vpliv na posamezne organizme (Walker, 2001).

Pri dolgotrajnih testih spremljamo vplive na razmnoZevanje, rast in ostale fizioloSke procese.
(Walker, 2001).

2.1.4 Metabolizem pesticidov

Pesticidi v Zivalsko telo vstopajo z vdihavanjem, preko kozZe ali zauzitiem. V vseh primerih
prihaja do metabolizma, kjer sodelujejo razlicni mehanizmi. To so kemi¢ne in biokemicne
transformacije, ki pretvarjajo pesticide v organizmu (Dikshith, 2000).

Vecina pesticidov v naravi je lipofilnih in vsebujejo funkcionalne skupine, ki nato opravijo
kompleksne biokemi¢ne reakcije, pri katerih nastajajo komponente, ki so bolj polarne kot
izhodna molekula in se zato enostavneje izlo€ijo iz telesa (Dikshith, 2000).



Metabolizem pesticidov poteka v dveh stopnjah:

Faza I: biotransformacija
Faza Il: konjugacija

V prvi fazi poteka veliko kemijskih reakcij, kot so: hidroliza, oksidacija, redukcija,
hidroksilacija, izomerizacija, epoksidacija, dehidrohalogenacija, desulfuracija,
dehalogenacija, nitrozacija (Dikshith, 2000).

V drugi fazi, fazi konjugacije, potekajo sintezne reakcije. Pri teh se endogene molekule
zdruzijo s pesticidom ali enim izmed glavnih metabolitov za tvorbo polarne molekule, saj se
ta lazje izloCi. Druga faza metabolizma vkljuCuje formacijo konjugantov preko tvorbe
glikozida, sulfo-konjugacije, glutation-konjugacije, konjugacije amino kislin (AK), acetiliranja
in metiliranja (Dikshith, 2000).

Odzivi na snovi, ki deluje kvarno v poviSanih koncentracijah, so razli¢ni: od poskodbe tkiv,
farmakolo$kih in fizioloSkih u€inkov, mutageneze, karcinogeneze in razvojni. Vsak organizem
se na snovi, ki delujejo kvarno v povidanih koncentracijah, odzove na razlicne nacine. V
primeru celi¢nih poskodb lo¢imo primarne, sekundarne in terciarne ucinke (Dikshith, 2000).

Med celi€ne poskodbe primarnih uéinkov Stejemo oksidativni stres. Kadar v organizmu
nastajajo radikali, kar pomeni, da potekajo vnetni procesi ali so prisotne snovi, ki povzrocijo
nastanek prostih radikalov, takrat prisotni kisik povzro€i verizno reakcijo tvorbe
hidroperoksidov, hidroksilnih in drugih radikalov. Posledica teh reakcij so poSkodbe DNK,
proteinov, lipidov in drugih sestavin celice. Oksidativne poSkodbe proteinov vodijo v
spremenjeno encimsko aktivnost, ki je lahko vzrok za mnoga obolenja (Dikshith, 2000).

2.2 Biomarkerji

BioloSki oznacgevalci ali biomarkerji so snovi v telesu, ki kazejo odgovor organizma na neko
spremembo. Stresorji, kot so ksenobiotiki, bolezni ter fizioloSke spremembe organizma,
povzro€ijo spreminjanje fizioloskih parametrov v celicah, biokemi¢nih komponentah ali
procesih, strukturah in njihovih funkcijah.

Biomarkerji se uporabljajo tudi v medicini, biokemiji, okoljskih znanostih ter drugje. V medicini
Z njimi potrjujejo diagnoze, ocenjujejo zdravljenje (npr. odziv na kemoterapijo pri zdravljenju s
citostatiki), v biokemiji in v okoljskih znanostih pa si z njimi pomagajo pri boljSem
razumevanju metabolizma ucinkovin, njihovem delovanju in u€inkovitosti. Zato so lastnosti
dobrega biomarkerja, da je lahko merljiv, predvidljiv, nedestruktiven, ob¢utljiv in specifi¢en
(Markert, 2003).

Bioindikatorji so odzivi vi$jih nivojev bioloSke organizacije na stresor. To so predvsem odzivi
zdruzb, populacij in celotnega ekosistema (Markert, 2003).

Glavna razlika med bioindikatorji in biomarkerji je predvsem glede specificnosti in
organizacijskega nivoja. Seveda je vse odvisno od tega, kar Zelimo doseci. Glavne razlike
med biomarkerji in bioindikatorji so v preglednici 1.



Preglednica 1: Razlike med biomarkerji in bioindikatorji

Glavne lastnosti Biomarker Bioindikator
Prikazujejo predvsem izpostavitev ucinek
Obcutljivost na stresor visoka nizka
Specifi€nost odgovora visoka nizka
Variabilnost odgovora visoka nizka

Hitrost odziva visoka nizka
Ekolo&ki pomen nizka visoka

Poznamo tri tipicne skupine biomarkerjev, ki jih je dolo€il IPCS (The international programme
on chemical safty of the WHO (World Health Organization)) (Markert, 2003):

— biomarkerje izpostavljenosti
— biomarkerje obcutljivosti in
— biomarkerje uc€inka

2.2.1 Biomarkerji izpostavljenosti

Z njimi lahko ugotavljamo izvor in koncentracijo izpostavljenosti posameznega organizma
snovi, saj so v ospredju eksogene substance oz. njihovi metaboliti ter interakcije med
tar¢nimi molekulami in ksenobiotiki.

Biomarkerji na molekularnem nivoju imajo hitre odzive in so obi¢ajno specificni za dolo¢eno
skupino snovi (Stanek in sod., 2006). S tem lahko ugotovimo, ¢emu in kak3ne odzive
povzroCajo doloCene snovi na organizme. Primer je aktivacija biomarkerja acetilholin
esteraze (AChE) kot posledica izpostavljenosti organofosfatnim insekticidom.

2.2.2 Biomarkerji obcutljivosti

Organizmi se obi¢ajno odzivajo na ksenobiotike, kar je posledica genetskega polimorfizma
ali epigenetskih faktorjev. Drugacni odzivi na ksenobiotike tako pomenijo drugacen
metabolizem, kar pomeni razli€no encimsko kinetiko in odsotnost encimov.

Glavni predstavniki biomarkerjev ob¢utljivosti so encimi, ki metabolizirajo u€inkovine. Med te
spadajo citokromi (CYP), glutation-S-transferaza (GST) in acetil transferaze. Ostali
biomarkerji obc¢utljivosti so Se: jedrni in citosolni receptorji, onkogeni, tumor supresorski geni
in komponente imunskega sistema (Markert, 2003).

2.2.3 Biomarkerji u€inka

Ti biomarkerji so predvsem spremembe, ki jih lahko opazimo, merimo in so posledica
nezelenih kemijskih interakcij med snovmi in encimom ali drugo molekulo. Tak3ne
spremembe pa lahko pripeljejo do patolodkih posledic. Te biomarkerje opredelimo na vseh
nivojih bioloSke organizacije, saj jih najdemo v posameznih molekulah v organizmu (npr.
DNA), encimih, organelih (mitohondrij), celicah, tkivih, organih, organizmih... (Markert, 2003).



2.3 Lipidi

Lipidi so sestavljeni iz ogljika in vodika, lahko Se iz kisika, duSika in fosforja. Vezi, ki
povezujejo atome med seboj, so lahko estrske, fosfoestrske in amidne. Nepolarni lipidi, ki jih
imenujemo mascobe, so po kemijski sestavi ve€inoma estri propan-1,2,3-triola (glicerola) in
vi§jih mascobnih kislin. So najpomembnejSe molekule za shranjevanje energije. Obi¢ajno
tem spojinam pravimo triacilgliceroli. Polarni lipidi so pomembne sestavine bioloskih
membran, te pa poleg lipidov sestavljajo Se proteini (Boyer, 2005).

Med lipide pristevamo steroide, katerih predstavnik je holesterol. Lipidi pa so lahko tudi
pigmenti, ki absorbirajo svetlobo (B-karoten, retinal), encimski kofaktorji (vitamin K), hormoni
(estrogeni, testosteron), signalne molekule (prostaglandini) in prena3alci elektronov
(ubikinon) (Boyer, 2005).

2.4 Lipidna peroksidacija

Lipidna peroksidacija je Zze dolgo znana in dobro opisana radikalska poskodba bioloske
membrane. Ta vodi do porusitve membranske strukture in njene funkcije. V literaturi so
omenjene poskodbe opisane kot lipidna peroksidacija, ki je definirana kot porusenije
ravnotezja med prooksidativnimi in antioksidativnimi procesi v celici. Do porusenja pride
zaradi naslednjih razlogov (Mitjavila, 1990; Niki in sod., 2005):

e zaradi okvare (mutacije) ali zmanjSane prisotnosti encimov (superoksid dismutaza,
glutation peroksidaza), ki v telesu skrbijo za odstranjevanje superoksidnega radikala
(O2") in vodikovega peroksida, ki sta normalna intermediata v metaboli¢nih procesih;

e zaradi zmanjSanega ali motenega vnosa antioksidantov s hrano;

e zaradi poveCanega vnosa Zelezovih in nekaterih drugih kovinskih ionov;

e zaradi pove€ane produkcije reaktivnih duSikovih zvrsti, ker je organizem izpostavljen
povecani koncentraciji kisika, zaradi ekstremnih fizicnih obremenitev netreniranega
organizma, zaradi psihi¢nih stresov, zaradi radioaktivhega sevanja in toksinov, zaradi
aktiviranja imunskega sistema pri kroni¢nih vnetnih procesih (Mitjavila, 1990 in Niki in
sod., 2005).

Membranska lipidna peroksidacija je degenerativni proces, ki se dogaja v polinenasi¢enih
mascobnih kislinah. Pri procesu oksidacije nastajajo razli¢ni razgradni produkti, pri Eemer se
membranske strukture modificirajo. S poskodbami, ki jih povzrodi lipidna peroksidacija
membranskim proteinom, DNA in RNA, glede na radikale ali reaktivne vrste, lahko razlozimo
za katero vrsto gre (Mitjavila, 1990; Niki in sod., 2005).

Kisik, kot nujno potreben element za Zivljenje, lahko v tem primeru sodeluje v ekstremno
Skodljivih reakcijah za organizem, pri ¢emer je strupenost odvisna od aerobnega Zivljenja in
oksidacijskih procesov, ki so v normalnih pogojih v organizmu kontrolirani (Mitjavila, 1990;
Niki in sod., 2005).



2.4.1 Malondialdehid (MDA)

Malondialdehid (MDA) je spojina, ki nastane pri neencimski lipidni peroksidaciji nenasi¢enih
mascobnih kislin. MDA reagira in vivo in in vitro s prostimi aminoskupinami proteinov,
fosfolipidov ali nukleinskih kislin (Chancerelly in sod., 1998).

Aldehidi nastanejo na dva nacina. Pri prvem nacinu nastanejo aldehidi, ko se lipidni
hidroperoksid metabolizira v bioloskih sistemih. Pri drugem nacinu nastanka aldehida
nastanejo oksidativhe poskodbe, katerih rezultat je lipidna peroksidacija (Chancerelly in sod.,
1998).

MDA je aldehid, ki nastane pri lipidni peroksidaciji in ga lahko dolo¢imo z merjenjem
obarvanega produkta, ki se tvori s tiobarbiturno kislino (TAB — (thiobarbituric acid)). To je
najbolj pogost nacin za proucevanije lipidne peroksidacije (Chancerelly in sod., 1998).

2.4.1.1 Dolocéitev MDA

Pri reakciji TBA (tiobarbiturna kislina) ena molekula MDA reagira z dvema molekulama TBA.
Ob tem se tvori pigment z absorbancijskim maksimumom pri 532-535 nm (slika 3).

Stevilne metode raziskujejo dologitev TBA reaktivnih substanc (TBARS) v bioloskih vzorcih.
Vse se nanasajo na spektrofotometri¢no detekcijo pri valovni dolzin 532 nm v kislem mediju
in inkubaciji pri 95 °C. Metoda, ki vklju€uje fluorometricno detekcijo TBARS, je obcutljivejda in
bolj specifitna, kot spektrofotometricno doloCanje MAD, saj obstajajo spojine, ki absorbirajo
pri enaki valovni dolzini, kot MDA (Chancerelly in sod., 1998).
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Slika 3: Reakcija TBA in MDA, ki tvorita obarvan kompleks, katerega absorbanco merimo pri valovni
dolzini med 5632 in 5635 nm (Chancerelly in sod., 1998)

Literaturni podatki Se vedno ne dokazjejo, da se lipidno peroksidacijo uporablja kot

pokazatelj stresa pri testnih organizmih. Mansour in sod. (2009) v svoji Studiji navaja lipidno
peroksidacijo kot molekularni mehanizem strupenosti za nekatere pesticide.
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2.5 Neonikotinoidi

Neonikotinoidi so skupina sinteticno pripravljenih insekticidov, ki so podobni naravnemu
nikotinu. Na trziS€u so se pojavili v zaCetku devetdesetih let prejSnjega stoletja pod razli¢nimi
imeni, kot so nitrogvanidini, neonikotinili, neonikotinoidi, kloronikotini in redkeje kloronikotinili.
Danes se uporablja izraz neonikotinoidi (Jemec in sod., 2009). NajSirSe zastopan predstavnik
neonikotinoidov je imidakloprid, ki je bil v Evropi in na Japonskem vpeljan v kmetijsko prakso

Ze leta 1990, leta 1992 pa prvic registriran v ZDA (Drobne in sod., 2008).

Med neonikotinoide uvr§€¢amo poleg imidakloprida Se nitenpiram, acetamiprid, tiakloprid,
klotianidini, tiametoksam.

Komercialno pomembne neonikotinoide, kot je imidakloprid, sestavlja 6-kloro-3-piridilni del
molekule, ki jim daje podobnost nikotinu. Poleg omenjenega dela sestavljajo neonikotinoidne
spojine Se druge razlicne skupine, kot so nitrometilenska, nitroiminska ali cianoimiska
skupina (Matsuda in sod., 2001). Slika 4 prikazuje strukturne prikaze in formule
neonikotinoidov.

C11H15CINLOz (Nitipiram) GroH11CINe (acetamiprid)

- H._ _CH Cl. M
3
S P
Hiew, ] S | CH
| Se—no, o
CH, | | SN—c=n
| H CH,
CH,
CsH10CINsOaS (Tiametoksam) C1oHsCIN:S (tiakloprid)
NG,
| ClL_N
| e

HSC—N/LN—CH2 S\H/Cl ™~ H?C\N/(
(e ¥

CeHzCINsO2S (Klotianidin) CeH10CINsO2 (imidakloprid)

o}

05N
N Cl N
cl | N

I 5
PAAN Sy
H,e—N" “N—CH T HaC
’ | | 24&/'\] Y
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Slika 4: Kemijske formule s strukturnimi oblikami nikotinoidnih insekticidov (Compeditum of pesticided
common names, 2010).
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2.6 Imidakloprid

Imidakloprid se kot aktivha snov v fitofarmacevtskih sredstvih uporablja predvsem za
zatiranje termitov, Zuzelk v prsti, koloradskega hros&a, belih usi. Lahko ga nana$ajo na liste,
ali ga uporabljajo za tretiranje semen in prsti, in sicer na rastlinah, kot so bombaz, riz,
krompir, zelenjava, peckato sadje, arasidi (Drobne in sod., 2008).

Imidakloprid se zaradi svojih kemijskih in fizikalnih lastnosti v okolju in organizmih ne
akumulira. Je namre& zelo dobro topen v vodi (514 mg imidakloprida L™ pri 20 °C in pH 7), v
prisotnosti son¢ne svetlobe pa se hitro razgradi (57,3 min pri 24 °C in pH 7). Nizka hlapnost
o0z. nizek pami tlak (1,33 x 10 Pa pri 20 °C) pa prepredujeta Sirjenje imidakloprida po velikih
povrsinah (California department of pesticide regulation, 2010).

V PriroCniku fitofarmacevtskih sredstev (FFS) iz leta 2007 so bila v Sloveniji na trziS¢u
naslednja &tiri razli¢na fitofarmacevtska sredstva, katerih aktivna snov je imidakloprid:

CONFIDOR SL 200
GAUCHO FS 350
GAUCHO WS 70
KOHINOR SL 200

CONFIDOR SL 200 in KOHINOR SL 200 sta e vedno v uporabi in sta registrirana vse do
leta 2016, medtem ko so FFS GAUCHO FS 350 in GAUCHO WS 70 umaknili iz liste
registriranih pripravkov (registracija od leta do 2003 do aprila 2010).

Navedena fitofarmacevtska sredstva se uporabljajo za tretiranje rastlin, kot so koruza, hmelj,
hruske, €ednje, breskve, jablane, paradiznik, paprika, jaevec, sladkorna pesa. Tar&ni
organizmi so razliéni. Z njimi lahko zatirajo predvsem liste usi, strune, Svedsko musico,
mahovinarje, pesno muho, pesnega bolhaca, resarje, hmeljeve listne usi, bol3ice, sadnega
listhega duplinarja in sadnega listnega zavrtata (Registrirana fitofarmacevtska sredstva
2010; PAN, 2010).

Koli¢ina uporabe fitofarmacevtskih sredstev, pri katerih je imidakloprid aktivna snov, se giblje

med 0,05 do 0,4 kg na hektar, razen v Indiji na €ajnih poljih kjer je priporocljiva koncentracija
0,03 kg aktivne komponente na hektar (Registrirana fitofarmacevtska sredstva 2010).
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2.6.1 Fizikalno-kemijske lastnosti in strupenost imidakloprida za dolo€ene organizme

Fizikalno-kemijske lastnosti imidakloprida so prikazane v preglednici 2. Koncentracije
strupenosti imidakloprida za izbrane taréne organizme pa so prikazane v preglednici 3.

Preglednica 2: Fizikalno-kemijske lastnosti imidakloprida (California department of pesticide

regulation, 2010)

Ime

Imidakloprid

Kemijsko ime (IUPAC?®)

Formula
Molekulska masa
Topnost v vodi

Parni tlak*

Razpolovni ¢as s fotolizo

Razpolovni ¢as s hidrolizo
Razpolovni ¢as v anaerobnih razmerah
Razpolovni ¢as v aerobnih razmerah
Razpolovni ¢as s fotolizo v tleh
Razpolovni ¢as razpada na prostem
Henrijeva konstanta

Adsorbcijski koeficient v tleh:

K

Koc

1-[(6-chloro-3-pyridinyl)methyl]-N-
nitro-2-imidazolidinimine)

CoH10 CIN502

255,7 g mol”

514 x 10°ug L' pri20 °Cin pH 7
1,33 x 10° Pa pri 20 °C

57,3 minpri24 °CinpH?7

>30 dni pri25 °CinpH 7

27,1 dni

997 dni

38,9 dni

Med 26,5 do 299 dni

6,5 x 10" atm m® mol™ pri 20 °C

0,956 do 4,18 mi g
132 do 310 ug g™

Regulation, 2010)

Preglednica 3: Strupenost imidakloprida na izbrane organizme (California department of pesticide

Organizem Koncentracija
Vodne bolhe (Daphnia magna) LCs, (48 h) 85 mg L
Misidni rakci (Americamysis bahia) LCs (96 h) 34 ug L™
Sarenka (Oncorhynchus mykiss) LDs, (96 h) ~ >83 ug L™

Raca mlakarica (Anas platyrhynchos) LDs 283 mg kg™’
Akutni oralni vnos pri podganah LCsg 450 mg kg™’
Cebele LDy, (48 h) 0,008 ug/ Cebelo
Virginijska jerebica (Colinus virginianus) LDs, 152 mg kg’

% lUPAC (International Union of Pure and Applied Chemistry)

4 Pretvorjeno iz mm Hg v Pa (http://www.engineeringtoolbox.com/pressure-units-converter-d_569.html)
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2.6.2 Delovanje imidakloprida

Imidakloprid deluje kot agonist na postsinapti¢ni nikotin acetilholinske receptorje (nAChR), ki
izzovejo modifikacijo v obnaSanju in delovanju, lahko tudi smrt, saj moti delovanje
centralnega ziv€nega sistema. Cilino mesto so acetilholinske sinapse, pri ¢emer je
imidakloprid nikotinski acetilholinski receptor (hnAChR) (Drobne in sod., 2008).

Afiniteta vezave nAChR se od organizma do organizma razlikuje. Pri vretencarjih so nAChR
izrazeni pri stikih med miSicami in Zivénim sistemom, centralnim Zzivénim sistemom,
periferalnim zivénim sistemom ter pri mehano-senzoriCnih celicah. Pri Zivalih so nAChR
omejeni na ziveni sistem, obenem so Zivéna tkiva zuzelk zgrajena iz velike koli¢ine nAChR,
kar pripomore k temu, da je afiniteta imidakloprida na Zuzelke mnogo vi$ja kot na vretencarje
(Matsuda in sod., 2001).

1-MeSicki (sinapticni mehurcki) z
Zivénim prenasalcem

2-Citoskelet

3-Napetostni Ca kanalcek

4-Molekule Zivénega prenasalca;

imidakloprid 5-Crpalka za privzem Zivénega
prenasalca;

6-Postsinapti¢ni receptor;ji

A-Zivéni kondi¢ presinaptiénega

celice (nevrona)

B-Sinapti¢na reza;

C-Postsinapti¢na celica (Zivéna,
misi¢na ali Zlezna celica)

Slika 5: Delovanje sinapse (Pickering, 2002).

Vezava acetilholina na receptor povzroci konformacijsko spremembo receptorja, katere
posledica je odprtje ionskega kanalCka (slika 5). Z odprtjem kanalCka preidejo kationi v
notranjost celice in povzro€ijo depolarizacijo membrane. Poznamo natrijeve, kalijeve in
kalcijeve ionske kanaléke, preko katerih prehajajo Na*, Ca®* oz. K* ioni. Potovanje elektriénih
impulzov do naslednje celice poteka po aksonih in preko sinaps.

Ca?" ion povzroéi izlo&anje ACh, ki se sprosti v sinaptiéno reZo (slika 5) in aktivira Na*in Ca**
kanalCke na postsinapticni celici. AChE katalizira hidrolizo AChE. Podobno poteka vezava
nikotina, kar pomeni, da podobno deluje imidakloprid. V primeru, da se na postsinapti¢no
celico veze imidakloprid, pride do inhibicije nikotin acetilholin esteraze, kar pomeni, da se
prenasa napacen signal po celicah in izzove poSkodbe celice, t.i. oksidativni stres, posledica
Cesar je lipidna peroksidaza (Funkcije proteinov, 2010).
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2.7 Kopenski enakonozni rak — Porcellio scaber

2.7.1 Uvrstitev izopoda Porcellio scaber v sistem

Kraljestvo: Zivali (Animalia)
Deblo: ¢lenonozci (Arthropoda)
Poddeblo: raki (Crustacea)
Razred: visji raki (Malacostracans)
Red: EnakonoZci (/sopoda)
Podred: Mokrice (Oniscidea)
Druzina: Porcellionidae

Rod: Porcellio

Vrsta: Porcellio Scaber

2.7.2 Raki (Crustacea)

Raki so obseZna skupina ¢lenonoZcev, katerih vecina zivi v morju in celinskih vodah, a jih
najdemo tudi na kopnem.

Telo raka je sestavljeno iz dveh parov €lenjenih tipalnic in cepljene noge. Kozo pokriva
hitinasta pokoznica. Kutikula, ki raste s hrbtne strani glave, obdaja in S¢iti sprednji del
rakovega telesa, lahko pa tudi celo telo. Ta oklep imenujemo ko$ (Muedra, 1972).

Prebavila potekajo skozi celo telo. Iz ust vodi kratek poziralnik v obsezen Zelodec, ki ima
notranjo steno obloZeno z zobatimi, hitinastimi ploS€icami za drobljenje hrane. V kratko
sprednje Crevo se izteka velika Zleza, ki ima vlogo jeter in trebusne slinavke; zadnje ¢revo
poteka naravnost in se konc€uje na zadnjem zadkovem obroCku (Podobnik in Devetak, 1998).

Izlo€ala so podobna kolCkovim Zlezam pri pajkovcih. To sta vejnati cevki, ki se izlivata v
zadniji del srednjega Crevesa (Podobnik in Devetak, 1998).

Vecina rakov je vodnih, zato so njihova dihala Skrge, ki so v obliki peresastih izrastkov, in
sicer na osnovi drugega in tretjega para Celjustnih nozic ter prvih Stirih parov nog hodilk
(Podobnik in Devetak, 1998).

Krvozilni sistem rakov ni sklenjen. V krvni plazmi je raztoplijeno barvilo hemocianin, Ki
vsebuje baker in daje oksidirani krvi rahlo modrikasto barvo. Srce je na hrbtni strani
(Podobnik in Devetak, 1998).

Osrednje ZivCevje je razvito kot lestviCasta trebusnjaca. Nadgoltna ZzZivéna vozla sta
zdruzena v enega. Cutilo za ravnotezje sta meSicka z zivénimi konc€iCi v osnovnem clenu
prvega para tipalk (Podobnik in Devetak, 1998).

Oko rakov je pik&asto ali sestavljeno, odvisno od skupine rakov.

Za viSje rake (Malacostraca) je znacilno, da je li¢inka naprednejSe razvita ali je sploh ni ved
in se iz jajéeca neposredno razvije mlad rakec (Podobnik in Devetak, 1998).
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2.7.3 Kopenski raki enakonozci (Isopoda)

Kopenski enakonozni raki (slika 6) so prebivalci tal, ki so odvisni od vodnega okolja. Spadajo
med makro-dekompozitorje. To pomeni, da je njihova hrana stelja, ki jo mehansko obdelajo
in zauZijejo. Z razgradnjo stelje prispevajo h kroZenju hranil in imajo pomembno viogo v
prehranjevalni verigi detrita. Njihova vioga je torej fragmentacija odpadnega rastlinskega
materiala, kar omogoca nadaljnjo razgradnjo (Drobne, 2009).

Kljub svoji pomembnosti v naravi imajo te Zivali plenilce, med katere uvr§¢amo ptice, Zabe,
strige, pajke in rovke. Tem Zivalim predstavlja Porcellio scaber hrano in s tem energijo
(Drobne, 2009).

Slika 6: Kopenski enakonozni raki Porcellio scaber (Foto: P. PloSnik, 2010)

Mokrice so 17 mm velike Zivali, temno sive do rjave barve, ki imajo dorzi-ventralno splos€eno
telo brez oklepa. Prvi prsni €len je zdruZen z glavo v glavoprsje, oprsje pa je vidno Clenjeno.
Na glavi ima dva para anten, vendar je prvi par zakrnel in zelo tezko viden. Oprsje je
sestavljeno iz sedmih ¢&lenjenih delov, oprsne noge so skoraj enako dolge. Oko imajo
sestavljeno iz 22 enostavnih odi, kij jih imenujemo oceli. Obustni aparat mokric je sestavljen
iz enega para mandibul in dveh parov maksil. Dihanje pri izopodih poteka s listiCastimi
notranjimi vejami zadkovih nozic, ki jih imenujemo pseudotraheje in so vidne kot bele lise na
zadku na trebusni strani zivali (Blazi¢, 2006, povzeto po
http://www.geocities.com/CapeCanaveral/Hangar/7649/wlice.htm).

Mokrice so lo€enih spolov. Po parjenju samica prilepi jajéeca na svoje zadnje nozice, v
valilne vre€ke in jih nosi s seboj, dokler se ne razvijejo mladi rakci in so tako veliki, da jih
lahko zas¢iti. Nato se mladici levijo, medtem ko rastejo. Prva levitev poteCe po priblizno 24
urah iz izvalitve iz valilne vreCke, takrat mladi€i dobijo tudi sedmi par nog. Levitev poteka tudi
do 3 leta, da mlad rak doseZe stadij odrasle Zivali. Razlika med samcem in samico je v
prvem pleopodu, saj je glede na spol drugace izoblikovan (slika 6) (Drobne, 2009).

Levitev enakonozZcev poteka v dveh korakih in traja nekaj dni, saj se najprej levi zadnji del,
vkljuéno s prebavno cevjo, ki je iz kutikule, nato se levi Se sprednji del. Olevek obicajno
pojedo, da nadomestijo potrebo kalcijevega karbonata v telesu (Blazi¢, 2006, povzeto po
http://www.geocities.com/CapeCanaveral/Hangar/7649/wlice.htm).

Iz slik 7 in 8 je razviden dorzalni in ventralni pregled mokrice Porcellio scaber. Medtem ko
slika 9 prikazuje prve pleopode pri samcih in samicah in s tem razliko med spoloma.
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drugi nogi

dihala pod prvimi
zadnjimi pleopod

drugi pleopod

genitalije

uropod

Slika 7: Trebusna stran mokrice Porcellio scaber (Woodlice on line, 2010)

sestavljeno oko

— ylavd

L toraks

zadek

uropod

Slika 8: Hrbtna stran mokrice Porcellio scaber (Woodlice on line, 2010)

(1) Prvi pleopod samice
Porcellio scaber.

(2) Prvi pleopod samca
Porcellio scaber.

Slika 9: Razlika med spoloma pri Porcellio scaber (Discover life, 2010)
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2.8 Uporaba kopenskih enakonoznih rakov v ekotoksikoloSkih Studijah

(Eko)toksikolodke teste s kopenskimi izopodi se uporablja za identifikacijo kemi¢ne
nevarnosti in nevarnosti nanodelcev ter za teste odzivnosti (odziv posamezne vrste na snovi)
(Drobne, 2009).

Testne Zivali se obifajno izpostavi preko hrane ali substrata, kamor dodamo razlicne
koncentracije testnih snovi za nekaj tednov. Spremlja se odzive na razli€nih nivojih bioloSke
kompleksnosti. Sem uvr§¢amo encimsko indukcijo oz. inhibicijo, histoloSke spremembe in
fizioloSke spremembe, kot so rast, reprodukcija in smrtnost testnih zivali (Drobne, 2009).

Kopenske izopode se obi¢ajno ne uporablja kot izbran test odziva na odmerek, saj testi s
kopenskimi enakonoznimi raki niso standardizirani in ne potekajo pod enakimi pogoji v vseh
laboratorijih in tako pridobljenih podatkov ne moremo uporabiti za oceno tveganje za okolje
(ERA - Environmental Risk Assessment) (Drobne, 2009).

Kopenski izopodni raki vrste Porcellio scaber so zaradi svoje pogostosti, razSirjenosti in
pomembnosti v razgradnji pogosti organizmi za testiranje. Testira se predvsem pesticide,
nanodelce in PAH (policiklicne aromatske ogljikovodike). Med pesticidi so najbolj razsirjeni
organofosfatni pesticidi, testirajo se tudi neonikotinski pesticidi.

Testiranja organofosfatnih pesticidov, natanCneje parationa in endosulfana na netaréne
kopenske enakonozne rake Porcellio scaber, je potekalo 21 dni, pri ¢emer so bile zivali
izpostavljene koncentracijam 0,1, 1, 10, 25, 50, 100, 250, in 500 g pesticida g"' mase.
Rezultati testiranja parationa so pokazali, da ta nima posebnega vpliva na rast in prehranske
parametre (pojedena hrana in asimilacija). Ugotovili so, da je pridlo do upada glikogena ter
vsebnosti lipidov in proteinov. Rezultati pri endosulfanu so bili podobni kot pri kontrolni
skupini, predvsem pri prehranjevalnih parametrih, medtem ko je bil pri koncentraciji 500 ug
g” mase zaznan upad v koli¢ini pojedene hrane in asimilacijski uginkovitosti. Znizala se je
tudi rast Zivali (Ribeiro in sod., 2001).

Ob parationu in endosulfanu so testirali tudi diazinon. Raziskovanje razlik v aktivnosti AChE
zaradi diazinona pri mladicah in odraslih Zivalih je bilo razdeljeno v tri dele. V prvem delu so
izmerili aktivnost AChE pri mladicah in odraslih zivalih (kontrolna skupina), pri ¢emer je bila
aktivnost AChE mladic nizja od odraslih Zivali. V drugem delu so mladice Zivali izpostavili
visokim koncentracijam pesticida (50, 100, 150, 200 in 300 ug g~ suhe hrane). Spremlijali so
smrtnost, rast, AE in aktivnost AChE. Pri koncentracijah 300 in 200 pg g suhe mase hrane
so mladice poginile Zze v prvih dveh tednih. Smrtnost mladic pri ostalih koncentracijah je bila
25 % pri koncentraciji 50 pug g suhe mase hrane, pri koncentraciji 100 pug g”' suhe mase
hrane 93 % in pri koncentraciji 150 pg g suhe mase hrane 75 %. Povpreéna asimilacijska
uCinkovitost kontrolne skupine je bila 50 %, med tem ko je bilo povpre€je AE pri
koncentracijah 100 in 150 ug g”' suhe mase hrane vigje kot pri kontrolni skupini. Aktivnost
AChE je pri koncentracijah 50 in 150 pg g™ suhe mase hrane bistveno niZja, kot pri kontrolni
skupini. V tretiem delu poskusa so bile odrasle Zivali izpostavljene niZjim koncentracijam
diazinona (0,1, 1, 10, 50 in 100 ug g'1 suhe mase hrane) kot mladice. V kontrolni skupini in
pri koncentracijah 0,1 in 1 ug g suhe mase hrane ni poginila nobena Zival, medtem ko je
bila pri koncentracijah 10 in 50 pg g”' suhe mase hrane smrtnost 6 %. Smrtnost pri
koncentraciji 100 pg g™ suhe mase hrane pa 50 %. V rasti in asimilacijski uginkovitosti ni bilo
posebnih razlik glede na kontrolno skupino. Aktivhost AChE v kontrolni skupini in pri
koncentraciji 0,1 pg g' suhe mase hrane je bila enaka. Povpre&je AChE aktivnosti pri
koncentraciji 1 ug g suhe mase hrane je bilo visje kot pri kontrolni skupini, vendar razlika ni
bila statistino znagilna. Zmanj$ano je bilo delovanje AChE pri koncentraciji 10 pg g™ suhe
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mase hrane, medtem ko je bila pri koncentraciji 50 in 100 ug g™ suhe mase hrane bistveno
zmanjSana encimska aktivhost AChE (Gabrijel€ic, 2001).

Primerjava vpliva diazinona na fizioloSke parametre in aktivhost AChE je bila testirana med
mladicami in odraslimi Zivalmi Porcellio scaber v dvotedenskem poskusu. Za mladice in
odrasle Zivali so uporabili enake koncentracije (5, 10, 50 in 100 pg g”' suhe mase hrane).
Rezultati so pokazali bistvene razlike pri aktivnosti AChE v skupinah izpostavljenim 50 in 100
ug g” suhe mase hrane pri mladicah in odraslih Zivalih. Mann-Whitney test je pokazal, da pri
rasti, pojedeni hrani in koli€ini iztrebkov ni bilo bistvenih statistiCnih razlik med skupinami
izpostavljenim diazinonu in kontrolno skupino pri mladicah. Tudi vsebnost glikogena ni bila
statisticno znacilna. Rezultati pri odraslih Zivalih so bili statistitno znacilni glede na
izpostavljenost diazinonu in kontrolni skupini (Stanek, 2004).

Porcellio scaber skupaj z Oniscus asellus so uporabili tudi v toksikoloskih Studijah s
policikliénimi aromatskimi ogljikovodiki (PAH). Zivali so bile s hrano izpostavljene 9 tednov
benzo[a]pirenu (BaP) koncentracij 3,16, 10, 31,6, 100 in 316 ug g"' suhe mase hrane. Pri
obeh vrstah je bil uginek na rast pri koncentracijah 100 in 316 pg g suhe mase hrane. Pri
izpostavljenost BaP povzrogila zmanj$anje vsebnosti proteinov. Pri koncentraciji 316 pg g™
suhe mase hrane se je vsebnost proteinov zmanjSala za 31 % v primerjavi s kontrolno
skupino (Van Brummelen, 1993).

Dosedanje raziskave vpliva imidakloprida na Porcellio scaber so se osredotoCile na
delovanje encimov glutation-S-transferaze (GST), acetilholinesteraze (AChE) ter spremljanje
fizioloSkih parametrov.

Bratina (2006) je v diplomskem delu ugotovila majhen upad aktivnosti GST pri koncentraciji
10 ug g suhe mase hrane glede na kontrolno skupino ter znaten upad aktivnosti GST pri
koncentraciji 25 pyg g' suhe mase hrane. To lahko pripisemo vegji koligini pesticida.
Predvidevali so tudi, da je pri koncentraciji 25 ug g™ suhe mase hrane prilo do iz&rpanosti
organizma in ni bil ve€ sposoben uravnavati stresa v telesu. Rezultati fizioloSkih parametrov
so pokazali, da so zivali izpostavljene imidaklopridu izgubile na masi, najve¢ pri koncentraciji
25 ug g suhe mase hrane. Smrtnost organizmov je naraséala z naraééajogo koncentracijo,
pri emer je bila pri koncentraciji 25 pug g suhe mase hrane smrtnost 50 %. Tudi
asimilacijska ucinkovitost in upad koli¢ine zauzite hrane narasS¢ata s koncentracijo (Bratina,
2006).

BlaZi¢ (2006) je ugotovila, da je aktivnost GST pri 10 pg g suhe mase hrane glede na
kontrolno skupino rahlo porasla. Vendar koncentracija 25 ug g suhe mase hrane ima tako
kot pri Bratina bistven upad aktivnosti GST. Vzrok za razliko pri koncentraciji 10 ug g™ suhe
mase hrane lahko pripisujemo razlicnemu Stevilu testnih organizmov. Bratina je uporabila za
svoj poskus manj testnih Zivali kot BlaziCeva. FizioloSki parametri pri testiranju so pokazali,
da se je smrtnost gibala od 10 do 50 %. V kontrolni skupini je bila smrtnost 20 %, pri
koncentracijah 10 in 50 g g™ suhe mase hrane 40 %, medtem ko je bila 50 % smrtnost pri
koncentraciji 5 ug g suhe mase hrane. Masa Zivali med poskusom je variirala, razen pri
koncentraciji 50 pg g suhe mase hrane, tako so bila nihanja vse do 3,3 mg pri tistih, ki so
pridobili na masi in do 8,4 mg pri tistih, ki so izgubili na masi. Mann-Whitney test je pokazal,
da so bile statistiéne znagilnosti pri koncentraciji 1 ug g suhe mase hrane, pri ostalih ni bilo
statisticne znacilnosti. Asimilacijska ucinkovitost ni bila statisticno znacilna, najvecja je bila
pri koncentraciji 50 ug g”' suhe mase hrane. Statisti¢ne razlike so bile pri koligini iztrebkov,
pri koncentraciji 10 in 50 ug g™ suhe mase hrane (Mann-Whitney test) (Blazi¢, 2006).
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2.8.1 Acetilholin esteraza (AChE) — klasifikacija in fizioloSke funkcije

Encim acetilholin esteraza (AChE) pripada skupini serin hidrolaze, lo€eno od serin proteinov,
ki vsebujejo skupen strukturni element. Poleg AChE, ta skupina vkljuuje tudi butirilholin
esterazo (BChE), holesterol esteraze, razliCne lipide in karboksilesteraze (Thompson in
Richardson, 2004).

Holinesteraze (AChE in BChE) so markerski encimi skupine proteinov. Aktivne holinesteraze,
so ucinkovite zlasti v kataliziranju hidrolitskega razpada estrov, ki nosi kvartarno amonijevo
skupino (-NR3") (Thompson in Richardson, 2004).

AChE imajo specificno biolosko vlogo, kar pomeni, da sodelujejo pri hitri transmiciji (prenosu)
zivénih impulzov, ki se pojavijo, ko je acetilholin (ACh) povezan z intrasinapti¢no $pranjo
(prostor med sinapsama). Pomemben je tudi pri depolarizaciji post-sinapti¢nih celic. AChE
odstrani ACh iz subsinaptiCnega prostora s pospeSeno hidrolizo do acetata (CH;COQ") in
holina (HOCH,CH,N(CHjs);") (Thompson in Richardson, 2004).

Ireverzibilni inhibitor se poveZze z encimom s kovalentnimi ali zelo mo¢nimi nekovalentnimi
vezmi. Pri tem se veZe na funkcionalno skupino aminokisline, ki sodeluje pri vezavi substrata
ali pri katalititnem delovanju ter tako permanentno inaktivira encim (Boyer, 2005). Enacba
(1) nam prikazuje kemijsko enacbo delovanja AChE.

E-H + R-X — E-R + HX
(1)

E-H je aktivni encim

R-X je ireverzibilni inhibitor

E-R je kemi¢no spremenjen encim, ki je kataliticno neaktiven
HX je stranski produkt

2.8.2 Glutation-S-transferaze (GST)

Glutation-S-transferaze so skupina encimov, ki imajo pomembno vliogo pri detoksifikacijskih
procesih (metabolizem ksenobiotikov). GST katalizirajo konjugacijo ksenobiotikov z
glutationom (GSH).

GST katalizira reakcijo —SH (tiol) skupine glutationa in s tem nevtralizirajo elektrofilna mesta.
Tako se tvorijo produkti, ki so bolj vodotopni. Konjugati bi nastali tudi brez encimov, vendar ti
pospesijo hitrost reakcije, da vezejo reduciran glutation v neposredno blizino ksenobiotika.
Pomembno viogo imajo tudi pri detoksifikaciji prostih kisikovih radikalov v celici in s tem
varujejo tkiva pred oksidativnim stresom (Walker in sod., 2001).
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3 EKSPERIMENTALNI DEL

3.1 Uporabljeni materiali

3.1.1

e
—
\S)

Kemikalije

TBA (tiobarbiturna kislina — C4H4N,0,S), (>99 % Cistost), Merck
acetonitril (CH;CN), J. T. Baker, HPLC grade

fosforjeva (V) kislina H;POy4, (85 % p.a.), Riedel de Haen
klorovodikova kislina (HCI), (37 % p.a.), Sigma-Aldrich
butilhidroksitoluen (C4sH240), (99 % Cistost), Merck

butanol (C4HyOH), LiChromasolv, Merck

etanol (C,HsOH), (absolut, p.a.), Sigma-Aldrich

triklorocetna kislina (CCI;COOH), (99.9 % Cistost), Calbiochem
imidakloprid (99,8 % Cistost), Bayer Cropscience Slovenija
dvakrat deionizirana voda

Laboratorijski instrumenti

laboratorijska tehtnica — Mettler Toledo AB104
sonikiator - Labsonic M Sartorius

spektrofotometer - Perkin Elmer Lambda 35 UV/VIS
centrifuga - Eppendorf centrifuge 5415R

pec, grelnik - eppendorf thermomixer compact
rotavapor — Laborota 4000, Heidolph

Laboratorijski pripomocki

listi navadne leske (Corylus avellana)
testne zivali — Porcellio scaber
Skarje

50 mL ter 1 L merilne bucke
petrijevke

pincete

mikrocentrifugirke

avtomatske pipete

kvar¢na kiveta

steklena palcka

filter papir

Cis kolona

bucke za rotavapor, 10 in 50 mL
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3.2 Priprava raztopin

3.2.1 Priprava raztopine imidakloprida

Za pripravo raztopine sem v 50 mL merilno bu¢ko odtehtala 0,5 mg imidakloprida ter jo do
oznake napolnila z dvakrat deionizirano vodo. Za pripravo listov s koncentracijo 10 oz. 25 ug
imidakloprida g™ suhe mase lista sem nanesla 100 pL oz. 2 x 125 uL raztopine imidakloprida
koncentracije 10 mg L™ na suhe liste mase 100 mg.

3.2.2 Priprava raztopin za lipidno peroksidacijo

Pufersko raztopino sem pripravila tako, da sem zmeS$ala 7,5 g CCI;COOH, 12 mL 1 M HCl in
0,188 g TAB. Nato sem pripravljeno zmes segrevala na 40 °C 10 min oz. tako dolgo, da so
se kristali CCI;COOH raztopili, pomagala sem si tudi z magnetnim meSalom in dopolnila
50 mL bucko z dvakrat deionizirano vodo.

0,055 g butilhidroksitoluena sem raztopila v 5 mL etanola in tako dobila raztopino
antioksidanta, koncentracije 0,05 mol L™, Za vsak test sem pripravila sveZo raztopino.

Dodatek antioksidanta prepreci, da bi posamezne snovi v zmesi oksidirale in bi potekle
reakcije, ki bi vplivale na rezultate. Puferska raztopina obi¢ajno pomaga pri vzdrZzevanju
konstantnega pH, kar z drugimi besedami pomeni nereaktiven medij.

3.2.3 Priprava raztopine in homogenizacija za doloCanje vsebnosti imidakloprida v
listih s tekoc¢insko kromatografijo

Po kon€anem prehranjevalnem poskusu sem preostale liste strla v keramicni tarilnici v prah.
Za pripravo vzorcev za HPLC analizo sem uporabila 500 mg listov vsake od uporabljenih
koncentracij (0, 10 in 25 pg imidakloprida g suhe mase).

Za pripravo 0,2 % fosforne kisline (H;PO4) sem v merilno bu€ko (1 L) odmerila 2 mL H3;PO,
in do oznake napolnila z dvakrat deionizirano vodo.

Mobilno fazo sem pripravila tako, da sem za 1 L me8anice zmeSala 300 mL acetonitrila ter
700 mL 0,2 % vodne raztopine fosforne kisline.
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3.3 Priprava in potek dela prehranjevalnega poskusa

Za prehranjevalni poskus sem pripravila:

- petrijevke,
- herbarizirane liste leske (Corylus avellana),
- mokrice Porcellio scaber.

Testne Zivali sem nabrala pod kamenjem v zmerno vlaznem okolju, v okolici Maribora. Dala
sem jih v pripravljen kozarec. Dno kozarca sem najprej prekrila z zemljo, ki sem jo dobro
poskropila z vodo, potem sem dodala liste za hrano in Zivali. Do prenosa v laboratorij sem
zivali hranila v steklenih kozarcih ter jih redno vlazila z vodo.

Herbarizirane, posusene in stisnjene liste leske (Corylus avellana) sem najprej stehtala ter jih
pripravila tako, da so tehtali 100 mg z napako 3 mg (100 mg + 3 mg). Na petrijevke sem
zapisali zaporedne Stevilke od 1 do 36.

Na liste leske (Corylus avellana) v prvih 12 petrijevkah sem nanesla 100 uL deionizirane
vode. Vodo sem s CopiCem enakomerno razmazala po celi spodnji strani lista (kontrolna
skupina, koncentracija imidakloprida 0 pug g” suhe mase lista).

Na leskove liste (Corylus avellana) v petrijevkah od 13 do 24 sem nanesla 100 uL
pripravljene raztopine pesticida, jo s Copi¢em enakomerno razmazala po celi spodniji strani
lista (koncentracija imidakloprida 10 pg imidakloprida g™ suhe mase lista).

Na leskove liste (Corylus avellana) petrijevk od 25 do 36 sem nanesla 125 uL pripraviljene
raztopine pesticida ter jo s CopiCem enakomerno razmazala po celi spodnji strani lista in
postopek ponovili e enkrat (koncentracija imidakloprida 25 pg imidakloprida g™ suhe mase
lista).

Tovrsten nacin nanosa sem uporabila zato, da sem se izognila nhapakam zaradi tehtanja oz.
redéenja. Pri koncentraciji 25 pg imidakloprida g suhe mase sem poé&akala priblizno 2 uri,
da so se listi leske s pesticidom posusili.

V pripravijene petrijevke sem dodala Zivali, ki so tehtale od 23 mg do 90 mg. Zivali sem po
masi razdelili v skupine (priblizno enako Stevilo Zivali viSje oz. niZje telesne mase sem
razdelila v vse tri koncentracije). Spola nisem dolocila.

Vsake dva do tri dni sem Zivali v poskusu pregledala ter zabelezila Stevilo mrtvih. Redno sem
jih Skropila z vodo ter pazila, da sem z razprSilko poSkropila najprej v zrak in nato iz zraka
ujela kapljice vode na pokrov. Petnajsti dan poskusa sem rake odstranila iz petrijevk,
stehtala in jih pripravila za dolo¢anje stopnje lipidne peroksidacije. Liste sem pustila na
zraku, da so se posusili. Po priblizno sedmih dneh sem stehtala liste in iztrebke.
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3.4 Priprava in potek dela pri lipidni peroksidaciji

Zivali, ki so poskus prezivele, sem pred nadaljnjimi meritvami uspavala z etrom ter jim nato
odstranila Zleze. Najprej sem jim s pinceto odstranila glavo, nato izvlekla Zleze, ki so rumene
barve. Poleg Zlez se nahaja 3e prebavni trakt, ki je rjave barve in je za delo v diplomski
nalogi neuporaben. K Zlezam sem dodala 600 pL pufra, 5 pL antioksidanta
butilhidroksitoluen in etanol.

Zleze s pufrom in antioksidantom butilhidroksitoluen in etanol sem dala v éa$o z ledom in jih
homogenizirala s sonikatorjem (nastavitev 80 %, 1 cikel). Homogenizirane vzorce sem nato
ponovno dala na led.

5 puL homogeniziranega vzorca sem prenesla v novo mikrocentrifugirko ter dodala 995 pL
deionizirane vode. Vzorcem sem nato izmerila absorbanco pri 280 nm. Pripravila sem 3e
slepi vzorec (blank). V mikrocentrifugirko sem dala 1000 pL dvakrat deionizirane vode.

Absorbanco pripravljenih vzorcev sem merila spektofotometri¢no. Za merjenje absorbance
sem uporabljala kvaréno kiveto. Pri menjavi vzorcev sem kiveto o istila z dvakrat
deionizirano vodo.

Preostali del vzorca sem segrevala na 90 °C priblizno 30 min. Nato sem dodala 1,2 mL
butanola ter ga prenesla v mikrocentrifugirke. Vzorce sem centrifugirala 10 minut na 12000
obratov min™'. Po centrifugiranju sem logila supernatant in usedlino. V kiveto za merjenje
absorbance sem odmerila supernatant (priblizno 100 uL). Med meritvami razliénih vzorcev
sem kiveto odistila z butanolom. Lahko bi uporabila tudi plastitne kivete, za enkratno
uporabo.

600 uL pufra
+4 Zleze
+ 5 ulL antioksidanta

/

5 uL vzorca + 995 uL H,O
absorbanca pri 280 nm

za dolo¢anje proteinov

ultrazvoéna sonda (sonikator) (hlajenje na ledu) centrifugiranje
obi¢ajno 80 %, 90 sekund hlajenje 12000 obr/min, 10 min
+1,2mL absorbanca pri
»  90°C,30min — putanola »  535nmin 600 nm

2 mL mikrocentrifugirka

Slika 10: Shematski prikaz poteka dela pri lipidni peroksidacii
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3.5 Obdelava podatkov

3.5.1 Izracuni asimilacije, prirasti in odstotka lipidne peroksidacije

Za izraCune asimilacijske ucinkovitosti, u€inkovitosti rasti, asimilacijskega razmerja in deleza
pojedene hrane sem uporabila naslednje formule, pri katerih je:

AE: ucinkovitost asimilacije [%],

GE: prirast [%],

W\;: zaetna masa lista [mg],

W\ kon&na masa lista [mg],

Wisop: ZaCetna masa izopoda [mg],

Wisop - kON€na masa izopoda [mg],

F: iztrebki [mg].

MDA: malondialdehid

Asss: absorbanca merjena pri valovni dolzini 535 nm
Asoo: absorbanca merjena pri valovni dolzini 600 nm
Azso: absorbanca merjena pri valovni dolzini 280 nm

Pojedena hrana: W - W
AE =[(Wy — W) - FJ/(WL — W) x 100
GE = (Wisop - Wisop f)/Wisop x 100

Vsebnost MDA = (A535 - Aeoo)/Aggo x 100
(5)

Z enacbo (2) sem izraCunala delez hrane, ki jo je zival zauzila med poskusom. Uc&inkovitost
asimilacije sem izraCunala z enacbo (3). Prirast, to je, za koliko odstotkov je Zival zrasla v
C¢asu poskusa, pa sem izraCunala s pomoc¢jo enacbe (4). Enacba (5) nam poda vsebnost
malondialdehida (MDA), ki je merilo za lipidno peroksidacijo (Loureiro in sod., 2006).

3.5.2 Statisti¢na obdelava in prikaz rezultatov

Rezultate sem ustrezno ovrednotila z uporabo t-testa in z uporabo neparametrijskega
Mann-Whitney testa, kjer sem posamezne skupine primerjala s kontrolno skupino. Statisti¢no
znacilno razliko sem upostevala v primeru p<0,05.

Dobljene vrednosti sem grafi¢no prikazala:
» z linearno to¢kovno porazdelitvijo (asimilacijska ucinkovitost, sprememba mase in
lipidna peroksidacija),

= s tabelo (smrtnost in levitev) in
= s premi¢nim linearmnim grafom (koncentracija imidakloprida v prehrani Zivali).
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3.6 Merjenje koncentracije imidakloprida v hrani Zivali

Pripravljenim listom (kot je opisano v poglavju 3.2.3) sem dodala 20 mL acetonitrila in
mes3ala s stekleno palCko priblizno 10 min. Po tem sem supernatant prenesla preko filter
papirja v bu¢ko za uparevanje. Postopek sem dvakrat ponovila, vendar sem drugi¢ oz. tretji¢
dodala 15 mL acetonitrila. Vse tri ekstrahirane frakcije sem zdruzila in jih uparila do suhega
(50 °C, 90 obratov/min).

Suhemu ostanku sem dodala 5 mL dvakrat deionizirane vode in meSanico ekstrahirala po
postopku ekstrakcije na trdnem nosilcu (solid phase extraction) z uporabo kolone Cys.
Ekstakcija preko Cis kolone je potekala tako, da sem najprej ¢ez kolono spustila 1 mL
dvakrat deionizirane vode, in nato 1 mL vzorca.

Preiskovana komponenta, v naSem primeru pesticid, se je zadrzala na koloni, ki sem jo nato
eluirala z 1 mL metanola. Ekstrahirani vzorec sem znova uparila in suhi ostanek raztopila v
1 mL mobilne faze, 1 mL acetonitril: voda s fosforno kislino (30: 70). Dobljeno raztopino sem
pred HPLC analizo Se prefiltrirala preko 0,45 um filtra v viale za HPLC.

Pripravljene vzorce sem analizirala na teko€inskem kromatografu HP 1100 z DAD
detektorjem (diode array detector).

Kromatografski pogoji HPLC-DAD:

- kolona Zorbax Cs (250 mm x 4,6 mm, 5 ym), predkolona Alltech 10 x 4 mm,

- detektor: Diode array detector (270 mm),

- volumen iniciranja: 20 L,

- pretok: 1 mL min™,

- mobilna faza: deionizirana voda s fosforno kislino (0,2 %) (70 vol %),
Acetonitirl HPLC grade (30 vol %),

- eluacija: izokrati¢na,

- temperatura kolone: 25 °C,

- Cas analize: 15 min.
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4 REZULTATI

4.1 1. poskus

4.1.1 Vpliv imidakloprida na smrtnost Zivali in fizioloSke parametre v I. poskusu

Smrtnost v kontrolni skupini je bila po 14 dneh 8,3 %, kar pomeni, da je prezZivelo 11
osebkov. V drugi skupini, to je pri izpostavljenosti 10 ug imidakloprida g”' suhe mase lista, je
prezivelo 8 osebkov in je smrtnost 33,3 %. Pri skupini, izpostavljeni 25 pg imidakloprida g
suhe mase lista, je smrtnost 16,7 %, kar pomeni, da je prezivelo 10 osebkov (preglednica 4).

Preglednica 4: Odstotek poginulih Zivali po dvotedenskem poskusu izpostavijanja kontaminirani hrani
z imidaklopridom in v kontrolni skupini

Koncentracija [ug Smrtnost [%]
imidakloprida g™
suhe mase]

0 8,3

10 33,3

25 16,7

Opazovala sem tudi levitev posameznih osebkov. V kontrolni skupini se jih je levilo 16,7 %,
kar predstavlja 3 osebke. Pri skupini, izpostavljeni 10 pg imidakloprida g suhe mase lista, je
Casu med tehtanjem in pripravo na lipidno peroksidacijo. Pri skupini izpostavljeni 25 ug
imidakloprida g suhe mase lista, se je levilo 33,3 % organizmov, kar so 4 osebki
(preglednica 5).

Preglednica 5: Odstotek osebkov, ki so se med poskusom (14 dni) levili

Koncentracija [Jug Levitev [%]
imidakloprida g™
suhe mase]
0 25,0
10 25,0°
25 33,3

® Pri skupini, izpostavljeni 10 ug imidakloprida g suhe mase, so se levili 4 osebki, kar predstavlja
33,3%, vendar sem uporabila odstotke Zivali, ki sem jih lahko uporabila v postopku lipidne
peroksidacije. Eden izmed teh osebkov je poginil.
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4.1.2 Vpliv imidakloprida na asimilacijsko uc¢inkovitost (AE) v 1. poskusu

IzraCuni merjenih parametrov (m (Zivali), m (listov), m (iztrebkov)) so pokazali, da je bila
asimilacijska ucinkovitost najvisja pri kontrolni skupini.

A

95 - _
X
B 19 =
o
2 _
g -
s 55
0
S
©
% 351 - =
'S
® — = —_—
z = =
B 15 = =
m -—

'5 T T T T T 1

-5 0 5 10 15 20 25
koncentracija [ug imidakloprida/ g suhe mase lista]

Slika 11: Asimilacijska ucinkovitost med 14- dnevnim prehranjevalnim poskusom pri kontrolni skupini
in pri Zivalih, ki so bile izpostavijeni koncentracijam 10 in 25 ug imidakloprida g " suhe mase lista.(N =
11 za kontrolno skupino, N = 8 za skupino /zpostavljeno 10 ug imidakloprida g " suhe mase lista in N =
10 za skupino izpostavijeno 25 ug imidakloprida g suhe mase lista). Daljse rdece linijje oznacujejo
mediano. Rdec trikotnik pri skupini, izpostavijeni 10 g imidakloprida g suhe mase lista oznacuje
statisticno znacilno razliko (Mann-Whitney test)

Pri kontrolni skupini je znaSala asimilacijska u€inkovitost povpre¢no 41,4 % in je bila najvisja.
Najnizja asimilacijska ucinkovitost je bila pri skupini, ki sem jo izpostavila 10 pg imidakloprida
g” suhe mase lista. Pri skupini izpostavljeni 25 pg imidakloprida g™ je bila asimilacijska
ucinkovitost 28,0 %.
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4.1.3 Vpliv imidakloprida na spremembo mase v 1. poskusu
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Slika 12: Sprememba mase med 14- dnevnim prehranjevalnim poskusom pri kontrolni skupini in pri
Zivalih, ki so bile izpostavijeni koncentracijam 10 in 25 ug imidakloprida g " suhe mase lista. (N=11za
kontrolno skupino, N = 8 za skupino /zpostavljeno 10 ug imidakloprida g " suhe mase listain N = 10 za
skupino izpostavijeno 25 ug imidakloprida g suhe mase lista). Daljse rdece linije oznacujejo
mediano. Rdec trikotnik pri skupini, izpostavijeni 10 ug imidakloprida g suhe mase lista, oznacuje
statisticno znacilno razliko (Mann-Whitney test)

Pri kontrolni skupini so Zivali pridobile na masi v povprecju za 2,1 mg, medtem ko so pri
skupini izpostavljeni 10 ug imidakloprida g™ suhe hrane izgubile na masi v povpreéju za 7,1
mg. Pri skupini izpostavljeni 25 ug imidakloprida g”' suhe hrane so Zivali pridobile na masi v
povpreCju za 1,5 mg. StatistiCha analiza je pokazala, da je pri skupini s koncentracijo 10 ug
imidakloprida g”' suhe mase bila statistiéno znaéilna razlika glede na kontrolno skupino. Pri
primerjanju kontrolne skupine s skupino, izpostavljeno koncentraciji 25 pg imidakloprida g
suhe mase, pa ni bilo statisticno znacilne razlike (Mann-Whitney test).
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4.1.4 Vplivimidakloprida na lipidno peroksidacijo v I. poskusu

Lipidno peroksidacijo sem izrazila z vsebnostjo MDA, saj se MDA ob prisotnosti TBA obarva
in ga lahko na ta nacin izmerimo.
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Slika 13: Lipidna peroksidacija pri kontrolni skupini ter pri Zivalih, izpostavijenim koncentraciji 10 in 25
ug imidakloprida g’ suhe mase lista. (N = 11 za kontrolno skupino, N = 8 za skupino, izpostavijeno 10
g imidakloprida g" suhe mase lista in N = 10 za skupino, izpostavljeno 25 (g imidakloprida g" suhe
mase lista). DaljSe, rdece linije oznacujejo mediano

V kontrolni skupini je znaSala vsebnost MDA povpre¢no 4,3. Pri vecini vzorcev (pri 8 vzorcih,
od skupno 11) je bila vsebnost MDA od 0,3 do 4, medtem ko je bila vsebnost MDA pri treh
vzorcih med 8 in 14.

Pri skupini, izpostavljeni 10 pg imidakloprida g™ suhe hrane, je bila vsebnost MDA povpreéno
3,0, in sicer v razponu med 0,6 in 7,5.

Pri skupini, izpostavljeni 25 pg imidakloprida g™ suhe hrane, je bila vsebnost MDA povpreéno
4.8. Pri vecini vzorcev (pri 9 od 10 vzorcev) je bila vsebnost med 0,4 in 5,9, le eden izmed
vzorcev je izstopal, saj je bila vsebnost MDA 30,5.

Glede na to, da se lipidna peroksidacija pojavi v primeru snovi v organizmu, lahko
povzamemo, da so bili organizmi iz kontrolne skupine tudi v stresu, saj je bila vsebnost MDA
celo visja kot pri skupini, izpostavljeni 10 pg imidakloprida g”' suhe mase lista. Statisti¢na
obdelava podatkov kontrolne skupine s skupinama, izpostavljenima 10 in 25 ug
imidakloprida g suhe mase, ni pokazala statistiéno znagilnih razlik (Mann-Whitney test).
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4.2 1I. poskus

4.2.1 Vpliv imidakloprida na vedenje in smrtnost Zivali v II. poskusu

Pri skupini, izpostavljeni 25 ug imidakloprida g™ suhe mase lista, so se trem sami¢kam izlegli
mladicki. Glede na visoko koncentracijo sem pri¢akovali, da bodo ti poginili v obdobju nekaj
dni, vendar ni bilo tako. Nekaj jih je poginilo, a se jih je velika vecina borila za Zivljenje.

Smrtnost osebkov v drugem poskusu je bila v kontrolni skupini in pri skupini, izpostavljeni
10 ug imidakloprida g'1 suhe mase lista, enaka, 33,3 %, kar pomeni, da je prezivelo 8
osebkov v vsaki skupini. Pri skupini, izpostavljeni 25 pg imidakloprida g™ suhe mase lista, je
bila smrtnost 16,7 %, kar pomeni, da je prezivelo 11 osebkov (preglednica 5).

Preglednica 5: Odstotek poginulih Zivali po 14 dnevnem poskusu izpostavijanja z imidaklopridom
kontaminirani hrani in v kontrolni skupini

Koncentracija [Jug Smrtnost [%]
imidakloprida g™ suhe
mase]

0 33,3

10 33,3

25 16,7

Levitev osebkov je bila skupno 33,3 %, kar pomeni, da so se skupno levili 4 osebki. Pri
kontrolni skupini se je levilo 8,3 %, kar je en osebek. Pri skupini, izpostavljeni 10 ug
imidakloprida g™ suhe mase lista, se je levilo 16,7 %, kar predstavlja 2 osebka in pri skupini,
izpostavljeni 25 pg imidakloprida g”' suhe mase lista, se je levilo 8,3 %, kar je en osebek
(preglednica 6 ).

Preglednica 6: Odstotek osebkov, ki so se med drugim 14- dnevnim poskusom levili

Koncentracija [Jug Levitev [%]
imidakloprida g™
suhe mase]

0 8,3

10 16,7

25 8,3

31



4.2.2 Vpliv imidakloprida na asimilacijsko u¢inkovitost (AE) v II. poskusu

Za razliko od prvega poskusa so rezultati asimilacijske ucinkovitosti v drugem poskusu
pokazali, da je bila AE najvi§ja pri skupini, izpostavljeni 10 pg imidakloprida g suhe mase
lista.
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Slika 14: Asimilacijska ucinkovitost med 14- dnevnim prehranjevalnim poskusom, pri kontrolni skupini
in pri Zivalih, ki so bile, izpostavijene koncentracijam 10 in 25 ug imidakloprida g suhe mase lista. (N
= 8 za kontrolno skupino in skupino, izpostavijeno 10 ug imidakloprida g" suhe mase lista, N = 10 za
skupino, izpostavijeno 25 g imidakloprida g" suhe mase lista). DaljSe, rdece linije oznalujejo
povprecne vrednosti

Pri kontrolni skupini je asimilacijska u€inkovitost bila povpreéno 45,9 %, to pomeni, da je
organizem povprec¢no 45,9 % zauzite hrane pretvoril v energijo in za gradnjo. Asimilacijska
ucinkovitost posameznih vzorcev se je gibala med 13,6 % in 75,1 %.

Pri skupini, izpostavljeni 10 pg imidakloprida g suhe mase lista, je bila asimilacijska
u€inkovitost 50,0 %, kar pomeni, da so organizmi povpre¢no polovico hrane pretvorili v
energijo in osnovne gradnike. Pri skupini, izpostavljeni 25 pg imidakloprida g”' suhe mase
lista, pa je bila asimilacijska ucinkovitost 39,1 %.

Statisticna obdelava podatkov je pokazala, da pri primerjavi kontrolne skupine in skupin,
izpostavljenih 10 in 25 pg imidakloprida g™ suhe mase, ni bilo statistiéno znagilne razlike
(Mann-Whitney test).
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4.2.3 Vpliv imidakloprida na spremembo mase v II. poskusu
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Slika 15: Sprememba mase med 14- dnevnim prehranjevalnim poskusom, pri kontrolni skupini in
skupinah, izpostavijenim 10 in 25 ug imidakloprida g'1 suhe mase lista. (N = 8 za kontrolno skupino in
skupino, izpostavijeno 10 g imidakloprida g" suhe mase lista, N = 10 za skupino, izpostavijeno 25 g
imidakloprida g" suhe mase lista). Daljse, rdece linije oznacujejo mediano

Pri kontrolni skupini in pri skupinah, izpostavljenih 10 in 25 pg imidakloprida g™ suhe mase,
so zivali med poskusom izgubile na telesni masi. Pri kontrolni skupini je bila izguba v
povpre&ju 1,7 mg. Pri skupini, izpostavljeni 10 pug imidakloprida g suhe mase so Zivali
izgubile povpre&no 4,1 mg. Pri skupini, izpostavljeni 25 pg imidakloprida g™ suhe mase, so
Zivali izgubile povpre¢no 5,1 mg mase.

Statisti€na obdelava podatkov je pokazala, da pri primerjanju kontrolne skupine z ostalima

skupinama (10 in 25 pg imidakloprida g suhe mase) ni bilo statisticno znagilnih razlik
(Mann-Whitney test).
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4.2.4 Vpliv imidakloprida na lipidno peroksidacijo v II. poskusu
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Slika 16: Lipidna peroksidacija pri kontrolni skupini ter pri Zivalih, ki sem jih izpostavila koncentraciji 10
in 25 ug imidakloprida g" suhe mase lista. (N = 8 za kontrolno skupino in skupino, izpostaviljeno 10 ug
imidakloprida g" suhe mase lista, N = 10 za skupino, izpostavijeno 25 ug imidakloprida g" suhe mase
lista). DaljSe, rdece linije oznacujejo mediano

V kontrolni skupini je povpre¢na vsebnost MDA 1,3, kar nam pove, da organizmi niso bili pod
takSnim stresom kot v prvem poskusu. Pri vecini vzorcev (pri 4 od skupno 8 vzorcev)
drugega poskusa vsebnost MDA in s tem lipidna peroksidacija ni bila zaznana. Samo v enem
vzorcu je bila skoraj 7,0.

Pri skupini, izpostavljeni 10 ug imidakloprida g™ suhe mase lista, je bila povpreéna vsebnost
MDA 3,2 in pri posameznem vzorcu vsebnost MDA ni bila vecja od 7,0.

Pri skupini, izpostavljeni 25 ug imidakloprida g”' suhe mase lista, je bila povpreéna vsebnost
MDA niZja kot pri koncentraciji 10 pg imidakloprida g™ suhe mase lista in je zna$ala 3,0.
Vsebnost MDA pri posameznih vzorcih je bila razli¢na in je zajemala vrednosti od 0,2 do 9,0.

Statistiéno primerjanje kontrolne skupine s skupino, izpostavljeno 10 pg imidakloprida g
suhe mase, je pokazalo statisticno znacilno razliko. Statistiéno znacilno razliko je pokazalo
primerjanje kontrolne skupine s skupino izpostavljeno 25 pg imidakloprida g”' suhe mase
(Mann-Whitney test). Vzorec, ki je pri kontrolni skupini pokazal vsebnost MDA 7,0 je bil ze
pod stresom, zato ga pri statisti¢ni obdelavi podatkov nisem dodala.
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4.3 Koncentracija imidakloprida v prehrani zivali
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Slika 17: Kromatogram HPLC- DAD, ki predstavlja zadrZevalni ¢as imidakloprida (koncemntracije
10 ug imidacloprid g suhe mase lista), ekstrahiran iz listov.(Retention time — éas zadrZevanja,
response — odziv)

S pomodjo HPLC-DAD (opis v poglavju 3.6) sem ugotavljala dejansko koncentracijo
imidakloprida v hrani Zivali.

Povréina vrha (peak) vzorca s koncentracijo 25 pg imidakloprida g”' suhe mase lista je bila
2,5 x vedja kot obmogje pri koncentraciji 10 pg imidakloprida g suhe mase, kar ustreza
koli¢ini pesticida, ki sem ga nanesla na liste. UCinkovitost ekstrakcije sem doloCila z
umeritveno krivuljo za vzorce s koncentracijami od 0,5 do 10 pg imidakloprida g™ suhe mase
lista, pri Cemer je bila ucinkovitost ekstrakcije 93 % v primeru, ko je bila koncentracija 10 ug
imidakloprida g”' suhe mase.
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5 RAZPRAVA

V nalogi sem ugotovila, da ima imidakloprid u€inek na kopenske enakonozne rake Porcellio
scaber. Z merjenjem in spremljanjem prehranjevalnega poskusa ter z izraCuni sem ugotovila,
da se vpliv imidakloprida izraza na spremembi mase Zivali, asimilacijski u€inkovitosti in lipidni
peroksidciji.

Studija je pokazala, da je bila smrtnost v prvem poskusu vija kot v drugem le pri kontrolni
skupini,ostali dve skupini sta imeli enako smrtnost. Zivali so bile v obeh poskusih v kletnem
laboratoriju, ve¢ ali manj v temi in pokrite s &rno vrecko. V primerjavi z raziskovalnim delom
Blazi¢ (2006), pri katerem so bili raziskovalni pogoji podobni, je bila smrtnost v preliminarnem
poskusu nizja kot pri meni, kljub vijemu Stevilu Zivali v celotni Studiji. Blazi¢ (2006) v svoji
Studiji uporabi enako Stevilo Zivali in jih izpostavi enaki koncentraciji imidakloprida kot v
mojem poskusu in so rezultati smrtnosti vi§ji kot pri mojem prvem poskusu, a nizji kot moji v
drugem poskusu.

Pri¢akovala sem, da se bo vpliv imidakloprida na spremembo mase izrazil z zmanjSevanjem
telesne mase Zivali z naras¢ajoCo koncentracijo. Vendar so Zivali prvega poskusa v kontrolni
skupini in v skupini, izpostavljeni najvisji koncentraciji (25 ug imidakloprida g™ suhe mase),
pridobivale na telesni masi, le v skupini niZje koncentracije (10 pg imidakloprida g™ suhe
mase) so izgubile na masi. V drugem poskusu so zivali vseh treh skupin izgubile na masi.
Izguba mase se je velala z naras€ajoCo koncentracijo. V Studiji Bratina (2006) so vse Zivali
izgubile telesno maso, vklju¢no s kontrolno skupino, medtem ko so Zivali v raziskavi Blazi¢

(2006) vecinoma izgubile na telesni masi (8 od 41 je teZo pridobilo).

Z asimilacijsko ucinkovitostjo (AE) lahko ugotovimo ucinkovitost potroSnika pri odvzemu
energije iz hrane. Del hrane gre za energijo, del pa v zalogo in za izgradnjo in delovanje
ostalih delov telesa. V prvem poskusu je bila AE najviSja pri kontrolni skupini, kjer je bilo
zaznano tudi najvecje nihanje med posameznimi organizmi. Pri ostalih dveh skupinah, ki sta
bili izpostavljeni 10 in 25 ug imidakloprida g™ suhe mase, je bila AE nekoliko visja pri skupini
izpostavljeni 25 pg imidakloprida g”' suhe mase. Z razliko od prvega poskusa je bila v
drugem poskusu AE najvigja pri skupini, izpostavljeni 10 ug imidakloprida g™ suhe mase, ter
najnizja pri skupini, izpostavljeni 25 pg imidakloprida g™ suhe mase. Pri kontrolni skupini in
skupini, izpostavljeni 10 pg imidakloprida g' suhe mase lista, so zaznana tudi najvedja
nihanja med posameznimi vzorci. NajveCje nihanje asimilacijske ucinkovitosti je bilo v
raziskavah Blazi¢ (2006) zaznano pri skupinah, izpostavljenih koncentraciji 10 in 50 pg
imidakloprida g™'suhe mase lista. Ostale skupine so imele zelo podobne rezultate, saj so tudi
vrednosti median priblizno enake. Bratina (2006) ima v svoji Studiji najvija nihanja
asimilacijske uginkovitosti pri skupini, izpostavljeni koncentraciji 10 pg imidakloprida g™ suhe
mase lista, vendar odstotek asimilacijske uginkovitosti narasa z narad¢ajoCo koncentracijo.

Z razliko od moje naloge, v kateri ugotavljam, ali lahko lipidno peroksidacijo uporabljamo kot
biomarker pri ugotavljanju ucinka imidakloprida v hrani, Blazi¢ (2006) in Bratina (2006)
ugotavljata aktivnost encimov AChE in GST. Aktivhost AChE je bila merjena le pri kontrolni
skupini in skupinah, izpostavljenim 1, 2,5, 5 in 10 pg imidakloprida g suhe mase lista.
Raziskava je pokazala, da se pri skupinah izpostavljenim 1, 2,5 pg imidakloprida g™ suhe
mase lista aktivnost poveluje. NajvecCja aktivhost je pri skupini, izpostavljeni 5 ug
imidakloprida g suhe mase lista, nato pa ob&utno upade pri skupini, izpostavljeni 10 pg
imidakloprida g suhe mase lista. Ker se je aktivnost AChE merila pri majhnem $tevilu
prezivetih Zivali, rezultati niso bili statisticno obdelani (Blazi¢, 2006). Aktivhost GST je pri
skupini, izpostavljeni 10 pg imidakloprida g suhe mase lista, glede na kontrolno skupino,
minimalno upadla. Pri skupini, izpostavljeni 25 pg imidakloprida g™ suhe mase lista, pa je bil
upad delovanja GST obcuten (Bratina, 2006). Pri svojih raziskavah sem priCakovala, da bo
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vsebnost MDA v vzorcih narad€ala z narad€ajo¢o koncentracijo. MDA je aldehid, ki nastane
pri lipidni peroksidaciji. Ker s TBA reagira v obarvan pigment, ga lahko spektrofotometri¢no
dolog¢imo in tako ugotovimo, ali je priSlo do radikalske poskodbe bioloske membrane.
Vsebnost MDA je bila v prvem poskusu bistveno viSja kot v drugem poskusu. Nihanja
vsebnosti MDA so v prvem poskusu najbolj izrazita pri kontrolni skupini. Pri skupinah,
izpostavljenih 10 in 25 ug imidakloprida g™ suhe mase lista, vrednosti skoraj ne nihajo in so
podobne mediani. V prvem poskusu ni statisticno znadcilnih razlik (Mann-Whitney). Glede na
rezultate vsebnosti MDA lahko sklepamo, da so Zivali v prvem poskusu bile pod stresom tudi
v kontrolni skupini. V prvem poskusu so se Zivali tudi levile v ve€jem Stevilu kot v drugem
poskusu, kar je razvidno iz dobljenih rezultatih. V drugem poskusu je vsebnost MDA pri
kontrolni skupini glede na skupine, izpostavljene 10 in 25 pg imidakloprida g suhe mase,
nizja. Omeniti je potrebno osebek, katerega vsebnost MDA bistveno odstopa od mediane. Ta
osebek je bil pod dodatnim stresom. Med mozZne stresorje lahko Stejemo, da je bil pred
levitvijo, da je bila sami¢ka z mladi€i, da je bil bolan. PriSlo je sicer do viSje vsebnosti MDA
pri skupini, izpostavljeni 10 pg imidakloprida g’ suhe mase lista, glede na skupino,
izpostavljeno 25 pg imidakloprida g”' suhe mase lista. Pa vendar se pojavijo statisti¢no
znacilne razlike glede na kontrolno skupino (Mann-Whitney test). Vsebnost MDA nam pove,
da prihaja do poskodb, vendar to Se ne pomeni, da je imidakloprid strup za kopenske
enakonozne rake Porcellio scaber.

Iz Studije je razvidno, koliko telesna pripravljenost Zivali vpliva na poskus (primerjava
rezultatov prvega in drugega poskusa). Levitev in mladici lahko povzro€ijo 8e dodaten stres
organizmu. Upostevati moramo, da so Zivali bile nabrane v naravi, prenesene v terarij,
stehtane in nato ponovno dane v petrijevke s pesticidom. To povzro¢i dodaten stres, ki ga je
potrebno upostevati. Zanimivo bi bilo ugotoviti, kaj se dogaja z vsebnostjo MDA (lipidno
peroksidacijo) pri vi§jih koncentracijah od 25 ug imidakloprida g™ suhe mase lista, npr. pri 40,
50 in 100 pg imidakloprida g™ suhe mase lista.

Kakorkoli, upostevati je potrebno, da Porcellio scaber ni taréni organizem za imidakloprid in
da delovanje nanj ni zagotovljeno v takdni meri, kot je na druge, taréne organizme. S tem
lahko tudi pojasnimo nihanja med skupinami in samimi poskusi. A kljub vsemu, lahko lipidno
peroksidacijo uporabimo kot biomarker in jo lahko povezemo s fizioloSkimi spremembami pri
kopenskem enakonoznem raku Porcellio scaber.
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6 ZAKLJUCKI

V diplomskem delu sem izvedla dva zaporedna poskusa, v katerih sem Zivali izpostavila
imidaklopridu v hrani za dva tedna ter belezila naslednje fizioloSke parametre: smrtnost,
levitev, prehranjevanje ter iztrebljanje. Po dvotedenski izpostavitvi sem prezivelim
organizmom spektrofotometri€no izmerila stopnjo lipidne peroksidacije kot biomarker pri
izpostavitvi testnih organizmov Porcellio scaber imidaklopridu v hrani.

Studija je pokazala, da:
» lipidno peroksidacijo lahko uporabljamo kot biomarker pri ugotavljanju ucinka,
zauzitega imidakloprida pri kopenskem enakonoznem raku Porcellio scaber,
= obstaja povezava med fizioloSkimi parametri in lipidno peroksidacijo;
» imidakloprid nima izrazitega ucinka na modelni organizem Porcellio scaber, saj je ta
netar¢ni organizem.

Rezultati so sicer potrdili predvidevanja, kljub temu pa moram opozoriti S¢ na nekatera
dejstva, povezana z eksperimentalnim delom. Zivalim nisem mogla dologiti spola in nisem
mogla ugotoviti, katera od samic¢k nosi mladi€e. To je privedlo do tega, da so nekatere
samice med poskusom imele mladiCe. Zato ne moremo z gotovostjo vedeti, koliko hrane so
dejansko pojedle samice in koliko mladici, Ceprav je masa hrane, ki so jo pojedli mladici,
lahko zanemarljiva. Temu bi se lahko izognila, da bi Zivalim dolo€ila spol in samice Ze v
naprej izloCila.

Nekatere Zivali so se med poskusom levile in del svojega olevka tudi pojedle, kar je
predstavljajo dodatno hrano. Da bi se temu izognila bi morala Zivali vsakodnevno vzeti iz
petrijevke in preveriti, ali se levi, vendar bi to bil dodaten stres za zivali.

Pri izvedbi poskusov sem vedno uporabljala iste pipete, vsako sem pred uporabo preverila
tako, da sem na analitski tehtnici trikrat zaporedoma odtehtala dolo¢eno prostornino dvakrat
deionizirane vode.

Oba navedena primera (mladi€i in levitev) predstavljata dodatni stres za Zivali in tdui lahko
posredno vplivata na lipidno peroksidacijo. Ker sem Zivali nabirala v naravnem okolju, kjer je
bilo na voljo omejeno Stevilo Zivali na enem mestu, sem v poskus vkljucila Zivali z vecjo oz.
manj$o maso. Nabor Zivali je predstavljal skupino z velikim razponom mas. Predvidevam, da
bi s poveCanjem &tevila osebkov v posamezni skupini (kontrolni in izpostavljenim
imidaklopridu), dobila bolj natanne rezultate in tudi variabilnost parametrov, ki sicer obstaja
tudi v naravi, ne bi bila ve¢ tako izrazita.
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PRILOGE
Priloga A

Prvi poskus

Preglednica A 1: Zivali (levitev, masa Zivali, sprememba mase Zivali, masa iztrebkov, povpreéne
vrednosti, prirast).

St. zivali | levitev zaéetna konéna razlika v masa GE [%]
masa [mg] masa [mg] masi iztrebkov
[mg] [mg]
Ougg”
1 47,6 41,6 6,0 4,5 12,6
2 o 47,8
3 40,9 45,7 -4,8 8,9 -11,7
4 53,9 58,1 -4,2 42,5 -7,8
5 53,5 56,0 -2,5 27,2 -4,7
6 40,1 51,6 -11,5 39,0 -28,7
7 35,3 35,3 0 0,7 0
8 33,8 35,0 -1,2 14,6 -3,6
9 80,0 86,5 -6,5 5,7 -8,1
10 o 74,0 73,9 +0,1 14,0 0,1
11 o 59,3 57,3 +2,0 7,9 3,4
12 23,6 23,8 -0,2 13,4 -0,8
Povp. 49,2 51,3 -2,1 16,2 -4,5
10pgg
13 43,4 371 6,3 15,3 15,0
14 49,1 43,5 5,6 14,6 11,0
15 47,6
16 o 43,6 35,3 8,3 16,5 19,0
17 o 37,3 34,2 3.1 16,0 8,3
18 o 36,3 33,3 3,0 52 8,3
19 o 83,1
20 71,5
21 63,6 54,2 9,4 12,8 14,8
22 58,1 49,5 8,6 17,5 15,1
23 61,0 48,2 12,8 17,6 21,0
24 26,8
Povp. 51,8 41,9 7,2 14,4 14,1
25ug9 g
25 o 27,2 26,2 +1,0 71 3,7
26 84,9 91,4 -6,5 7,4 -7,7
27 82,6 90,3 -7,7 9,6 -9,3
28 90,5 97,4 -6,9 25,9 -7,6
29 o 78,4 80,2 -1,8 22,0 -2,3
30 o 38,9 32,0 +6,9 23,3 17,7
31 37,6 341 +35 25,4 9,3
32 o 33,3 33,6 +0,3 7,2 0,9
33 44 .4 47,6 -3,2 11,7 -7,2
34 45,1 45,9 -0,8 10,6 -1,8
35 42,8
36 45,9
Povp. 54,3 57,9 -1,5 15,0 -0,4




Preglednica A 2: Listi (masa lisa, konCna masa lista in razlika v masi).

St. zivali zacetna konéna razlika v
masa [mg] | masa [mg] | masi [mg]
Ougg”
1 101,4 89,7 1,7
2 100,0
3 100,4 68,1 31,9
4 101,2 491 52,1
5 100,0 67,1 32,9
6 101,0 54,0 47,0
7 101,0 92,5 8,5
8 101,1 82,1 19,0
9 101,2 79,4 21,8
10 100,7 78,6 22,1
11 101,4 90,6 10,8
12 101,2 85,1 16,1
Povp. 100,9 76,0 24,9
10 pg g’
13 100,0 80,2 19,8
14 100,6 83,0 17,6
15 100,8
16 100,5 80,8 19,7
17 101,0 82,5 18,5
18 101,5 88,8 12,7
19 101,4
20 100,4
21 101,1 84,0 17,1
22 100,8 79,8 21,0
23 101,0 82,0 19,0
24 101,3
Povp. 100,9 82,6 18,2
25 u9_9'|
25 100,4 89,0 11,4
26 99,8 87,4 12,4
27 101,4 86,2 11,1
28 100,0 65,4 34,6
29 100,9 75,0 25,9
30 100,6 69,5 31,1
31 100,3 68,4 31,9
32 101,1 89,3 11,8
33 100,2 84,7 15,5
34 101,0 83,7 17,3
35 100,8
36 101,4
Povp. 100,7 79,9 17,1




Preglednica A 3: Asimilacijska ucinkovitost Porcellio scaber med prvim poskusom.

St. Zivali Kolic¢ina Kolic¢ina AE [%]
pojedenih | iztrebkov
listov [mg] [mg]
Ougg”
1 11,7 4,5 61,5
2
3 31,9 8,9 72,1
4 52,1 42,5 18,4
5 32,9 27,2 17,3
6 47,0 39,0 17,0
7 8,5 0,7 91,8
8 19,0 14,6 23,2
9 21,8 57 73,9
10 22,1 14,0 36,7
11 10,8 7,9 26,9
12 16,1 13,4 16,8
Povp. 24,9 16,2 41,4
10 pg g’
13 19,8 15,3 22,7
14 17,6 14,6 17,0
15
16 19,7 16,5 16,2
17 18,5 16,0 13,5
18 12,7 5,2 59,0
19
20
21 17,1 12,8 25,1
22 21,0 17,5 16,7
23 19,0 17,6 7.4
24
Povp. 18,2 14,4 22,2
25 us_g'l
25 11,4 7,1 37,7
26 12,4 7.4 40,3
27 11,1 9,6 13,5
28 34,6 25,9 25,1
29 25,9 22,0 15,0
30 31,1 23,3 25,1
31 31,9 25,4 20,4
32 11,8 7,2 39,0
33 15,5 11,7 24,5
34 17,3 10,6 38,7
35
36
Povp. 17,1 15,0 28,0




Preglednica A 4: Lipidna peroksidacija pri prvem poskusu.

St. zivali As3s Acoo Azso LIPIDNA PEROKSIDACIJA
Opgg’
1 0,077 0,075 0,236 0,9
2
3 0,093 0,090 0,279 1,1
4 0,200 0,161 0,299 13,0
5 0,082 0,078 0,290 13,8
6 0,084 0,077 0,200 3,5
7 0,103 0,097 0,293 2,0
8 0,117 0,114 0,585 0,5
9 0,100 0,098 0,137 1,5
10 0,079 0,074 0,063 7,9
11 0,075 0,074 0,307 0,3
12 0,190 0,179 0,370 2,9
Povp. 4,3
10pg g
13 0,085 0,082 0,210 1,4
14 0,131 0,129 0,148 1,4
15
16 0,278 0,267 0,147 7,5
17 0,086 0,082 0,153 2,6
18 0,114 0,111 0,253 1,2
19
20
21 0,205 0,190 0,228 6,6
22 0,099 0,091 0,188 4,3
23 0,078 0,077 0,172 0,6
24 0,098 0,096 0,125 1,6
Povp. 3,0
25pgg”
25 0,081 0,080 0,189 0,5
26 0,079 0,076 0,167 1,8
27 0,181 0,176 0,155 3,2
28 0,102 0,099 0,281 1,1
29 0,102 0,092 0,169 5,9
30 0,110 0,098 0,363 3,3
31 0,294 0,179 0,377 30,5
32 0,075 0,074 0,285 0,4
33 0,076 0,074 0,410 0,5
34 0,075 0,074 0,232 0,4
35
36
Povp. 4,8




Priloga B:

Drugi poskus

Preglednica B 1: Zivali (levitev, masa Zivali, sprememba mase Zivali, masa iztrebkov, povpreéne
vrednosti in prirast).

St. zivali | levitev | zaéetna | konéna | razlika masa GE
masa masa v masi | iztrebkov [%]
[mg] [mg] [mg] [mg]
Ougg”
1 63,6 58,4 5,2 34,4 8,2
2 o 35,1 33,0 2,1 2,1 6,0
3 32,6
4 67,2 62,1 5,0 24,6 7,4
5 37,6
6 31,0 28,6 2,4 6,6 7,7
7 24,7 24,5 0,2 7,7 0,9
8 58,1 58,6 -0,5 21,3 -0,9
9 56,7 58,2 -1,5 20,5 -2,6
10 46,6
11 53,3 52,4 0,9 38,8 1,7
12 26,4
Povp. 44,4 47,0 1,7 19,5 34
10pgg”
13 29,7
14 55,0
15 o 72,6 55,2 17,4 6,8 24,0
16 33,4 32,7 0,7 20,1 2,1
17 70,3 64,2 6,1 27,1 8,7
18 58,1 51,0 7,1 15,0 12,2
19 42,2
20 33,1
21 42,0 39,5 2,5 7,7 6,0
22 40,3 41,9 -1,6 3,6 -4,0
23 31,7 31,6 0,1 3,6 0,3
24 32,3 32,2 0,1 4,7 0,3
Povp. 45,1 43,5 4.1 11,1 6,2
25ugg”
25 45,1
26 39,3 40,0 -0,7 5,6 -1,8
27 38,4 37,6 0,8 11,3 2,1
28 34,7 34,6 0,1 7,3 0,3
29 52,3 50,8 1,5 14,9 2,9
30 . 95,3 75,5 19,8 23,3 20,8
31 92,3
32 50,7 49,0 1,7 16,5 3,4
33 . 56,5 44,7 11,8 5,2 20,9
34 31,8 37,7 -5,9 8,8 -18,6
35 . 61,2 44,5 16,7 13,8 27,3
36 41,0 35,5 5,5 11,2 13,4
Povp. 53,2 44,5 5,1 11,8 71

o Miladi¢ki (samice so med poskusum izlegle mladice)



Preglednica B 2: Listi (masa lista, koncna masa in razlika v masi listov).

St. zivali | zaéetna konéna razlika v
masa [mg] | masa [mg] | masi [mg] |
Ougg”
1 100,4 60,6 39,8
2 99,9 92,4 7,5
3 97,4
4 99,0 67,2 31,8
5 102,3
6 100,1 85,0 15,1
7 102,0 86,3 15,7
8 98,8 69,5 29,3
9 97,8 66,5 31,3
10 100,1
11 100,9 52,5 48,4
12 101,3
Povp. 100,0 72,5 27,4
10 u9_9'|
13 100,5
14 99,6
15 102,0 93,5 8,5
16 101,8 73,5 28,3
17 100,6 68,4 32,2
18 101,8 81,3 20,5
19 101,7
20 99,9
21 98,0 84,4 13,6
22 101,0 86,1 14,9
23 100,8 76,5 24,3
24 101,0 83,5 17,5
Povp. 100,7 80,9 20,0
25ugg”
25 101,2
26 101,7 87,2 14,5
27 101,8 86,1 15,7
28 101,6 85,1 16,5
29 99,0 75,1 23,9
30 98,7 67,7 31,0
31 99,6
32 97,6 75,1 22,5
33 100,0 93,1 6,9
34 100,7 79,0 21,7
35 99,2 76,5 22,7
36 99,1 81,9 17,2
Povp. 100,0 80,7 19,3




Preglednica B 3: Asimilacijska ucinkovitost Porcellio scaber med drugim poskusom.

St. Zivali Kolic¢ina Kolic¢ina AE [%]
pojedenih | iztrebkov
listov [mg] [mg]
Ougg”
1 39,8 34,4 13,6
2 7,5 2,1 72,0
3
4 31,8 24,6 22,6
5
6 15,1 6,6 56,3
7 15,7 7,7 51,0
8 29,3 21,3 27,3
9 31,3 20,5 75,1
10
11 48,4 38,8 49,4
12
Povp. 27,4 19,5 45,9
10pg g’
13
14
15 8,5 6,8 20,0
16 28,3 20,1 29,0
17 32,2 27,1 15,8
18 20,5 15,0 26,8
19
20 13,6
21 14,9 7,7 43,4
22 24,3 3,6 75,8
23 17,5 3,6 85,2
24 20,0 4,7 73,1
Povp. 20,0 11,1 50,0
25pg g’
25
26 14,5 5,6 61,4
27 15,7 11,3 28,0
28 16,5 7,3 54,5
29 23,9 14,9 37,7
30 31,0 23,3 24,8
31
32 22,5 16,5 26,7
33 6,9 5,2 24,6
34 21,7 8,8 59,4
35 22,7 13,8 39,2
36 17,2 11,2 34,9
Povp. 19,3 11,8 39,1




Preglednica B 4: Lipidna peroksidacija pri drugem poskusu.

St. zivali Asss Asoo Azso LIPIDNA PEROKSIDACIJA
Ougg”
1 0,005 0,003 0,249 0,8
2 0,000 0,000 0,247 0,0
3
4 0,002 0,002 0,243 0,0
5
6 0,025 0,020 0,251 2,0
7 0,003 0,003 0,213 0,0
8 0,000 0,000 0,235 0,0
9 0,020 0,019 0,244 0,4
10
11 0,027 0,012 0,220 6,8
12
Povp. 1,3
10 u9_9'|
13
14
15 0,027 0,011 0,045 0,4
16 0,020 0,010 0,217 4,6
17 0,023 0,005 0,259 6,9
18 0,008 0,004 0,220 1,8
19
20
21 0,008 0,005 0,225 1,3
22 0,020 0,011 0,273 3,3
23 0,024 0,012 0,240 5,0
24 0,007 0,001 0,238 2,5
Povp. 3,2
25ugg”
25
26 0,035 0,012 0,247 9,3
27 0,042 0,020 0,283 7,8
28 0,005 0,004 0,288 0,3
29 0,010 0,004 0,278 2,2
30 0,008 0,004 0,246 1,6
31
32 0,012 0,011 0,344 0,3
33 0,025 0,024 0,280 0,4
34 0,010 0,009 0,295 0,3
35 0,016 0,003 0,335 3,9
36 0,014 0,002 0,285 4,2
Povp. 3,0




