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1. Uvod

Tlo i voda ¢esto se antropogeno zagaduju tvarima kao Sto su pesticidi, gnojiva ili otpadni
meduprodukti tvornic¢kih proizvoda, a procjena toksicnosti direktno na organizmima u
ekosustavu je skupa 1 zahtijeva puno vremena. Iz tog razloga se koriste laboratorijski testovi u
kojima se indikatorski organizmi kao Sto su enhitreide, kratkotrajno izlazu toksi¢nim tvarima.
Enhitreide (Oligochaeta, Clitellata, Annelida) su organizmi koji se lako uzgajaju i imaju
relativno brz reproduktivni ciklus. Kao laboratorijske organizme prvi puta ih je opisao Weuffen
(Weuffen, 1968). Enhitreide imaju veliku ekolosku vaZznost te su izuzetno osjetljive na
zagadenja 1 promjene drugih ekoloskih ¢imbenika. Zagadenjima su izloZeni izravno preko
povrsine tijela, ali ih mogu unijeti u organizam tijekom hranjenja.

Stetne tvari se u okoli$u ne pojavljuju individualno, nego &esto u kombinaciji s drugima
ili u razli¢itim koncentracijama tijekom odredenog vremenskog perioda. Samim time, dolaze u
medusobnu interakciju i tako utjecu na toksi¢nost. Nanocestice se u zadnje vrijeme, zbog svojih
karakteristika, koriste u industriji u proizvodnji novih materijala sa poboljSanim svojstvima, u
medicini za transport lijekova do ciljnih organa, u suzbijanju Sirenja naftnih mrlja u vodi te u
energetici za poboljSanu proizvodnju goriva (Chen i sur., 2015; Gong 1 sur., 2009; . Iako imaju
niz pozitivnih osobina, postoji zabrinutost oko njihovog otpustanja u okolis te se zato provode
brojne studije utjecaja istih na ekosustave. Pesticidi se, s druge strane, dugo vremena koriste za
suzbijanje nametnika u poljoprivredi i vektora bolesti kao §to su komarci. Unato¢ poboljsanim
svojstvima, pesticidi i dalje predstavljaju opasnost za zdravlje ¢ovjeka i1 drugih organizama.
Nanocestice titanijeva dioksida (TiO.) i cinkovog oksida (ZnQO) imaju Siroku primjenu u zastiti
od ultraljubicastog (UV) zraCenja, kao katalizatori ili za uklanjanje zagadenja iz vode i tla (Chen
i sur., 2003). Osim §to imaju izravan utjecaj na tkiva, Ti i Zn oksidi su fotoaktivni (Carp i sur.,
2004) te se zna da njihov fotoaktivacijski mehanizam vodi ka stvaranju reaktivnih kisikovih
vrsta (ROS) te samim time do oksidativnog stresa. Tek nedavno su radena istrazivanja
fokusirana na toksi¢nost nanocestica Ti i Zn na akvati¢ne organizme koja su pokazala da UV
povecava toksi¢nost navedenih nanocestica (Ma i sur., 2014)

Iako postoji velik broj istrazivanja i radova koji se bave upravo toksi¢no$¢u nanocestica
1 pesticida u ekosustavima, mali broj istih kao modelne organizme koristi enihtreide. Najcesce
se u istrazivanjima koriste testovi reprodukcije (OECD, 2004) i testovi izbjegavanja (engl.
Avoidance test) (Amorim i sur., 2008). Kako bi se stekao uvid u toksi¢nost tvari na organizam,
potrebno je detaljnije prouciti kako te tvari mijenjaju fizioloSke procese u tijelu, a uvid u te
promjene moze se ostvariti mjerenjem aktivnosti razli¢itih enzima ili koli¢ine razli€itih tvari u

organizmu.



2. Materijali i metode

2.1 Modelni organizam

Enchytraeus albidus (Slika 1) predstavlja jednu od vec¢ih vrsta u rodu Enchytraeus te
moze doseci duzinu do 4 cm. Tijelo je prekriveno tankom kutikulom preko koje tvari iz okoliSa
ulaze u tijelo i sastoji se od koluti¢a i kliteluma, a broj koluti¢a raste sa staro§¢u. Prednji dio
tijela se naziva prostomij. Hrana prolazi kroz zdrijelo i jednjak do crijeva i izlazi zajedno sa
Cesticama tla kroz pigidijum. Nemaju respiratorni sustav, nego plinovi prolaze kroz kutikulu.
Imaju kloragogene stanice, a celomska tekuc¢ina sadrzi limfocite koji variraju u obliku, veli¢ini,
boji 1 granulaciji (Nielsen i Christensen, 1959) Enhitreide su hermafroditi, a Zivotni ciklus im
je kratak te postaju spolno zrele izmedu 33 dana (18° C) i 74 dana (12 °C). Klitelum se
pojavljuje kada je jedinka spolno zrela 1 zadrzava se tijekom ostatka Zivota, a za laboratorijska
testiranja se koriste spolno zrele jedinke sa vidljivim klitelumom koje su u laboratorijskim

uvjetima uzgajane kroz jedan reprodukcijski ciklus.

Slika 1 - Modelni organizam Enchytraeus albidus

2.2 Eksperimentalne postavke

U eksperimentalnom dijelu ovog rada koristeno je OECD umjetno tlo (OECD, 2004)
vlaznosti 50% i pH=6.4 koje se sastoji od:
. 10 % treseta, osuSenog i usitnjenog do Cestica veli¢ine 2 + 1 mm;
. 20 % kaolin gline (sadrZaj kaolinita iznad 30%);
. 0.3 do 1.0% kalcij karbonata (CaCO3, analiticki) kako bi se dobio pH od 6.0 +
0.5; koli¢ina dodanog kalcij karbonata moze ovisiti o kvaliteti treseta;
. oko 69% kvarcnog pijeska (kolicina ovisi o dodanom kalcij karbonatu), po

mogucnosti fini pijesak sa vise od 50% cestica veli¢ine izmedu 50 1 200 um.



Kao vodeni medij koriStena je rekonstruirana voda (Rombke i1 Knacker, 1989)
napravljena otapanjem 222 mg CaClz, 123 mg MgSOs - 7 H20, 65 mg NaHCO31 5.8 KCLu 1
L destilirane vode pH vrijednosti 7.7. Za ekstrakt tla je koriSteno tlo bogato organskom tvari, a
priprema ekstrakta je radena prema literaturi (Van der Ploeg i sur., 2010) s tim da tlo nakon
mijeSanja sa destiliranom vodom nije filtrirano kako bi se dobio ekstrakt, nego centrifugirano
10 minuta na 5 000 G. pH vrijednost tla je podeSena na 6.4.

U prvom eksperimentu koriStene su dvije koncentracije titanijevog i cinkovog oksida.
Za TiO2: 1000 mg/kg 1 2000 mg/kg za umjetno tlo te 100 mg/L 1 200 mg/L za ekstrakt tla i
rekonstuiranu vodu. Za ZnO su koriStene koncentracije od 500 mg/kg i1 750 mg/kg za umjetno
tlo te 50 mg/L 1 75 mg/L za akvati¢ne testove. Nanocestice i ne nano oblici oksida su u
umjetnom tlu pomijesani, a u vodenim otopinama disperzirani pomocu ultrasoni¢ne kupelji.

U drugom dijelu eksperimenta koristene su Cetiri koncentracije, takoder jednake za nano
1 ne nano oblike tvari. Za TiO; su koriStene koncentracije od 100, 1000, 2000 i 3000 mg/kg
(umjetno tlo), 100, 200, 400 i 600 mg/L (rekonstruirana voda) i 0.08, 0.4, 2 1 10 mg/L (ekstrakt
tla). Koristene koncentracije za ZnO su bile 100, 500, 750 i 1500 mg/kg (umjetno tlo), 0.08,
0.4, 2110 mg/L (rekonstruirana voda) 1 0.04, 0.2, 1 1 5 mg/L (ekstrakt tla) (Tablica 1).

Tablica 1 - Koncentracije nano i ne nano oblika metalnih oksida za izlaganje u umjetnom tlu, rekonstruiranoj vodi i ekstraktu
tla

Umjetno tlo Rekonstruirana voda Ekstrakt tla
[mg/kg] [mg/L] [mg/L]
TiO, Zn0 TiO, Zn0O TiO, Zn0O
c1 100 100 100 0.08 0.08 0.04
Cc2 1000 500 200 0.4 0.4 0.2
c3 2000 750 400 2 2
(o} 3000 1500 600 10 10

Prilikom postavke eksperimenata odabrano je po petnaest odraslih jedinki E. albidus sa
razvijenim klitelumom koje su stavljene u staklene bocice sa poklopcem koje su sadrzavale 23
gumjetnog tla ili 23 mL vodene otopine (ekstrakt tla i rekonstruirana voda) (Slika 2). Koristeno
je sedam replika po koncentraciji, a izlaganje je trajalo 72h na 20°C. Na kraju izlaganja, jedinke
iz svake replike su izvagane i homogenizirane u K-fosfatnom puferu te cuvane na -80°C za

daljnju analizu.
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Slika 2 - Tri razlicita nacina izlaganja vrste E. albidus nanocesticama; a) rekonstruirana voda; b) ekstrakt tla i ¢) umjetno
tlo.

2.3 Biokemijske analize

Krajnje toCke eksperimenta bili su biokemijski markeri katalaza (CAT),
acetilkolinesteraza (AChE), glutation-S-transferaza (GST) i metalotioneini (MT). Katalaza je
enzim koji se pronalazi u gotovo svim organizmima gdje igra vaznu ulogu u zastiti stanica od
oksidativnog stresa, tj. reaktivnih kisikovih vrsta koje nastaju u stanici koja je izlozena stresu
kao $to su toksikanti. Katalizira razgradnju vodikovog peroksida na vodu i kisik, a njegova
dekompozicija se mjeri spektrofotometrijski (Clairborne, 1985)

Acetilkolinesteraza predstavlja primarnu kolinesterazu u oranizmima i inhibirana je
raznim zagadivacima kao Sto su pesticidi 1 nanocestice. Katalizira razgradnju neurotransmitera
acetilkolina (i drugih kolinskih estera) na acetat i kolin (George i sur., 1961)

Toksini se u stanici mogu vezati na glutation-S-transferazu koja u tom sluc¢aju moze
sluziti kao transportni protein. Samim time je jedan od mjerenih biomarkera nakon izlaganja
organizama Stetnim tvarima. Ovaj enzim katalizira konjugaciju reduciranog oblika glutationa u
svhru detoksifikacije stanice (Habig i sur., 1974).

Metali u stanicama se vezu na proteine lokalizirane u membrani Golgijev-a aparata,

metalotioneine koji imaju sposobnost vezanja istih zbog svoje tiolne skupine cisteinskih
4



ostataka. Samim time sluze kao pogodni biomarkeri za mjerenje akumulacije metala u stanici
(Linde, 2006) koji se tu mogu naci iz nanocestica, kao Sto su nanocestice ZnO, ili iz pesticida
koji u sebi sadrze metale.

Koli¢ina proteina je odredena metodom po Lowry-u (Lowry 1 sur., 1951).

2.4 Statisticka analiza

Obrada podataka je uradena pomocu statistickog softvera R 3.4.0 (R Core Team, 2017)
Najprije je provjerena normalnost koriste¢i Shapiro-Wilks test te homogenost varijance
pomocu Levene-ovog testa. Kako su podaci normalno distribuirani, uzorci tretirani
nanocesticama su usporedeni sa kontrolom i medusobno koriste¢i jednofaktorsku analizu

varijance. Za odredivanje znacCajnih razlika je koriSten Tukey-ov test (p<0.05).

3. Rezultati

Preliminarni eksperiment sa dvije koncentracije pokazao je 100% mortalitet na obje
koncentracije i kod oba metalna oksida u akvati¢nom nacinu izlaganja sa ekstraktom tla. Visoka
stopa mortaliteta je uoCena i1 nakon izlaganja ZnO u testu s rekonstruiranom vodom. U testu s
umjetnim tlom sve su jedinke prezivjele.

Nakon preliminarnog testa, u drugome su odabrane druge, prikladnije koncentracije,
uzimajuci u obzir stopu mortaliteta iz prethodnog dijela rada. Sukladno tome, odabrane su
najvise koncentracije sa umjetno tlo te najmanje za ekstrakt tla. Odgovarajuc¢i podacima iz
proslog eksperimenta, ponovno nije bilo mortaliteta u testu sa umjetnim tlo, no u testu s
rekonstruiranom vodom mortalitet enhitreida izloZzenih nano i ne nano obliku ZnO bio je gotovo
100%. Sto se ti¢e TiO,, visa stopa mortaliteta je uoena na najvisim koncentracijama nano
oblika u tlu; najvisa koncentracija ne nano oblika je pokazala 100% mortalitet, te neSto manji u
ostalim. U akvaticnom testu s ekstraktom tla gdje su primjenjene najnize koncentracije, jedinke
su ugibale nakon izlaganja nano ZnO u najvi$oj koncentraciji te gotovo u svim koncentracijama
ne nano oblika. Nakon izlaganja nano TiO2 sve jedinke u ekstraktu tla su prezivjele, a jedinke
izlagane ne nano obliku su pokazale zanemarivu stopu mortaliteta.

Aktivnost mjerenih biomarkera u prvom eksperimentu je bila nejednolika. U drugom
eksperimentu odgovori enzimskih aktivnosti bili su razli¢iti izmedu ne nano i nano oblika TiO2
1 ZnO. Takoder, aktivnosti biomarkera mjerenih nakon izlaganja u rekonstruiranoj vodi su se
razlikovali od onih u umjetnom tlu i ekstraktu tla, kao i generalno izmedu izlaganja u umjetnom

tlu 1 vodenim otopinama. (Slika 3).
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4. Rasprava
4.1 IzloZzenost nanocCesticama

S ciljem istrazivanja osjetljivosti enhitreida na toksikante u razliitim medijima,
eksperimenti su provedeni u dva sustava — akvatickom 1 terestrickom. Kao terestricki sustav
koristeno je umjetno tlo, a kao akvaticni sustav ekstrakt tla i rekonstruirana voda. Testovi
toksi¢nosti na enhitreidama u umjetnom tlu poceli su se provoditi sredinom devedesetih godina
proslog stoljeca kako bi se mjerila bioakumulacija toksi¢nih tvari (OECD, 1996). Eksperimenti
radeni sa insekticidima i fungicidima na enihtreidama radeni su po pravilniku opisanom od
strane OECD (Amorim i sur., 2002; Bruns i sur., 2002), no niti u jednom slucaju nisu mjereni
biomarkeri izloZenosti toksi¢nim tvarima. Istrazivanja na enhitreidama nisu radena samo u tlu,
nego i u vodi (Rombke i Knacker, 1989; Achazi i sur., 1995). Krajnja tocka mjerenja je
uobicajeno mortalitet, ali mogu se myjeriti patoloSke promjene kao i biomarkeri izlozenosti
toksi¢nim tvarima nakon vremena izlaganja. (Rombke i Knacker, 1989; Sutekova, 2007).
Prednosti testa su jednostavni dizajn i1 kratko trajanje (96 h), ali je uoceno da tvar u vodi za
enhitreide moze biti i do 600 puta toksi¢nija nego u tlu (Rombke 1 Knacker, 1989).

Najcesce koristeni test toksi¢nosti za enhitreide, s umjetnim tlom kao medijem, u ovom
slu¢aju nakon izlaganja TiOz 1 ZnO nije pokazao visok mortalitet neovisno o obliku oksida. U
akvati¢nim sustavima je mortalitet izraZen, s varijacijama ovisno o koncentraciji tvari u otopini.
Ovakav rezultat se moze objasniti ¢injenicom da organizmi u tlu sporije upijaju Cestice
toksikanata s obzirom da ih unose u organizam hranom, zajedno sa ¢esticama tla. U vodenim
otopinama enhitreide, osim hranom, toksikante unose u organizam i preko kutikule. Takoder, u
otopinama se s vremenom tvari istaloZze na dnu i samim time postaju dostupnije enhitreidama
koje su u akvaticnim testovima manje pokretne nego u tlu i ve¢inom se nalaze na dnu staklene
bocice gdje se taloze 1 nanocCestice ili ne nano oblici testiranih oksida.

Aktivnosti analiziranih biomarkera nisu pokazali jednolike rezultate u ova dva
eksperimenta. Takoder, isti se razlikuju u organizmima izlaganim u umjetnom tlu i ekstraktu
tla te u rekonstruiranoj vodi. Aktivnost AChE, CAT, GST 1 sadrzaj MT u organizmima
izlaganim u umjetnom tlu pada sa povecanjem koncentracije nanocestica, ali 1 ne nano oblika.
U usporedbi dvaju oblika oksida, aktivnosti istih su podjednake, osim sadrzaja metalotioneina
koji je ve¢i u slucaju izlaganja nanoCesticama. Isti slucaj, sa manjim varijacijama, je i kod
akvati¢nog testa sa ekstraktom tla, mada se sadrzaj metalotioneina, nakon poc¢etnog povecanja,
smanjuje, Sto moze bit posljedica povecane razine H>O>. U ovom slucaju vise razine H,O>
uzrokuju oksidaciju MT 1 zajedno sa oslobadanjem metalnih iona dolazi do degradacije MT te
se njihova koncentracija smanjuje (Bertrand i sur., 2016). Drugo objasnjenje za smanjeni
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sadrzaj MT je da se metali u enhitreidama ne vezu prvenstveno na metalotioneine nego na
protein CRP koji ima istu funkciju, ali je enhitreidama primarni transportni protein za metale
(Tschuschke i sur., 2002). S obzirom da se aktivnosti biomarkera kod organizama izlaganih u
rekonstruiranoj vodi znatno razlikuju, smatra se da pH vode, kao 1 promjena pH uzrokovana
dodatkom metalnih oksida dovodi to ovakvih rezultata. (Gomes i sur., 2015). Organizmi
izlagani nanocesticama u rekonstruiranoj vodi pokazuju povecane aktivnosti svih mjerenih
enzima proporcionalno s povecanjem koncentracije istih, dok je kod izlaganja ne nano obliku
oksida situacija suprotna — aktivnosti se smanjuju.

Rezultati eksperimenta su takoder pokazali da su nanocestice Zn, kao 1 njegovi ne nano
oblici, toksi¢niji od Ti, $to se poklapa sa prijaSnjim istrazivanjima na gujavicama (Cafias i sur.,
2011). Povecéana toksi¢nost od strane Zn je rezultat solubiliziranih iona Zn (Liu i sur.,2016).
lako se u mnogim istraZzivanjima pokazalo da su nanocestice metalnih oksida toksi¢nije od
njihovih ne nano oblika, ovdje to nije slucaj. Iako su otopljeni ioni cinka iz oba oblika oksida
toksi¢ni organizmima, agregacija i sedimentacija nano oblika reducira toksi¢nost istih (Yu 1
sur., 2011)

Veca toksicnost ZnO od TiO; utvrdena u ovim eksperimentima potvruduje ostala
istrazivanja o utjecajima ovih oksida na akvati¢ne i terestricke organizme. Heinlaan i suradnici
(2008) su istrazivali utjecaje nano Ti i Zn oksida na bakterije i dvije vrste rakova (Daphnia
magna, Thamnocephalus platyurus) te utvrdili da TiOz nije bio toksi¢an prema niti jednoj vrsti,
dok je ZnO inhibirao rast bakterija. ZnO i1 TiO2 su inhibirali rast mikroalga, ali je ZnO rezultirao
veéom toksi¢noséu zbog slobodnih Zn?* iona (Arujoa i sur., 2009). Kod gujavica kao §to je
vrsta Eisenia fetida, s kojom se provodi vecina testova toksicnosti, ZnO izaziva oksidativni
stres, inhibira stani¢nu aktivnost te uzrokuje oste¢enja mitohondrija (Hu i sur., 2010). Manja
toksi¢nost TiO: u terestrickim ekosustavima moze se objasniti nemoguénosc¢u prolaska nano Ti

kroz membrane unutar organizma gujavica, pa tako i enhireida (Lapied i sur., 2011).

4.2 1zlozenost pesticidima

Pesticidi se redovno koriste u poljoprivredi diljem svijeta, a njihov utjecaj na
bioraznolikost 1 organizme terestriCkih, ali 1 ostalih ekosustava, izaziva zabrinutost te se
kontinuirano istrazuje s ciljem kontrole uporabe istih. Pesticidi mogu imati Stetan utjecaj na
organizme izravno utjecuc¢i na gensku ekspresiju, ponasanje, reprodukciju, ili neposredno
mijenjajuci odnose izmedu jedinki 1 populacija. S obzirom da enhitreide imaju vaznu ulogu u

ekosustavima i Cinjenicu da su osjetljivije na zagadenja u odnosu na druge organizme. lako se



zna da su prikladni indikatorski organizmi, broj radova o utjecajima pesticida na enhitreide je
malobrojan.

S obzirom da enhitreide bjeze od nepovoljnih uvjeta u okolisu, takvo njihovo ponasanje
moze se koristiti kao krajnja tocka eksperimentalnih testova. Takav test (engl. Avoidance test)
razvijen je prije 20 godina i do danas je standardiziran (OECD, 2008). Ovakvi eksperimenti su
pokazali da enhitreide nisu osjetljivije na karbendazim u ovom testu u odnosu na kroni¢ne
testove (Amorim i sur., 2005) Eksperimenti su ponavljani sa razli¢itim umjetnim tlima gdje se
mijenjala koncentracija gline ili pH vrijednost. Osjetljivost je i1 dalje ostala niska, a rezultati
vrlo varijabilni (Amorim 1 sur., 2008). Takoder, nije pokazana nikakva povezanost izmedu
izbjegavanja toksikanata i ekoloski vaznijih krajnjih to¢aka mjerenja kao $to je reprodukcija
(Novais 1 sur., 2010).

Standardizirani laboratorijski reproduktivni testovi na enhitreidama postoje duze vremena
1 koriste se u procjeni toksicnosti pesticida (OECD, 2004). Za razliku od populacije, utjecaj
pesticida na jedinke na molekularnoj i stani¢noj razini je slabo istrazen. Koriste¢i mikro¢ipove
modificirane za E. albidus istrazen je utjecaj organopesticida u usporedbi sa metalima. Na
reprodukciju su Stetni utjecaj imali pesticidi, dok su lipidni metaboli¢ki procesi bili pod
utjecajem metala (Novais 1 sur.,, 2012). Na razini genske ekspresije su istrzeni 1 utjecaji
dimetoata, atrazina i karbendazima koji su proporcionalno s koncentracijom mijenjali
ekspresiju gena. S obzirom da postoji sekvencirani genom E. albidus, istrazivanja na razini
genske ekspresije imaju visok potencijal u odredivanja Stetnosti toksikanata.

Pesticidi, kao 1 nanocestice, uzrokuju oksidativni stres stvaraju¢i slobodne radikale. Svi
organizmi imaju zastitu na stani¢noj razini od kisikovih slobodnih vrsta, kao $to su vitamini i
enzimi (AChE, CAT, GST). Nakon izlaganja fenmedifamu (komercijalno Betanal) vrsta E.
albidus je pokazala povecane razine tiobarbiturne kiseline (TBARS), povecane aktivnosti CAT,
glutation peroksidaze (GPx) te smanjenu aktivnost GST 1 ChE (Howcroft i sur., 2009, 2011).
Osim biomarkera, razvijen je i standardni bioakumulacijski test za enhitreide. U usporedbi s

testom s gujavicama on je kraéi te je za njegovo provodenje potrebno manje prostora.



5. Zakljucak

Vrsta E. albidus kao indikatorski organizam u tlu je pogodna za istrazivanja toksi¢nosti
nanoCestica 1 pesticida u raznim medijima. Osimizlaganja s umjetnim tlom, rezultati

istrazivanja pokazuju da su ekstrakt tla i rekonstruirana voda kao mediji pogodni za

.....

Cestica na dno i izravne izloZenosti kutikule enihtreida toksikantima.

Unato¢ generalnom misljenju da su nanocestice metalnih oksida toksi¢nije od njihovih ne
nano oblika, eksperimentalni dio ovog rada, kao i1 druga istrazivanja, dokazuju da unato¢
Stetnom djelovanju nanocestica na organizme, ne nano oblici izazivaju vecu toksi¢nost na
stani¢noj razini. S obzirom na nejednolike rezultate u vidu aktivnosti enzima, obradeni testovi
toksi¢nosti se trebaju prilagoditi i usavrSiti te se trebaju obraditi i dodatna mjerenja koja
detaljnije pokazuju utjecaj nanocestica 1 pesticida na enhitreide, kao Sto su tiobarbiturna kiselina
(TBARS), superoksid dismutaza (SOD) i glutation peroksidaza (GSx).

Tijekom zadnjih nekoliko godina povecan je interes za razumijevanjem utjecaja kemikalija
na enhitreide zbog njihove osjetljivosti. S obzirom na napredak tehnologije 1 poznavanje
genoma vrste E. albidus, danas je moguce odrediti biokemijske osnove osjetljivosti enhitreida
na toksikante u okoliSu. Iako je reprodukcija jedna od najceS¢e koriStenih krajnjih tocaka
izlaganja pesticidima, biokemijski markeri pruzaju uvid u promjene na fizioloSkoj razini
organizma i time daju detaljnije razumijevanje o mehanizmima toksi¢nosti pesticida i sukladno
tome je potrebno proSiriti istrazivanja o utjecaju pesticida na enhitreide. S obzirom da
nanocestice smanjuju svoju toksi¢nost u akvaticnim ekosustavima, bilo bi poZeljno istraziti

kombinirani utjecaj nanoCestica i pesticida na enhitreide.
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