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Rezumat
In lucrare sunt prezentate rezultatele cercetarii reactiei culturii de laborator Paramecium
caudatum Ehrenberg, 1838 la actiunea compusilor CMG-42 si CMG-33 in diferite
concentratii 100, 10, 1, 0,1, 0,01 uM/L. A fost studiata sensibilitatea culturii de laborator
P. caudatum la actiunea substantelor coordinative si posibilitatea de adaptare a acesteia
la diferite concentratii. Toxicitatea a fost evaluata prin testarea parametrilor reproductivi
si compararea lor cu martorul. A fost calculatd dinamica, statistic semnificativa, dintre
procesul de adaptabilitate si toxicitatea ciliatelor Paramecium caudatum la diferite
concentratii. in final, au fost determinate concentratiile optime ale unor substante si ale
celor care au o influenta toxica asupra viabilitatii organismelor unicelulare.
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Introducere

In prezent, metodele de baza, cu ajutorul cirora se apreciaza conditiile ecologice
in bazinele de apa, continua sa fie cele fizico-chimice. Totodata, pe langa metodele
analitice, se aplica pe scara tot mai largd metoda de testare biologica, care permite sa se
determine relatia dintre conditiile de mediu si reactia organismelor vii [8, 17]. Cea mai
eficienta este metoda bioindicatorilor care permite sa se studieze actiunea poluantilor
asupra organismelor vegetale si animale [12, 13]. Dat fiind faptul ca unui biotop natural
ii corespunde un grup specific de organisme, dereglarile intervenite in parametrii de
calitate ai compozitiei ecosistemului conduc la restructurarea componentei specifice
si a caracteristicilor de calitate ale comunitatii [6]. In cele din urma, asemenea altor
functii, comportamentul reprezintd o reactie adaptivd a organismului la conditiile
variabile ale mediului §i este orientat spre asigurarea functionarii normale a acestuia
[5]. Studiul proceselor biologice are o deosebitd importantd practica, deoarece
acestea determind atat calitatea apei, cat si eficientizarea productivitatii secundare a
ecosistemelor acvatice [1, 2].

In calitate de test-obiect se folosesc organisme care sunt raspandite in natura,
participa la procesul de epurare a apei si au un ciclu scurt de viata, fapt care permite
urmarirea actiunii factorilor daunatori asupra urmasilor. Aceste conditii sunt satisfacute
de infuzorii. Aceasta alegere este argumentata, in primul rand, prin faptul ca infuzoriile
reprezintd indicatorii de baza ai apelor poluante; in al doilea rand, infuzoriile se
deosebesc printr-o sensibilitate inaltd la toxicitatea apei si, in al treilea rand, ele sunt
relativ accesibile pentru cercetari naturale si experiente de laborator [14]. Biotestarea,
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cu utilizarea infuzoriei Paramecium caudatum, poate servi ca o eficientd metoda
ecologico-analitica de control a bazinelor in combinatie cu metodele chimiei analitice
[15]. Ca obiecte de cercetare, infuzoriile sunt foarte comode, ele fiind comparabile
cu cele mai complexe si specializate celule, in care au loc procese caracteristice doar
tesuturilor si organelor pluricelulare [19]. Totodatd, spre deosebire de animalele
metazoare, ciliatele se reproduc destul de rapid, ele fiind cele mai convenabile obiecte
pentru studiul particularitatilor populationale ale unei specii, inclusiv pentru clasificarea
multor altor probleme ecologice in care factorul timpului joaca un rol decisiv [7].
caudatum la actiunea substantelor de natura organica si posibilitatea lor de adaptare la
diferite concentratii. Toxicitatea a fost evaluata prin testarea parametrilor reproductivi,
comparativ cu martorul si evaluarea ratei de reproducere si adaptabilitatea P.caudatum
in diferite concentratii.
Materiale si metode de cercetare

A fost studiatd sensibilitatea infuzoriei Paramecium caudatum la actiunea
substantelor CMG-42 si CMG-33 cu concentratiile de 100, 10, 1, 0,1, 0,01 uM/L,
in comparatie cu martorul pe durata a 10 zile. Cercetdrile au fost efectuate asupra
populatiei clonale de infuzorii Paramecium caudatum. Infuzoriile erau intretinute
intr-un mediu organic, bazat pe drojdii de panificatie (masa uscatd) Saccharomyces
cerevisiae (1g drojdie/1 apd) [3], conform metodei de cultivare neintrerupta [11], la
temperatura de 30°— 31°C. Probele erau mentinute in termostat. Pe toatd perioada
de cercetare infuzoriile nu erau hranite. Compusii coordinativi au fost pregatiti si
oferiti pentru cercetarile respective de catre Dnl Academician Gulea A. (Facultatea
de Chimie si Tehnologie Chimica, Director Departamentului Chimie al Universitatii
de Stat din Moldova).

Cultura-start a fost pregatita prin selectarea cu ajutorul unui microcapilar a indivizilor
de paramecii si transferarea acestora in microcosme cu solutie nutritiva. Dupa cateva
zile de reproducere intensiva, cand densitatea P. caudatum era mare, cateva celule-
fiice erau separate si introduse in microacvarii cu solutie nutritivd proaspata, ce se
mentinea la aceeasi temperaturd pana la obtinerea unei culturi dense. Aceastd cultura
a fost folosita in calitate de material primar pentru cercetarile experimentale. In retorte
au fost introduse solutii cu concentratiile de 100, 10, 1, 0,1, 0,01 uM/L in raport cu
martorul. Indivizii au fost inoculati in fiole, in cate 100 ml la fiecare concentratie, in
care, in prealabil s-a repartizat cate 1 ml solutie nutritiva cu concentratiile respective.
Fiolele au fost amplasate in termostat la temperatura de 30°— 31°C. Productivitatea
specifica a infuzoriilor a fost determinata dupa viteza dividerii lor [18]. Evaluarea
cantitativa a probelor se efectua zilnic. Aceastd metoda a fost folositd pentru prima
data de catre E. Maupas (1889) [4] pentru a determina ritmul de dividere in functie de
hrana si temperatura.

Rezultate si discutii

O atentie speciald s-a acordat cercetarilor care furnizeaza informatii despre nivelul
de toxicitate al unor compusi chimici si influenta acestora asupra potentialului de
crestere a populatiilor de ciliate, contribuind la stabilirea dozelor stimulatorii si toxice.
In prima serie de experimente a fost cercetata influenta substantelor CMG-42 si CMG-
33 cu concentratiile de 100, 10, 1, 0,1, 0,01 uM/L, o proba fiind control. Pe parcursul
acestei perioade fiolele erau plasate in termostat, la temperatura de 30°— 31°C, cu
iluminare permanenta.
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S-a constatat cd pe intreaga durata de cercetare, sub influenta preparatului CMG-
42, cu concentratiile de 100 uM/L, efectivul numeric are valori eliminatorii chiar din
primele zile de cultivare (Fig. 1).
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Figura 1. Variatia efectivului numeric (Nt) al P. caudatum in functie de conditiile
trofice (CMG-42).

La concentratia de 10 uM/L, in primele zile de prelucrare a probelor, se observa
o tendinta de crestere nesemnificativa a Nt cu o scadere brusca a acestui indice in cea
de-a 4-a i a 6-a zi.

Sub actiunea preparatului CMG-42 la concentratii 1-0,01 efectivul numeric este
mai mic si variaza de la 21 (1-a zi) pana la 278 (a 8-a zi) la adaugarea a 0,01 uM/L, si
de la 17 pana la 256 (a 8-a zi) la adaosul de 0,1 mg/l, in lotul de control valorile fiind
cuprinse intre 31 (1-a zi) si 851 (a 7-a zi).

Asadar, preparatul CMG-42 a provocat diminuarea efectivului numeric al
Paramecium caudatum.

In continuare, au fost intreprinse cercetiri de punere in evidentd a efectului
compusului coordinativ CMG-33 (Fig.2).

S-a constatat ca pe Intreaga duratd de cercetare, sub influenta preparatului CMG-
33, cu concentratiile de 100 si 10 uM/L, efectivul numeric are valori eliminatorii chiar
din primele zile de cultivare. In urma testarii preparatului CMG-33 s-a constatat cd pe
intreaga durata de cercetare Nt a manifestat o tendintad de crestere inca din primele zile
la doza de 1-0,01 uM/L. Astfel, la concentratia de 0,01 uM/1, acest indice a fost cel mai
inalt (cu 429,8 si 446,4) la a 3-ea si a 7-ea zi. La concentratia de 0,1 uM/L, efectivul
numeric este in mica crestere fatd de concentratia 0,01 uM/L, valorile efectivului
numeric sunt cuprinse intre 435 (a 3-ea zi) si 407,9 (a 7-ea zi). La concentratia de 1
uM/L valorile Nt sunt de 306 (a 3-ca zi) si 421,9 (a 7-ea zi), pe cand valorile martorului
depasesc cu mult valorile sus mentionate, 1567,8 (a 3-ea zi) si 851,8 (a 7-ea zi).

Astfel de tendinta persista si la concentratia de 1 uM/L, cu valori nesemnificative,
fata de lotul martor. Concentratiile mari, de 100-10 uM/L, ale preparatului CMG-33
au determinat o actiune toxica (cu pieirea indivizilor) asupra clonului de laborator
incepand cu primele zile de prelucrare a probelor experimentale.

111



Buletinul ASM. Stiintele vietii. Nr. 3(330) 2016 Zoologia

CMG -33

1800,0

1600,0 ® Martor
__ 14000
=
£ 12000 W 100 uM/L
o
=
E 1000,0 10 um/L
2 8000
% 600,0 i E1luM/L
& 4000 I = 0,1uM/L

200,0 i
0,0 1= I J u 0,01 uM/L
1zi 2zi 3zi 4 17i 5zi 6zi 7zi 81zi
t (zile)

Figura 2. Variatia efectivului numeric (Nt) al P. caudatum in functie de conditiile
trofice (CMG-33).

Rezultatele experimentale au demonstrat, cd compusii coordinativi (CMG-42 si
CMG-33) testati pe ciliate, manifesta a actiune toxica asupra parametrilor cantitativi si
reproductivi ai parameciului la toate dozele administrare.

In acelasi timp, rezultatele obtinute sub actiunea preparatului CMG-33 ne permit
sd constatam ca valori minime ale Cw au fost inregistrate la concentratii de 0,01-1
uM/L, cu o crestere lenta spre sfarsitul experientei fatd de proba control. Asadar,
preparatele CMG-42 si CMG — 33 au provocat diminuarea efectivului numeric al
Paramecium caudatum.

O metoda suplimentara include determinarea parametrilor toxicologici LT50 si
LC50, inclusiv calcularea ratei de diviziune a infuzoriilor.

Pentru aprecierea rezultatelor, conform metodei neintrerupte, in cadrul
experimentului se Inregistreaza indivizii pieriti, se evidentiaza schimbarile morfologice
si comportamentul infuzoriilor. Pentru calcularea procentajului letal al ciliatelor se
propune determinarea parametrilor LT50 si LC50.

LT50 - reprezintda media timpului de supravietuire a 50% din indivizi in dependenta
de concentratii (Timpul Letal).

LC50 — reprezintd media concentratiei letale, care provoacd moartea 50% a
infuzoriilor in decurs de 8 zile (Concentratia Letald).

Metoda este bazatd pe determinarea reactiei infuzoriilor la adaosul in mediul
nutritiv a substantelor toxice. Criteriul de actiune toxicd a substantelor este
apreciat dupa criteriul de supravietuire, reproducere si schimbarea densitafii
indivizilor din cultura.

Totodata, aprecierea toxicitatii se realizeaza dupa actiunea de inhibitie a substantelor
CMG-42 si CMG-33 utilizate asupra parametrului de supravietuire a infuzoriilor.

Prelucrarea rezultatelor biotestarii actiunii toxice asupra culturii de laborator
Paramecium caudatum a fost realizata cu ajutorul programului GraphPad.

Reactia infuzoriilor la toxicitatea preparatelor a fost determinata doar pentru datele
obtinte in primele zile a experimentelor.

Indicele toxicitatii a constituit calcularea cu exactitate a diminuarii
cantitatii de protozoare (supravietuirea (%)) sub actiunea compusilor testai in
comparatie cu martorul.
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Figura 3. Dinamica cresterii populatiei Paramecium caudatum, la actiunea
compusului CMG-42, in diferite concentratii.

In baza datelor obtinute, se poate conchide ci, LT50 la concentratia 100
si 10 uM/L < 1 zi. LT50, la concentratia de 1 uM/L este egala in cea de a 7-ea zi,
iar la concentratiile de 0,1-0,01 uM/L, LT50 este egal in cea de a 6-a zi, fata de
lotul martor (Fig. 3).

In ceea ce priveste indicele LC50, in prima zi de prelucrare este egal cu 0,049
uM/L. LC50 incepand de la ziua a 2—a pana la cea de a 6—ea zi < 0,01 uM/L.
In cea de a 7-ea zi LC50 este egald cu 1,01 uM/L, iar in ziua a 8-a LC50 este egal
cu 1,2 uM/L (Fig. 4).
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Figura 4. Inhibarea viabilititii culturii de P.caudatum la actiunea substantei
coordinative CMG-42.

Conform rezultatelor prelucrate LT50 < 1 zi pentru concentratia 100 si 10 uM/L.
La concentratia de 1 uM/L, LT50 =7 zi, iar la concentratia de 0,1 uM/L, LT50 este egal
in a 2-a si a 7-ea zi (Fig. 5).

In ceea ce priveste indicele LC50, in prima zi este egald 0,18 uM/L. Incepand cu
ziua a 2-a pani la a 6-ea zi LC50 < 0,01 uM/L. in ziua a 7-ea LC50 este egal cu 0,56
uM/L, iar in ziua a 8-a LC50 = 1,34 uM/L (Fig. 6).
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Figura 5. Dinamica cresterii populatiei Paramecium caudatum, la actiunea
compusului CMG-33, in diferite concentratii.
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Figura 6. Inhibarea viabilititii culturii de P.caudatum la actiunea substantei
coordinative CMG-33.

Analizand rezultatele obtinute, putem mentiona ca preparatele CMG-42 si CMG-
33 nu pot fi utilizate ca factori de reglare a efectivului numeric si a ratei de reproducere
asupra culturii de P. caudatum. Cercetdrile efectuate cu utilizarea substantelor
coordinative, ne permit sa conchidem, ca nu s-a inregistrat o eficacitate inalta la nici o
concentratie.

Concluzii

In baza rezultatelor obtinute, se poate afirma ci preparatele testate la diferite
concentratii nu stimuleaza capacitatea de reproducere in cultura de laborator P.
caudatum. A fost demonstrat nivelul inalt de toxicitate al acestor compusi chimici sub
actiunea unor doze mari de 100, 10 uM/I.

Obiectul test P.caudatm manifesta o sensibilitate nalta, dar totodata si o rezistenta
inalta fata de concentratiile mici administrate 0,1-0,01 uM/L.

Lucrarea a fost realizati in cadrul proiectului institutional 15.817.02.25F.
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