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In articol este studiata influenta unor grupuri de substante metaloorganice asupra microorganismelor acvatice. Este
utilizatd metoda de biotestare toxicologicd a compusilor coordinativi CMT-28 si CMA-18 asupra ciliatelor Paramecium
caudatum Ehrnbg, 1n concentratii de 100, 10, 1, 0,1, 0,01 uM/L, comparativ cu prototipul. Metoda de biotestare ne permite
sa formulam rapid concluzii in plan comparat, evitand riscul unei erori Inalte.

Proprietatile compusilor metaloorganici au fost cercetate prin metoda diluarilor in serie, in mediul nutritiv lichid (1 g
solutie nutritivd/1 1 ap). in calitate de culturi de referinti au fost folosite ciliatele Paramecium caudatm.

Infuzoriile, ca obiecte de cercetare, sunt foarte comode, se reproduc destul de rapid, fiind cele mai convenabile test-
obiecte pentru investigatii in conditii de laborator, in care factorul timp joaca un rol decesiv, inclusiv pentru elucidarea impac-
tului unor factori abiotici (substantelor metaloorganice) asupra procesului de reproducere asexuata la Paramecium caudatum.

Activitatea substantelor a fost evaluata dupa caracterul toxicitatii preparatelor (LTso si LCsp), iar activitatea ciliatelor
a fost studiatd dupa caracterul viabilitatii si parametrii reproductivi (cresterea sau diminuarea efectivului numeric si a
ratei lor de reproducere).

Toxicitatea acuta (LTsy si LCso) a compusilor a fost cercetatd conform recomandarilor metodice privind studierea
toxicitatii generale a remediilor farmaceutice.

LCs, (concentratia letald, 50%) — concentratia care cauzeaza moartea a 50% din test-organisme intr-o anumita
perioada de timp.

LTso (timpul letal, 50%) — timpul in care concentratia utilizatd a compusului testat cauzeaza moartea a 50% din
organismele testate.

Cuvinte-cheie: Paramecium caudatum, ciliate, compusi coordinativi, reproducere, toxicitate, efectiv numeric, ratd
de reproducere, concentratie letald, timp letal.

THE BIOASSAY AND ESTIMATION OF THE TOXICITY OF METALLOORGANIC COMPOUNDS

IMPACTING THE POPULATION OF PARAMECIUM CAUDATUM

This work will focus on the study of groups of metalloorganic substances on aquatic organisms. Toxicological
testing method of coordination compounds CMT-28 and CMA-18 is used on Paramecium caudatum Ehrnbg ciliates, at
concentrations of 100, 10, 1, 0,1, 0,01 uM/L, compared to the prototype. Bioassay method allows us to develop fast and
comparative conclusions, avoiding a high risk of errors.

The investigation of metalloorganic compounds was performed by the method of serial dilutions in the liquid nutrient
medium (1 g nutrient solution / 11 water). As a reference cultures were used ciliates Paramecium caudatum.

Infusorians, as objects of research are very comfortable, they reproduce quickly enough, being the most convenient
test-objects for study in the laboratory conditions, because of time factor which plays a decisive role and also is more
simple to elucidate the impact of abiotic factors (metalloorganic substances) on the process of asexual reproduction of
Paramecium caudatum.

The activity of substances was evaluated according to the character of the toxicity of the preparations (LTsy and LCs),
while the activity of ciliates was studied according to the character of viability and reproductive parameters (increasing
or decreasing of numbers and their reproductive rate).

The acute toxicity study (LCsy and LTsg) of the compounds was performed according to the methodical recommendations
on overall toxicity of pharmaceutical remedies.

LCs (lethal concentration, 50%) — concentration which causes death of 50% of test-organisms in a given period of time.

LTsg (lethal time, 50%) — time, during which the used concentration of the test compound causes the death of 50% of
the test organisms.

Keywords: Paramecium caudatum, ciliates, coordination compounds, reproduction, toxicity, numbers, reproduction
rate, lethal concentration, lethal time.

Introducere

La momentul actual infuzoriile prezinta unul dintre cele mai importante obiecte in biotehnologie. Ele pot
fi utilizate in calitate de obiecte biotestabile in laboratoarele ecologice si toxicologice; in afara de aceasta,
cultura de infuzorii poate servi ca hrana de baza pentru puietii de pesti si este o sursa de proteine animale [1].
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si dezvoltarii ultrastructurii celulare, in particular — aparatului ciliar, ele sunt 1n stare s reactioneze la orice
schimbare a mediului extern. In randul acestor reactii se inscrie actiunea compusilor chimici s.a. [2].

Din acest considerent, cercetarea evolutiei si influentei acestor substante asupra grupelor dominante de
hidrobionti are o importanta incontestabila in solutionarea problemelor ce tin de determinarea toxicitatii unor
compusi metaloorganici [3,4].

Asadar, scopul cercetdrilor noastre a fost de a determina influenta preparatelor coordinative asupra prin-
cipalilor indici reproductivi (viabilitatea, efectivul numeric si rata de reproducere) ai organismelor monocelulare,
precum evaluarea concentratiei si a timpului letal al compusilor metaloorganici utilizati.

Diversitatea indivizilor asigura populatiei capacititi mai mari de adaptare, comparativ cu cele ale unui
individ luat in parte. Eficientizarea adaptarii populatiei se realizeaza pe contul eliminarii celor mai sensibili
indivizi fatd de substanta toxica data. Labilitatea populatiei asigura stabilitatea speciei, deoarece in populatie
este asigurata realizarea adaptarilor la noile conditii de mediu, inclusiv pana la formarea de noi specii.

Material si metode

Proprietatile compusilor coordinativi CMT-28 si CMA—18 au fost cercetate prin metoda neintrerupta de
cultivare a ciliatelor propusa de E.Maupas (1887) [5] si B.Kokosa (1989) [6], si prin metoda diludrilor in mediul
nutritiv al compusilor coordinativi (ca substantd nutritiva au servit drojdiile de panificatie (masa uscata)
Saccharomyces cerevisiae (1 g solutie nutritiva/1 1 apa)). Substantele initiale sunt dizolvate pana la concentratiile
necesare de 100, 10, 1, 0,1, 0,01 uM/L. In calitate de material biologic experimental a servit cultura de
Paramecium caudatum Ehrb.

Speciile mentionate au fost studiate prin utilizarea metodologiei hidrobiologice clasice pentru cercetarea
parametrilor reproductivi ai populatiilor, a prolificitatii. Materialul protozoologic a fost prelucrat conform
metodelor uzuale standard, propuse de T.Sonnenborn (1970) [7], K.Cyxanosa (1968) [8], C.Curds, J.Vandyke
(1966) [9], K.Xaycman (1988) [10], J.Dragesco (1979) [11].

Activitatea substantelor a fost evaluatda dupa caracterul inofensivitatii preparatelor, iar activitatea ciliatelor a
fost studiata prin utilizarea metodologiei hidrobiologice clasice pentru cercetarea parametrilor reproductivi ai popula-
tiei (parametrii reproductivi — cresterea sau diminuarea efectivului numeric §i a ratei lor de reproducere) [12].

Evaluarea rezultatelor s-a efectuat vizual, cu ajutorul binocularului. Activitatea compusilor coordinativi
CMT-28 si CMA-18 a fost apreciata in cazul schimbarii cantitative a organismelor monocelulare si incapacitatii
celulelor de a se inmulti in mediul nutritiv lichid timp de 8 zile.

Toxicitatea acutd (LTsy si LCso) a compusilor a fost cercetatd in conformitate cu recomandarile metodice
privind studierea toxicitatii generale a remediilor CMT-28 si CMA-18 [13,14], prin introducerea in solutia
nutritiva a substantelor supuse investigatiei.

Rezultate si discutii

Substantele CMT-28 si CMA-18 prezintd compusi coordinativi sintetizati la Facultatea de Chimie si Tehnologie
Chimica a USM, Departamentul Chimie, de catre academicianul A.Gulea.

Pentru evaluarea inofensivitatii s-a recurs la cercetarea actiunii toxice generale si a toxicitatii reproductive:

Fig.1. Paramecium caudatum Ehrnb.
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La etapa initiald a fost determinat caracterul influentei CMT-28 asupra populatiei de ciliate, dupa criteriul
viabilitatii culturii, In conditii concrete de cultivare. S-a stabilit cd efectul preparatului coordinativ asupra
viabilitatii ciliatelor, ce presupune capacitatea celulelor de a-si mari efectivul numeric, depinde de doza de
administrare. Preparatul CMT-28 diminueaza particularitatile reproductive in doze extremale (100-10 uM/L),
termeni 1n care inhiba complet dezvoltarea organismelor acvatice. O tendintd de crestere a efectivului numeric
la dozele de 0,01-1 uM/L se observa in ziua a 7-a; totusi, aceasta crestere se exprima in valori mai joase

(252,9-714,6) fata de lotul martor (483,2-907,2), fapt ce denotd ca mecanismul de actiune a preparatului dat
este toxic pentru paramecii (Fig.2).
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Fig.2. Variatia efectivului numeric (Nt) al P. caudatum in functie de conditiile trofice (CMT-28).

Valorile ratei de reproducere Cw la martor variaza intre 3,863 (prima zi) si 0,84 (a 8-a zi), cu o scadere
treptatd Tn urmatoarele zile. Pe cand la concentratiile joase de 1-0,01 uM/L valorile sunt mult mai joase: in
prima zi Cw este de cca 2,9, iar in cea de a 8-a este cca 0,8. Asadar, se observa o diminuare a ratei de repro-
ducere la actiunea preparatului CMT-28.

In continuare, pentru a completa valoarea testului analizat, a fost determinata si intensitatea activitatii
preparatului coordinativ CMA-18 asupra potentialului reproductiv la P. caudatum (Fig.3). S-a demonstrat

clar, prin studii, ca in primele zile de actiune a acestuia cele mai eficiente s-au dovedit a fi concentratiile de
0,1 0,01 uM/L.
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Fig.3. Variatia efectivului numeric (Nt) al P. caudatum in functie de conditiile trofice (CMA-18).
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Coeficientul Nt are tendinta de crestere in ziua a 5-a (valorile fiind 705,7-819,9) si a 7-a (cu valorile 652,4-768),
dar valorile efectivului numeric nu depéseste cu mult valorile prototipului (cu valorile 597,7-570,6). La concent-
ratiile de 100 si 10 uM/L creste toxicitatea preparatului, care este insotitd de eliminarea substantiald a infuzoriilor.

In fine, cu diminuarea efectivului numeric scade, respectiv, si rata lor de reproducere. La actiunea prepa-
ratului CMA-18, in prezenta dozelor 1-0,01 uM/L, are loc procesul de retinere a ratei de reproducere, fara
elimindri decisive. Rata de reproducere constituie 3,86 - 0,84 (martor), 2,6-0,79 (1 uM/L), 2,95-0,82 (0,1 uM/L)
si 2,64-0,79 (0,01 uM/L).

In cercetdrile efectuate au fost determinati parametrii toxicologici LTs si LCsy dupa criteriul viabilitatii
infuzoriilor P. caudatum.

LTs (timpul letal) — timpul 1n care concentratia utilizatd a compusului testat cauzeaza moartea a 50% din
organismele testate.

LCs (concentratia letald) — media concentratiei letale, care provoaca moartea a 50% din infuzorii In perioada
efectuarii cercetarilor.

Metoda este bazatd pe determinarea reactiei infuzoriilor la adaosul in mediul nutritiv a substantelor toxice [16].
Criteriul de actiune toxica a substantelor este apreciat dupa criteriul viabilitatii si densitatii indivizilor in cultura.
Rezultatele biotestate privind determinarea actiunii toxice asupra culturii P. Caudatum au fost prelucrate
conform programei GraphPad.
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Fig.4. Dinamica cresterii populatiei Paramecium caudatum la actiunea compusului
CMT-28 in diferite concentratii.

Rezultatele experimentale privind activitatea compusilor metaloorganici sunt prezentate in Figura 4, din care
reiese ca compusul CMT-28 poseda activitate toxica in limitele concentratiilor de 100 si 10 uM/L fata de prototip.
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Fig.5. Inhibarea viabilitatii culturii de P.caudatum la actiunea substantei coordinative CMT-28.
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Rezultatele obtinute demonstreaza ca LTsy al compusului investigat la concentratia de 100 si 10 uM/L <
in prima zi. La concentratia de 1 uM/L LTs;, este egal in cea de a 3-a zi, iar la concentratiile de 0,1-0,01 uM/L,
LTs, este egal In prima zi, fata de lotul martor.

In ceea ce priveste indicele LCs, in prima zi de prelucrare este < 0,01 uM/L. In ziua a 2-a LCs, este egal
cu 0,085 uM/L,ina3-azi=0,46 uM/L,na4-azi=1,28 uM/L,ina5-azi=1,3 uM/L,in a 6-azi= 0,49 uM/L,
ina7-azi=1,56 uM/L siin a 8-a zi = 0,86 uM/L (Fig.5).

Rezultatele studiului activitatii complexului CMA-18 sunt prezentate n Figura 6, din care se vede ca preparatul
dat poseda activitate putin toxica in limitele concentratiilor de 1-0,01 uM/L fata de indivizii de microorganisme.
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Fig.6. Dinamica cresterii populatiei Paramecium caudatum la actiunea compusului
CMA-18, in diferite concentratii.

La concentratia de 1 uM/L, LTs, este egal in a doua zi, iar la concentratia de 0,1 si 0,01 uM/L, LTs, este
egal in prima zi. S-a stabilit ca complexul studiat manifesta activitate toxica la concentratia de 100 si 10 uM/L,
cand valorile LTsy < in prima zi.

In ceea ce priveste indicele LCs la actiunea compusului coordinativ CMA-18, in prima zi ea este < 0,01 uM/L.
Ina2-aziLCsp=1,19uM/L,na3-azi=045uM/L,ina4-azi=167uM/L,ina5-azi=1,5uM/L,ina6-a
zi=1,13uM/L, In a 7-a zi = 1,32 uM/L, iar in cea de a 8-a zi LCso = 1,47 uM/L (Fig.7).

Datele experimentale obtinute demonstreaza ca compusii CMT-28 si CMA-18 poseda o activitate toxicd in
limitele concentratiilor de 1-0,01 uM/L fatd de microorganismele de laborator Paramecium caudatum, inhiband
partial parametrii reproductivi ai ciliatelor.
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Fig.7. Inhibarea viabilitatii culturii de P.caudatum la actiunea substantei coordinative CMA-18.
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La concentratiile mari de 100-10 uM/L s-a stabilit cd complecsii studiati manifesta activitate toxica asupra
parametrilor reproductivi (viabilitatea, efectivul numeric si rata de reproducere) la populatia data.

Concluzii

1. S-a demonstrat cd compusii coordinativi CMT-28 si CMA-18 la concentratiile de 100 si 10 uM/L inhiba
total cresterea si diviziunea infuzoriilor.

2. In diapazonul de concentratii 0,01-10 uM/L au fost calculate valorile LCs, (concentratia letala, 50%) si
LTs (timpul letal, 50%) pentru substantele CMT-28 si CMA-18. Astfel, pentru CMT-28 LCsy= 0,46 uM/L,
iar pentru CMA-18 LCsy= 1,19 uM/L. De aici rezultd ca CMA-18 este mai putin toxic in raport cu CMT-28.

3. Timpul letal (LTsp) pentru CMA-18, la concentratia de 1 uM/L, este cea de a 3-a zi, iar LTs, pentru
CMT-28, la concentratia de 1 uM/L, este ziua a 2-a.

4. Rezultatele raportate mai sus atesta stabilitatea activa a substantelor si absenta rezistentei la test-obiectul
Paramecium caudatum.
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