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Obiectivele proiectului:

O1. Realizarea unei analize critice a literaturii de specialitate privind ecotoxicitatea si toxicitatea umand a
fungicidelor triazolice, pentru a fundamenta abordarea metodologica a cercetarii

02. Evaluarea ecotoxicitatii acvatice a fungicidelor triazolice asupra plantelor acvatice model, precum Lemna
minor, in scopul caracterizdrii impactului asupra ecosistemelor acvatice si al identificarii unor potentiale
riscuri ecologice

03. Investigarea ecotoxicitatii terestre a fungicidelor triazolice asupra speciilor vegetale de interes agronomic
(ex. porumb, ridiche, etc.), pentru a determina efectele acestora asupra culturilor agricole si sdnatatii
ecosistemelor solului

04. Analiza efectelor biochimice si moleculare induse de fungicidele triazolice in plantele expuse, pentru a
investiga mecanismele de toxicitate

OS. Aplicarea metodelor computationale avansate pentru modelarea ecotoxicitdtii fungicidelor triazolice,
predictia proprietatilor ADMET (Absorbtie, Distributie, Metabolizare, Excretie si Toxicitate) la nivel uman,
precum si investigarea interactiunilor acestora cu molecule biologic relevante prin andocéri moleculare

06. Valorificarea si diseminarea rezultatelor stiintifice prin publicarea acestora in reviste de specialitate,
prezentarea la conferinte nationale si internationale si promovarea cunostintelor obtinute, pentru a creste
impactul si vizibilitatea cercetarii in domeniile toxicologiei mediului si sdndtatii publice

Activitati propuse pentru atingerea obiectivelor:

Al. Analiza criticd a literaturii de specialitate privind ecotoxicitatea si toxicitatea umana a fungicidelor
triazolice

A2. Evaluarea ecotoxicitatii acvatice a fungicidelor triazolice asupra unor plantelor acvatice model

A3. Investigarea ecotoxicitatii terestre a fungicidelor triazolice asupra speciilor vegetale de interes agronomic
Ad. Investigarea efectelor biochimice si moleculare ale fungicidelor triazolice asupra plantelor expuse

AS. Aplicarea metodelor computationale pentru modelarea ecotoxicitatii si estimarea toxicitatii fungicidelor
triazolice

A6. Valorificarea si diseminarea rezultatelor obtinute

Calendarul activitatilor din proiect:
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Activitati planificate pentru a doua perioada de raportare:
Al. Analiza critica a literaturii de specialitate privind ecotoxicitatea si toxicitatea umana a fungicidelor
triazolice
A2. Evaluarea ecotoxicitatii acvatice a fungicidelor triazolice asupra unor plantelor acvatice model
A3. Investigarea ecotoxicitatii terestre a fungicidelor triazolice asupra speciilor vegetale de interes agronomic
A4. Investigarea efectelor biochimice si moleculare ale fungicidelor triazolice asupra plantelor expuse
AS. Aplicarea metodelor computationale pentru modelarea ecotoxicitatii si estimarea toxicitatii fungicidelor

triazolice
A6. Valorificarea si diseminarea rezultatelor obtinute
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INTRODUCERE

Agricultura din ultimele decenii este modelata de necesitatea simultand de a produce mai mult, de a
furniza alimente sigure unei populatii in crestere si de a limita degradarea mediului. Pentru a raspunde acestor
provocdri, managementul bolilor plantelor a devenit un pilon esential al practicilor agricole, iar fungicidele
sunt printre cele mai utilizate instrumente de control al infectiilor fungice ce pot compromite considerabil
recoltele. O categorie importantd o reprezintd fungicidele triazolice, apreciate pentru modul lor specific de
actiune asupra proceselor biochimice ale agentilor patogeni si pentru stabilitatea lor in conditii variate de
culturd. In pofida beneficiilor agronomice evidente, raspandirea lor pe termen lung a atras atentia asupra
posibilelor efecte perturbatoare asupra ecosistemelor si asupra riscurilor indirecte care pot aparea pentru
sanatatea consumatorilor, odata cu acumularea reziduurilor in mediu.

Utilizarea intensiva si, in numeroase cazuri, inadecvata a fungicidelor din clasa triazolilor — fie prin
aplicari frecvente, nerespectarea concentratiilor optime sau absenta rotatiei cu alte substante active —
amplifica vulnerabilitétile asociate acestor compusi. Triazolii se remarca printr-o duratd mare de persistenta
in mediile terestre si acvatice, ceea ce favorizeaza acumularea lor progresiva in sol, In corpurile de apa si in
organismele expuse. Aceastd acumulare cronicd poate perturba grav echilibrul ecologic, influentand
diversitatea speciilor si dinamica sistemelor trofice. Simultan, transferul reziduurilor cétre populatie, 1n
principal prin alimente si surse de apa contaminate, genereaza preocupari legitime privind potentialul lor
toxicologic. In consecinta, evaluarea triazolilor nu poate riméane ancorati exclusiv in criteriile de eficienta
agronomica, ci trebuie sa includa o analiza riguroasa a mecanismelor lor de actiune toxica si a repercusiunilor
ecologice pe termen lung.

Fungicidele din clasa triazolilor sunt compusi organici derivati din triazol, caracterizati prin prezenta
unui nucleu heterociclic aromatic si a unor substituenti functionali care le conferd activitate antifungica
specifica. Desi o parte dintre aceste molecule au fost retrase din utilizare in Uniunea Europeana ca urmare a
reevaludrilor privind siguranta lor, numerosi reprezentanti ai clasei continua sa fie autorizati si comercializati.
Persistenta lor pe piata, combinatd cu nivelul adesea insuficient al pregatirii utilizatorilor finali, conduce
frecvent la aplicari inadecvate — fie prin dozare excesivd, fie prin repetarea nejustificata a tratamentelor —
ceea ce accentueazi potentialele efecte nedorite. In acest cadru, studiul de fata isi propune s analizeze in
detaliu profilul toxicologic si ecotoxic al unor triazoli incd permisi in circuitul agricol european, subliniind
importanta supravegherii constante a impactului lor asupra mediului si sdnatatii publice.

Cercetarea desfasuratd in cadrul acestui proiect se focalizeaza asupra a trei fungicide triazolice utilizate
pe scara larga in practicile agricole moderne: difenoconazolul, mefentrifluconazolul si protioconazolul. Pentru
aceste substante, se urmareste caracterizarea detaliata a profilului toxicologic si ecotoxic, printr-o combinatie
de analize computationale si investigatii experimentale.

Evaluarea efectelor acestor compusi necesitd o perspectiva integrativa, avand in vedere complexitatea
interactiunilor dintre substantele chimice, organisme si mediu. Din punct de vedere toxicologic, analiza
presupune doud directii majore: toxicocinetica, care examineazd modul in care substanta este absorbita,
distribuita, transformata metabolic si eliminatd din organism; respectiv toxicodinamica, care se concentreaza
asupra mecanismelor prin care compusul exercitd efecte daundtoare la nivel celular si molecular.
Complementar, ecotoxicologia ofera cadrul necesar pentru investigarea impactului acestor fungicide asupra
organismelor non-tinta si functiondrii ecosistemelor. In mod particular, fitotoxicologia — ramura care
analizeaza efectele poluantilor asupra plantelor — are o relevanta deosebita pentru aprecierea riscurilor
asociate culturilor agricole si vegetatiei expuse.

Pornind de la aceste premise, studiul de fata urmareste o abordare multidisciplinard, capabild sa imbine
analiza literaturii stiintifice cu instrumente computationale avansate si cu experimente orientate catre
evaluarea efectelor biologice directe. Integrarea acestor metode permite atat estimarea predictiva a riscurilor
pentru sdnatatea umana si integritatea mediului, cét si observarea empirica a consecintelor asupra plantelor.
Prin aceasta strategie combinata, cercetarea aspira sa contribuie la fundamentarea unei utilizari responsabile
a fungicidelor triazolice si sa sustind initiativele de conservare a ecosistemelor si protectie a sanatatii publice,
in acord cu principiile agriculturii durabile.



METODOLOGIE

In cea de-a doua perioada de raportare a proiectului au fost demarate toate cele sase activitati prevazute
in planul de lucru, corespunzatoare etichetelor A1-A6. Activitatea Al a reprezentat continuarea cercetarilor
privind evaluarea toxicitatii fungicidelor triazolice asupra sanatatii umane, demarate in prima perioada de
proiect, extinzdnd insa semnificativ analiza initiala. Obiectivul acestei activitati a constat in realizarea unui
studiu de literatura exhaustiv, menit sa sintetizeze si sd compare datele stiintifice existente referitoare la
efectele toxice potentiale ale fungicidelor triazolice autorizate in Uniunea Europeand asupra organismului
uman.

Activitatea A2 a fost conceputd pentru a evalua efectele ecotoxicologice ale celor trei fungicide
triazolice studiate asupra plantei acvatice Lemna minor. In cadrul acestei activitati, s-a initiat testarea primului
fungicid triazolic de interes, difenoconazolul, utilizat sub forma comerciala, Difenzone 250EC, cu o
concentratie de 250 g/L difenoconazol. Testarea a fost structuratd in doua etape: un test preliminar de tatonare
si un test ulterior de inhibare a cresterii Lemna minor, menite sa determine raspunsul plantei la expunerea la
substanta activa.

Activitatea A3 a fost axatd pe evaluarea fitotoxicitatii terestre a celor trei fungicide triazolice asupra
unor specii vegetale de interes agricol. In aceastd etapa de raportare a fost initiati testarea difenoconazolului
asupra ridichii si porumbului, printr-un test preliminar de tatonare, urmat de un test de germinare, avand scopul
de a aprecia efectele substantei asupra dezvoltarii timpurii a plantelor.

Activitatea A4 a fost dedicata investigarii efectelor biochimice si moleculare ale fungicidelor triazolice
asupra plantelor expuse. In aceastd perioada de raportare, s-a efectuat o analiza preliminard a unor parametri
biochimici relevanti, atat pentru plantele acvatice, cit si pentru cele terestre, supuse tratamentului cu
difenoconazol, avand scopul de a identifica raspunsurile fiziologice si potentialele modificari moleculare
induse de expunere.

Activitatea AS a fost orientatd cétre studiul computational, prin modelarea parametrilor ADMETox
(Absorbtie, Distributie, Metabolism, Excretie si Toxicitate) pentru cele trei fungicide triazolice de interes in
cadrul proiectului. In cea de-a doua perioadi de raportare, analiza a fost extinsa pentru a include si evaluarea
efectelor asupra mediului, utilizand atat programul informatic folosit anterior, cat si o aplicatie suplimentara,
pentru o estimare mai cuprinzdtoare a riscurilor asupra sdnatatii umane si a mediului.

Activitatea A6, dedicatd valorificarii si disemindrii rezultatelor obtinute in cadrul proiectului, a fost
initiatd conform calendarului in cea de-a doua perioadd de raportare, continuand practic activitatile derulate
anterior. Aceasta a inclus prezentarea unor rezultate preliminare la o conferinta stiintificd, precum si elaborarea
unui manuscris destinat publicarii, menite sa asigure diseminarea si vizibilitatea datelor generate in cadrul
proiectului.

Studiu de literatura cu privire la toxicitatea fungicidelor triazolice asupra sanatatii
umane

Realizarea studiului privind toxicitatea fungicidelor triazolice asupra sanatatii umane a presupus
extinderea si aprofundarea analizei initiate in etapa precedenta, printr-o selectie riguroasa a tipurilor de date
ce urmau a fi incluse. In aceasta etapi, gama compusilor de interes a fost extinsi, vizand in mod specific
fungicide triazolice autorizate de Uniunea Europeana, conform informatiilor disponibile in Baza de date a UE
privind pesticidele — Substante active. Aceasta selectie a fost realizata pentru a plasa substantele de interes
intr-un context comparativ mai larg si pentru a evidentia potentialele particularitati structurale si
toxicodinamice ale fiecarui compus.

Ulterior, analiza a fost extinsad prin definirea criteriilor de selectie a surselor de date, excluzandu-se
studiile care nu furnizau informatii suficiente sau verificabile. Analiza propriu-zisa a fost realizata sistematic,
utilizdnd baze de date precum Web of Science, Google Scholar si PPDB (Pesticide Properties Database),
incluzand doar studiile identificate prin aceste surse. Pentru a asigura calitatea, consistenta si comparabilitatea
informatiilor, au fost luate in considerare exclusiv lucrarile publicate in limba engleza si liber accesibile.
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Au fost luate in considerare exclusiv studii care furnizau date cantitative privind anumiti parametri
toxicologici, precum LDso (doza letald pentru 50% din populatia testatd), LCso (concentratia letald pentru 50%
din populatia testata), ICso (concentratia inhibitorie pentru 50% dintr-un sistem biologic), ECso (concentratia
eficace pentru 50% dintr-un raspuns biologic) sau LOEC (cea mai micad concentratie efectiva observata).
Datele au fost obtinute din studii in vivo pe mamifere si in vitro pe linii celulare umane sau de mamifere; in
cazul studiilor in vitro, au fost investigate si mecanismele moleculare implicate. Baza de date PPDB (Pesticide
Properties Database) a fost utilizatd pentru extragerea informatiilor referitoare la probleme generale si
specifice de sanatate. Totodata, au fost identificate informatii cu privire la expunere si aspectele toxicocinetice.

Ecotoxicitatea acvatica a difenoconazolului

Testarea efectelor difenoconazolului asupra plantei acvatice Lemna minor a fost realizata in doua etape
experimentale distincte: un test preliminar de tatonare si un test de inhibare a cresterii.

Testul preliminar a urmarit identificarea intervalului de concentratii relevante biologic si a implicat
expunerea plantelor la cinci concentratii de difenoconazol, obtinute prin diluarea produsului comercial in
mediul de culturd, cuprinse intre 12,5 g/L s1 0,00125 g/L, fiecare testata in triplicat. Experimentul a fost realizat
prin expunerea a cate 10 fronde (organizate in colonii de 3—4 fronde) in 30 mL solutie test, pe o durata de 7
zile.

Ulterior, testul de inhibare a cresterii a fost efectuat in conditii experimentale similare, dar utilizand
un interval mai restrans si mai scazut de concentratii (0,125-0,0000125 g/L), selectat pe baza rezultatelor
obtinute in etapa de tatonare.

Ambele teste au inclus un control negativ (mediul de culturd necontaminat) si un control pozitiv
(solutie de clorurda de zinc 0,5%). La finalul expunerii, au fost cuantificati parametrii biologici relevanti,
respectiv numarul de fronde verzi, fronde clorotice si numarul total de colonii.

Ecotoxicitatea terestra a difenoconazolului

Fitotoxicitatea terestra a difenoconazolului a fost evaluata prin doua teste succesive, ambele bazate pe
germinarea semintelor de ridiche si porumb pe hartie de filtru. Primul test, de tip preliminar (tatonare), a
urmarit identificarea intervalului de concentratii relevante biologic. Acesta a presupus expunerea a cate 10
seminte de porumb si 10 seminte de ridiche la 1,5 mL solutie de difenoconazol, in concentratii cuprinse intre
250 s1 0,0125 g/L, pe o durata de 7 zile. Testul ulterior a fost realizat in conditii experimentale identice, dar
utilizand un interval ajustat de concentratii, respectiv 250—1 g/L, selectat pe baza rezultatelor preliminare.

In ambele experimente a fost inclus si un control negativ, reprezentat de apd distilati. Parametrul
principal monitorizat la finalul perioadei de expunere a fost procentul de germinare, exprimat prin numarul de
seminte germinate pentru fiecare specie testata per numarul total de seminte utilizate per test.

Aspecte biochimice si moleculare cu privire la fitotoxicitatea difenoconazolului

Potentialele efecte biochimice si moleculare ale difenoconazolului asupra plantelor expuse au fost
investigate printr-o analiza preliminara, realizatd pe doud tipuri de organisme vegetale: Lemna minor si
radacinile de ridiche si porumb obtinute in urma testelor de germinare. Materialul vegetal a fost prelevat dupa
expunerea prealabild la diferite concentratii de difenoconazol.

Au fost determinati mai multi parametri biochimici relevanti pentru evaluarea stresului oxidativ si a
modificarilor metabolice:

e concentratia totald de proteine, utila pentru evidentierea modificarilor in echilibrul metabolic al
plantelor;

e continutul de zaharuri reducatoare, indicator al perturbarilor n metabolismul glucidic;

e activitatea catalazei, enzima cheie 1n detoxifierea peroxidului de hidrogen si In gestionarea stresului
oxidativ;



e activitatea guaiacol-peroxidazei, implicata in procesele de aparare antioxidanta.

Modelarea ADMETox a celor trei fungicide triazolice de interes

Pentru elaborarea studiului computational dedicat caracterizarii profilului ADMETox (Absorbtie,
Distributie, Metabolism, Excretie si Toxicitate) al celor trei fungicide triazolice investigate — difenoconazol,
mefentrifluconazol si protioconazol — a fost aplicatd o strategie in silico fundamentata pe instrumente de
predictie bioinformaticd, menitd sd ofere o evaluare preliminard a comportamentului toxicologic al acestor
compusi.

In cea de-a doua etapa a analizei, platforma admetSAR 3.0 a fost utilizatd pentru extinderea predictiilor
catre organisme reprezentative pentru mediu, permitdnd estimarea potentialelor efecte ecotoxice.
Complementar, software-ul ADMETIlab 3.0 a fost integrat in procesul de modelare pentru a consolida
evaluarea in silico a parametrilor ADMETox si pentru a obtine o apreciere comparativd mai robustd a
profilului toxicologic al celor trei fungicide.



REZULTATE OBTINUTE

Studiu de literatura cu privire la toxicitatea fungicidelor triazolice asupra sanatatii
umane

Au fost analizate 35 de fungicide triazolice in vederea evaludrii statutului lor de aprobare la nivelul
Uniunii Europene, lista incluzdnd urmatorii compusi: azaconazol, bitertanol, bromuconazol, ciproconazol,
difenoconazol, diniconazol, epoxiconazol, etaconazol, fenbuconazol, fluconazol, fluotrimazol,
fluoxitioconazol, fluquinconazol, flusilazol, flutriafol, furconazol, hexaconazol, imibenconazol, ipconazol,
ipfentrifluconazol, mefentrifluconazol, metconazol, miclobutanil, paclobutrazol, penconazol, propiconazol,
protioconazol, quinconazol, simeconazol, tebuconazol, tetraconazol, triadimefon, triadimenol, triciclazol si
triticonazol. In urma evaluarii statutului reglementar, doar 10 dintre acesti compusi au fost identificati ca fiind
aprobati pentru utilizare in Uniunea Europeand, si anume: bromuconazol (BRO), difenoconazol (DIF),
mefentrifluconazol (MEF), metconazol (MET), paclobutrazol (PAC), penconazol (PEN), protioconazol
(PRO), tebuconazol (TEB), tetraconazol (TET) si triticonazol (TRI). Aceste 10 fungicide triazolice aprobate
au fost selectate ca substante de interes pentru studiul de literaturd privind toxicitatea lor asupra sanatatii
umane, reprezentdnd grupul de compusi pentru care analiza toxicologicd comparativd este relevantd in
contextul utilizarii actuale 1n agricultura.

Un prim aspect investigat a vizat modalitatile de expunere la fungicidele triazolice, aceasta putand
surveni atat in timpul manipuldrii, aplicarii sau procesarii produselor fitosanitare, cat si prin consumul de
alimente contaminate, respectiv prin expuneri accidentale. Totusi, datele experimentale privind caile de
expunere s-au dovedit limitate. Baza de date PPDB a furnizat informatii referitoare la parametri precum doza
zilnica acceptabild, nivelul acceptabil de expunere acutd pentru operator si nivelul acceptabil de expunere
sistemica pentru operator, desi nu toate valorile au fost disponibile pentru fiecare dintre fungicidele analizate.

In ceea ce priveste profilurile toxicocinetice de tip ADME, acestea au fost in mare parte identificate
prin predictii in silico, utilizind platforme bioinformatice precum ADMETIlab 2.0, admetSAR 2.0 si
SwissADME. Chiar si astfel, pentru unele dintre cele 10 fungicide selectate, informatiile disponibile au ramas
partiale sau insuficient documentate.

Datele privind efectele in vitro au fost identificate pentru toate cele 10 fungicide analizate, cu exceptia
penconazolului si mefentrifluconazolului (Figura 1). Informatiile au provenit din studii efectuate pe diverse
linii celulare de mamifere si umane, incluzand linii celulare normale, tumorale, stem, transformate sau chiar
imortalizate.

Nr. studii

TEB DIF BRO TET PRO PAC MET TRI PEN MEL

Fungicide
Figura 1. Numarul de studii in vitro care contine parametri toxicologici cantitativi pentru cele 10 fungicide triazolice analizate

Dintre fungicidele analizate, tebuconazolul a prezentat cele mai numeroase date in vitro, urmat de
difenoconazol. In ceea ce priveste distributia datelor pe linii celulare, cele mai multe informatii pentru multiple
fungicide au fost obtinute folosind celule epiteliale derivate din carcinom hepatocelular uman si linii celulare
granulosa umane, in timp ce pentru un singur fungicid, cele mai multe date au fost colectate pe linie celulara
adrenocorticald umana si linie celulard de cancer mamar uman.
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Parametrii toxicologici evaluati in studiile in vitro au inclus ICso, LCso, ECso si LOEC. Acesti
parametri au fost utilizati pentru a compara toxicitatea diferitelor fungicide triazolice. Dintre acestea,
tetraconazolul s-a evidentiat ca fiind cel mai toxic, prezentand valori ale parametrilor toxicologici cele mai
scazute, in timp ce difenoconazolul a fost cel mai putin toxic in testele in vitro.

Analiza mecanismelor moleculare evidentiate in studiile in vitro a relevat ca cele mai frecvente efecte
sunt inducerea apoptozei, stresul oxidativ si deteriorarea ADN-ului, printre alte tipuri variate de raspunsuri
celulare. Date privind aceste mecanisme nu au putut fi identificate pentru penconazol, mefentrifluconazol si
triticonazol.

In ceea ce priveste studiile in vivo, majoritatea datelor au fost obtinute pe sobolan, fiind disponibile
doar céteva informatii pentru soarece sau iepure. Aceste date au fost colectate pentru toate cele 10 fungicide
analizate, bromuconazolul prezentand cel mai mare volum de informatii, in timp ce mefentrifluconazolul a
avut cele mai putine date (Figura 2).

TEB DIF BRO TET PRO PAC MET TRI PEN MEF
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0
Fungicide
Figura 2. Numarul de studii in vivo care contine parametri toxicologici cantitativi pentru cele 10 fungicide triazolice analizate

Parametrii inclusi in analiza au vizat toxicitatea orald, dermica si inhalatorie, reprezentand principalele
trei cai de expunere la fungicide. Rezultatele au aratat ca:

e toxicitatea orald cea mai mare a fost inregistratd pentru bromuconazol, urmat de tetraconazol, in timp
ce protioconazolul si triticonazolul au fost cele mai putin toxice;

e toxicitatea dermicd cea mai scazutd a fost observatd pentru mefentrifluconazol, urmat de penconazol,
celelalte fungicide prezentand valori similare;

e toxicitatea inhalatorie cea mai ridicatd a fost asociatd cu paclobutrazol, iar cea mai scazuta cu
tebuconazol (Figura 3).
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Figura 3. Parametri toxicologici identificati in studiile in vivo pentru cele 10 fungicide triazolice analizate

Conform bazei de date PPDB, informatiile referitoare la probleme generale si specifice de sanatate au
evidentiat pentru unele fungicide, precum tebuconazol si difenoconazol, potentiale efecte de tipul: toxic pentru



rinichi, iritant ocular, toxic pentru sdnge, toxic pentru inima, iritant cutanat, toxic pentru ficat si perturbator
endocrin.

In mare parte, studiul a fost finalizat in aceastd etapa de raportare, conducand la concluziile clar
exprimate anterior cu privire la efectele in vitro si in vivo ale fungicidelor triazolice autorizate in Uniunea
Europeana asupra sdnatatii umane. Datele colectate au fost analizate in detaliu si sintetizate pentru elaborarea
unui manuscris de tip review sistematic, care a fost acceptat pentru publicare in revista Journal of Xenobiotics,
clasificata in zona Q1 in categoria ,,Toxicology”, cu un factor de impact de 4,4 si un Article Influence Score
de 1,034.

Ecotoxicitatea acvatica a difenoconazolului

Ecotoxicitatea acvaticd a difenoconazolului a fost evaluatd pe Lemna minor (Figura 4) prin
desfasurarea a doua tipuri de teste complementare: un test preliminar de tatonare si un test de inhibare a
cresterii.

Figura 4. Colonii de Lemna minor

Testul preliminar a fost realizat prin expunerea plantei L. minor la concentratii de difenoconazol
cuprinse intre 250 si 0,00125 g/L. Rezultatele au indicat necesitatea recalibrarii intervalului de concentratii,
deoarece numarul de fronde verzi a fost comparabil cu cel al controlului doar la cea mai micd concentratie
(Figura 5), iar numarul de colonii a fost redus chiar si la aceasta concentratie (Figura 6). In consecinti, pentru
testul de inhibare a cresterii a fost selectat un interval mai restrans de concentratii, adaptat in functie de
observatiile preliminare.
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Figura 5. Efectul expunerii Lemna minor la difenoconazol asupra numarului de fronde verzi si clorotice in cadrul testului
preliminar de tatonare
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Figura 6. Efectul expunerii Lemna minor la difenoconazol asupra numarului de colonii in cadrul testului preliminar de tatonare

Testul de inhibare a cresterii a presupus expunerea plantelor acvatice la concentratii de difenoconazol
cuprinse intre 0,125 si 0,0000125 g/L, ceea ce reprezintd concentratii mult mai mici decat cele utilizate n
testul preliminar de tatonare. In cadrul acestui test, concentratiile selectate s-au dovedit adecvate, permitand
evaluarea efectelor la ambele capete ale spectrului: fara efect semnificativ si cu efect puternic.

Numarul de fronde verzi a fost crescut la concentratiile mici de 0,0000125-0,00125 g/L, in timp ce
frondele clorotice au fost observate in principal la cele mai mari doud concentratii testate, desi au fost prezente
st la concentratiile de 0,000125 si 0,00125 g/L (Figura 7).
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Figura 7. Efectul expunerii Lemna minor la difenoconazol asupra numarului de fronde verzi si clorotice

Numarul de colonii a fost corelat cu aceste observatii: la concentratiile mici de 0,0000125-0,00125
g/L, numarul de colonii a fost comparabil sau chiar mai mare decat cel al controlului negativ, in timp ce la
concentratiile mai ridicate, 0,0125-0,125 g/L, numarul de colonii s-a apropiat de valorile Inregistrate pentru

controlul pozitiv (Figura 8).
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Figura 8. Efectul expunerii Lemna minor la difenoconazol asupra numarului de colonii

Mai mult, analiza raportului dintre numarul de fronde si numarul de colonii a evidentiat ca
concentratiile cele mai mari testate ar putea provoca dezagregarea coloniilor, evidentiind un efect suplimentar
asupra structurii coloniale, dincolo de impactul asupra numarului total de fronde si de colonii (Figura 9).

11



KR}

25
2.0
LA
La
11
0.0

- {mearlin b1 My M [bIIR DIF 125 G (Anc2
de eultuga) 00000125 0000125 000125 00125 &1 g.-T_ 0.5%)
ol 2. 2.
Probe analizate

Raport nr. fronde/colonie

Figura 9. Efectul expunerii Lemna minor la difenoconazol asupra raportului nr. fronde/colonie

Testele realizate pe Lemna minor au demonstrat ca difenoconazolul exercita efecte dependente de
concentratie, atat asupra numarului de fronde si colonii, cat si asupra starii fiziologice a acestora, evidentiata
prin aparitia frondelor clorotice si posibila dezagregare a coloniilor la concentratiile maxime testate.

Activitatea va fi continuatd In urmatoarea perioada a proiectului, atat pentru investigarea detaliatd a
mecanismelor biochimice si moleculare implicate n raspunsul plantelor acvatice la difenoconazol, cat si
pentru evaluarea efectelor celorlalte doua fungicide triazolice de interes din cadrul proiectului.

Ecotoxicitatea terestra a difenoconazolului

Ecotoxicitatea terestrd a difenoconazolului a fost evaluata pe douad specii de interes agricol, ridiche si
porumb (Figura 10), prin desfasurarea unui test preliminar de tatonare si a unui test de germinare.

(A)

Figura 10. Seminte de (A) ridiche (Raphanus sativus) si (B) porumb (Zea mays) germinate

Testul preliminar a implicat expunerea a cate 10 seminte de ridiche si porumb la concentratii de
difenoconazol cuprinse intre 250 si 0,0125 g/L. Numarul de seminte germinate a fost ridicat la concentratiile
de 12,5-0,0125 g/L pentru ambele specii (Figura 11 si Figura 12), ceea ce a evidentiat necesitatea includerii
in test a unei concentratii putin mai mari decat 12,5 g/L, pe langa 250 g/L, pentru o evaluare mai completa a
efectelor asupra germinatiei.
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Figura 11. Efectul difenoconazolului asupra germinarii semintelor de ridiche in cadrul testului preliminar de tatonare
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Figura 12. Efectul difenoconazolului asupra germinarii semintelor de porumb in cadrul testului preliminar de tatonare

Testul ulterior de germinare a inclus concentratii de difenoconazol cuprinse intre 1 si 250 g/L, care au
exercitat un efect puternic asupra germinatiei semintelor. La ridiche, doar concentratia de 1 g/L a permis
germinarea semintelor, in timp ce la celelalte concentratii germinarea a fost inhibatd complet (Figura 13). La
porumb, cateva seminte au germinat doar la concentratiile de 1 si 10 g/L, in timp ce la restul concentratiilor
germinatia a fost puternic afectatd (Figura 14).
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Figura 13. Efectul difenoconazolului asupra germinarii semintelor de ridiche
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Figura 14. Efectul difenoconazolului asupra germinarii semintelor de porumb

Rezultatele obtinute indica faptul ca difenoconazolul exercitd efecte dependente de concentratie asupra
germinatiei semintelor de ridiche si porumb, cu inhibarea aproape completa a germinatiei la concentratii
ridicate. Aceastd observatie subliniazd sensibilitatea acestor plante la expunerea la fungicide triazolice si
importanta definirii corecte a intervalului de concentratii pentru teste fiabile de ecotoxicitate terestra.

Aceste rezultate subliniaza importanta considerdrii si celui de-al doilea test ca test preliminar de
tatonare, precum si necesitatea reevaludrii si reselectarii concentratiilor incluse in testul de germinare si in
analizele ulterioare. In continuare, aceste teste vor fi realizate cu analize mai detaliate, iar celelalte doud
fungicide de interes vor fi incluse in studiul ecotoxicologic in urmatoarea etapd a proiectului.
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Aspecte biochimice si moleculare cu privire la fitotoxicitatea difenoconazolului

Intrucat analiza efectelor biochimice si moleculare a fost demarati in aceasta etapa de raportare abia
in luna a 9-a a proiectului (decembrie), care reprezintd ultima luna a perioadei raportate, studiul se afla intr-
un stadiu incipient si preliminar. Aceastd etapa a inclus evaluarea unor parametri biochimici din material
vegetal obtinut in cadrul ambelor teste de ecotoxicitate: plante acvatice intregi si radacini obtinute prin
germinare.

Ambele tipuri de materiale au fost analizate pentru parametrii comuni: concentratia de proteine,
zaharuri reducitoare si activitatea enzimelor catalaza si guaiacol peroxidaza. In plus, pentru plantele acvatice,
s-a evaluat separat continutul de clorofile. In acest scop, au fost preparate doua tipuri de extracte din Lemna
minor (in acetona si in solutie tampon) si un tip de extract din rddacinile de ridiche si porumb (in solutie
tampon).

Dupa obtinerea extractului in acetona, s-a realizat cuantificarea spectrofotometrica a clorofilelor,
utilizand formule specifice pentru determinarea concentratiilor de clorofild a, clorofild b si clorofila totala
(atb).

In cazul extractelor in solutie tampon, s-a determinat spectrofotometric concentratia de proteine prin
reactia cu acid bicinconinic, valorile fiind calculate utilizand o curba de etalonare realizata cu albumina serica
bovind. Zaharurile reducatoare au fost cuantificate spectrofotometric prin metoda DNS, prin reactia cu acid
3,5-dinitrosalicilic, folosind o curba de etalonare cu glucoza.

Activitatea catalazicad a fost evaluatd spectrofotometric, in regim cinetic, prin masurarea reactiei de
descompunere a peroxidului de hidrogen, iar activitatea guaiacol peroxidazei a fost determinatd tot
spectrofotometric, In regim cinetic, prin utilizarea guaiacolului ca substrat.

Rezultatele obtinute pand in prezent sunt in forma brutd, insa se evidentiaza deja diferente clare intre
concentratiile la care au fost expuse plantele. In urmitoarea perioadd a proiectului este prevazuti analiza
detaliata a datelor obtinute In primul test biochimic, precum si aprofundarea acestora prin teste ulterioare,
realizate in paralel cu evaludrile de ecotoxicitate acvatica si terestrd, extinzand studiul si asupra celorlalte doua
fungicide triazolice de interes.

Modelarea ADMETox a celor trei fungicide triazolice de interes

Modelarea ADMETox a celor trei fungicide triazolice de interes a inclus, In a doua perioada de
raportare, extinderea analizei si asupra efectelor potentiale asupra mediului, precum si utilizarea unui al doilea
program de predictie in silico, ADMETlab 3.0, pentru o evaluare mai cuprinzatoare a proprietatilor
toxicologice si ecotoxice ale substantelor studiate.

Analiza profilului ADMETox a difenoconazolului, realizata cu ADMETIab 3.0, evidentiazd o
probabilitate ridicata ca cele trei fungicide de interes sa penetreze bariera hematoencefalica, sd fie metabolizate
de CYP3AA4 si sa prezinte potentiale efecte mutagene si cancerigene, precum si toxicitate cardiaca, hepatica,
hematologica, renala si respiratorie, fiind asociate, de asemenea, cu sensibilitatea pielii (Figura 15).
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Figura 15. Profilul ADMETox al difenoconazolului, mefentrifluconazolului si protioconazolului determinat cu ajutorul
programului ADMET]Iab 3.0

Programul admetSAR 3.0 a permis predictia efectelor ecotoxicologice pe care le-ar putea exercita cele
trei fungicide de interes asupra unor organisme model relevante, incluzand specii acvatice, cum ar fi diverse
specii de peste, protozoare, alge si crustacee, precum si specii terestre, precum albina si diverse pasari.
Rezultatele predictiilor au evidentiat cd cele trei fungicide prezintd o probabilitate ridicatda de a afecta
majoritatea speciilor acvatice, in timp ce efectele asupra speciilor terestre par a fi mai limitate (Figura 16).
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Figura 16. Predictii cu privire la efectele celor trei fungicide de interes asupra mediului, utilizand admetSAR 3.0

Programul ADMETIab 3.0 furnizeaza predictii in silico pentru trei specii-cheie In ecotoxicologia
acvatica: Tetrahymena pyriformis, Pimephales promelas si Daphnia magna. Rezultatele obtinute indica o
sensibilitate ecologica diferentiata: efectele toxice preconizate sunt cele mai pronuntate asupra Daphnia
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magna, urmate de Pimephales promelas, in timp ce Tetrahymena pyriformis prezintd valori de toxicitate
relativ mai scazute (Figura 17).
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Figura 17. Predictii cu privire la efectele celor trei fungicide de interes asupra mediului, utilizind ADMETIab 3.0

In concluzie, modelarea ADMETox realizati in aceastd etapd — utilizind ADMETIab 3.0 pentru
predictia parametrilor de sigurantd umana si de mediu, precum si admetSAR 3.0 pentru extinderea evaluarii
asupra unei game largi de organisme acvatice si terestre — evidentiaza un potential toxic relevant al celor trei
fungicide triazolice investigate. Studiul va fi continuat in etapele urmatoare ale proiectului, atit prin
aprofundarea analizei in silico cu alte programe, cat si prin corelarea cu rezultatele experimentale
ecotoxicologice si biochimice pentru consolidarea evaludrii riscului.

VALORIFICAREA REZULTATELOR

Valorificarea rezultatelor obtinute, desi este prevazutd in mod oficial sa debuteze in aceasta etapa de
raportare conform calendarului proiectului, a fost initiata incd din perioada anterioara. In aceastd a doua etapa,
activitatea a fost consolidatd prin prezentarea unor rezultate preliminare in cadrul unei conferinte stiintifice,
publicarea manuscrisului transmis spre evaluare in etapa precedenta, precum si prin elaborarea, trimiterea si
acceptarea pentru publicare a unui nou manuscris, fundamentat pe studiul de literaturd dedicat evaluarii
efectelor fungicidelor triazolice asupra sdnatatii umane.

Rezultatele preliminare obtinute in cadrul studiilor privind ecotoxicitatea acvaticd si terestrd a
difenoconazolului au fost prezentate sub forma a doud postere la conferinta ,,Young People and
Multidisciplinary Research in Applied Life Sciences” organizatd de Universitatea de Stiintele Vietii ,,Regele
Mihai I” din Timisoara, in perioada 13-14 noiembrie 2025, facilitdnd astfel diseminarea cunostintelor si
schimbul de opinii cu specialisti din domeniu. Cele doud postere au fost intitulare: ,,Preliminary Results on
the Aquatic Phytotoxicity of Difenoconazole on Duckweed (Lemna minor)” si ,,Preliminary Results on the
Terrestrial Phytotoxicity of Difenoconazole on Radish (Raphanus sativus) and Maize (Zea mays).

Manuscrisul intitulat ,,Comparative Evaluation of Standardized Methods for Phytotoxicity Testing”,
trimis spre publicare in revista ,,Annals of West University of Timisoara, Series of Biology” a fost acceptat in
data de 24 iulie 2025 si publicat in volumul 28 (1), paginile 39-46.

De asemenea, rezultatele obtinute in studiul de literatura privind efectele fungicidelor triazolice
aprobate in UE asupra sanatatii umane au fost analizate n detaliu si sintetizate in vederea elaborarii unui
manuscris de tip review sistematic. Acesta a fost acceptat pentru publicare in revista Journal of Xenobiotics,
clasificata in zona Q1 in categoria ,,Toxicology”, cu un factor de impact de 4,4 si un Article Influence Score
de 1,034. Publicarea in aceasta revista asigurad vizibilitate extinsd a rezultatelor, sprijinind integrarea lor in
literatura de specialitate si facilitand utilizarea acestor date pentru fundamentarea cercetarilor viitoare privind
siguranta si riscurile pentru sdnatatea umana asociate fungicidelor triazolice.
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CONCLUZII

Pe parcursul celei de-a doua perioade de raportare, au fost demarate si implementate toate cele sase
activitati prevazute in planul de lucru. Desi aceste activitati se afla incd in desfasurare si vor continua in etapele
urmatoare ale proiectului, progresul realizat in aceastd perioada reflectd o implementare cuprinzatoare si
eficientd a planului de lucru. Mai mult, activitatea de valorificare si diseminare (A6) a fost dezvoltata mai
mult decat planificarea initiala, incluzand publicarea unui manuscris si transmiterea unui alt manuscris spre
evaluare intr-o revistd din zona QI, precum si prezentarea rezultatelor preliminare la conferinte. Aceste
realizari evidentiaza respectarea calendarului stabilit si, Tn acelasi timp, un progres semnificativ in ceea ce
priveste valorificarea rezultatelor obtinute (Tabelul 1).

Tabelul 1.Gradul de realizare a activitatilor propuse pentru a doua perioada raportata

ACTIVITATE TEORETIC REALIZAT

Al 45% 45%
A2 45% 45%
A3 45% 45%
A4 11% 11%
AS 44% 44%
A6 31% 37%

In cadrul activititii A1, a fost abordatd evaluarea toxicititii fungicidelor triazolice aprobate in UE
asupra sanatatii umane. Analiza studiilor in vitro si in vivo a evidentiat potentialul toxic al acestora, subliniind
importanta unei evaludri diferentiate a riscurilor si oferind o baza solidd pentru prioritizarea substantelor si
orientarea cercetarilor viitoare. Rezultatele au fost sintetizate sub forma unui review sistematic si transmise
spre publicare, consolidand integrarea acestora in literatura de specialitate.

In cadrul activititii A2, ecotoxicitatea acvaticd a fost investigatd prin testarea difenoconazolului pe
planta Lemna minor. Rezultatele au evidentiat efecte dependente de concentratie asupra numarului de fronde
si colonii, evidentiind profilul toxicologic al substantei si pregdtind terenul pentru aprofundarea mecanismelor
biochimice si testarea celorlalte doud fungicide.

Activitatea A3 a vizat fitotoxicitatea terestra a difenoconazolului asupra ridichii si porumbului prin
teste de tatonare si germinare. Testele au demonstrat inhibarea semnificativd a germinarii la concentratii
ridicate, indicand necesitatea reselectdrii concentratiilor pentru etapele urmatoare si pentru celelalte doua
fungicide.

In cadrul activitatii A4, analizele preliminare biochimice si moleculare au evaluat proteinele,
zaharurile reducdtoare, activitatea enzimelor catalaza si guaiacol peroxidaza, precum si clorofilele plantelor
acvatice. Rezultatele brute indica diferente intre concentratiile testate si vor fi corelate cu testele
ecotoxicologice si extinse la celelalte fungicide in perioada urmatoare.

Activitatea A5 a implicat modelarea computationali ADMETox folosind ADMETIlab 3.0 si
admetSAR 3.0. Predictiile au evidentiat probabilitatea fungicidelor de a traversa bariera hematoencefalica, de
a fi metabolizate de CYP3A4 si de a prezenta efecte mutagene, cancerigene, precum si toxicitate cardio,
hepato, hemato, nefro-respiratorie si iritantd pentru piele. La nivel ecotoxicologic, s-a observat un impact mai
pronuntat asupra speciilor acvatice cheie, oferind astfel o baza predictiva solida pentru studiile experimentale
viitoare.

Activitatea A6, dedicata valorificarii si disemindrii rezultatelor, a inclus publicarea unui manuscris si
acceptarea pentru publicare a altuia intr-o revistd Q1 (Journal of Xenobiotics), precum si prezentarea
rezultatelor preliminare la conferinte. Aceasta asigurd vizibilitatea si integrarea rezultatelor in literatura de
specialitate si sprijind dezvoltarea cercetarilor ulterioare.
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