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Procena kvaliteta povrSinske vode na osnovu mikrobioloskih parametara i
ekogenotoksikoloskih i histopatoloskih analiza tkiva deverike Abramis brama (L.,
1758), krupatice Blicca bjoerkna (L., 1758) i crnooke deverike Ballerus sapa (P., 1814)

Sazetak

Biomonitoring predstavlja neophodnu komponentu tradicionalnih tehnika monitoringa, sa
ciljem da se uspostavi veza izmedu spoljasnjih koncentracija zagadivaca, koncentracija
zagadivaca u tkivima bioindikatora i ranih Stetnih efekata po ispitivane organizme. Ribe su
korisni bioindikatori i ¢esto se primenjuju u ekogenotoksikoloskim ispitivanjima. U 0voj
studiji, procena stanja kvaliteta povrSinske vode vrSena je na reci Savi na lokalitetu Duboko
i na reci Dunav na lokalitetu Visnjica tokom 2014. godine, kako bi se procenio uticaj
razli¢itih sezona na variranje parametara kvaliteta i odgovor biomarkera deverike, krupatice
i crnooke deverike. Procena kvaliteta vode vrSena je merenjem fizicko-hemijskih i
mikrobioloskih parametara fekalnog 1 organskog zagadenja. Procena genotoksi¢nog
potencijala vrSena je primenom alkalnog komet testa za kvantifikaciju DNK ostecenja u
¢elijama krvi, jetre i $krga riba, kao biomarkera izlaganja. Histopatoloske promene u jetri i
Skrgama pracene su kao biomarker efekta. Paralelno, pracene su koncentracije metala 1
metaloida u jetri, Skrgama, gonadama i misi¢u, primenom metode ICP-OES. Na lokalitetu
Visnjica zabelezen je visi nivo fekalnog i organskog zagadenja. Na lokalitetu Duboko
zabeleZene su viSe koncentracije ispitivanih elemenata u sva Cetiri tkiva, u poredenju sa
lokalitetom Visnjica. Na oba lokaliteta skrge su akumulirale najvise koncentracije metala i
metaloida, a misi¢ najnize. Na oba lokaliteta, krv je bila tkivo sa najvi§im nivoom DNK
oStecenja, dok je jetra tokom vecine meseci imala najnize DNK oSte¢enje. Na lokalitetu
Visnjica zabelezene su viSe vrednosti DNK oStecenja krvi, na lokalitetu Duboko vise
vrednosti DNK  oSte¢enja Skrga, dok je nivo DNK oSte¢enja u celijama jetre na oba
lokaliteta bio priblizno jednak. Na lokalitetu Duboko pri najveéim vrednostima
histopatolos§kog indeksa Skrga zabeleZeno je blago do umereno osStecenje, a na lokalitetu
Visnjica umereno do tesko oStecenje Skrga. Na oba lokaliteta, jetra je bila organ sa vecim
obimom histopatoloskih promena u odnosu na skrge. Sveukupno, $krge kao prvi organ u

direktnom kontaktu sa zagadivac¢ima iz vode pokazale su ve¢u akumulaciju ispitivanih



elemenata i visi nivo DNK ostecenja, dok je jetra kao glavni organ za procesuiranje
zagadivacCa iz vode i hrane pokazala visi nivo histopatoloskih promena. Odabrane vrste

pokazale su se kao pogodni bioindikatori za in situ ispitivanja efekata zagadenja.

Kljuéne redi: povrsinske vode, mikrobiolosko zagadenje, Abramis brama, Blicca bjoerkna,
Ballerus sapa, biomarkeri, ekogenotoksikologija, DNK ostecenje, histopatologija, metali i
metaloidi.

Naucna oblast: Biologija
UzZa naucna oblast: Mikrobiologija, Genotoksikologija, Ekotoksikologija, Histopatologija

UDK broj: [574.64+597.551.2+579.68]:556.53(043.3)



Assessment of surface water quality based on microbiological parameters and
ecogenotoxicological and histopathological analysis of common bream Abramis brama
(L., 1758), white bream Blicca bjoerkna (L., 1758) and white-eye bream Ballerus sapa

(P., 1814) tissues

Abstract

Biomonitoring represents an essential part of traditional monitoring techniques with the aim
to establish relationship between external concentrations of pollutants, concentrations of
pollutants in the tissues of bioindicators and early adverse effects in examined organisms.
Fish are useful bioindicators often used in ecogenotoxicological studies. In this study,
assessment of the surface water quality was performed on the Sava River locality Duboko
and on the Danube River locality Visnjica during 2014 in order to examine the impact of
different seasons on the variation of the quality parameters and biomarker response in
common bream, white bream and white-eye bream. Assessment of the water quality was
performed based on the physico-chemical parameters and microbiological parameters of
fecal and organic pollution. Genotoxic potential was assessed by using the alkaline comet
assay in order to quantify DNA damage level, in blood, liver and gill cells, as a biomarker
of exposure. Histopathological analyses of liver and gill tissue were monitored as a
biomarker of effect. Additionally, concentrations of metals and metalloids in liver, gills,
gonads and muscle were performed by the ICP-OES method. The higher level of fecal and
organic pollution was present on the locality Visnjica. The higher concentrations of
examined elements in all four tissues were present in fish from the locality Duboko, in
comparison to the locality Visnjica. At both sites gills accumulated the highest
concentrations of metals and metalloids, while muscle accumulated the lowest
concentrations. Blood was the tissue with the highest level of DNA damage, while liver had
the lowest level of DNA damage during most of the months at both sites. Higher DNA
damage level in blood cells was observed at the locality Visnjica, in gill cells at the locality
Duboko, while the level of DNA damage in liver was approximately the same at both
localities. Based on the highest level of histopathological index of gills at the locality

Duboko gills were slightly to moderately damaged, while at the locality Visnjica gills were



moderately to heavily damaged. At both localities liver had higher level of
histopathological alterations in comparison to gills. Overall, gills as the first organ in direct
contact with contaminants form water showed higher level of examined elements and DNA
damage, while the liver as the main organ for processing contaminants from water and food
showed higher level of histopathological alterations. Examined fish species proved to be

useful bioindicators for in situ assessment of the pollution effects.

Key words: surface water, microbiological pollution, Abramis brama, Blicca bjoerkna,
Ballerus sapa, biomarkers, ecogenotoxicology, DNA damage, histopathology, metals and

metalloids.
Research field: Biology
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Spisak skraéenica koriS¢enih u tekstu

AO — Akridin oranz

CFU — eng. Colony Forming Unit — broj jedinica koje formiraju kolonije
CP — Cirkulatorne promene

DMSO — Dimetil sulfoksid

DSM — eng. Special Microplate Diluent
DTA — Dekstrozni teluritni agar

Dw — Suva masa

EB — Etidijum bromid

EDTA — Etilendiamintetrasiréetna kiselina
EMB — Eozin metilensko plavo

EU — Evropska Unija

FC — fekalni koliformi

FE — fekalne enterokoke

FL— Ucestalost histopatoloske lezije

GIl- Histopatoloski indeks skrga

HBSS — eng. Hanks Balanced Saline Solution
HE — Hematoksilin—eozin

HI — Ukupni histopatoloski indeks

| GC — Cirkulatorne promene u skrgama



| GP — Progresivne promene u skrgama

I GR — Regresivne promene u Skrgama

| LC — Cirkulatorne promene u jetri

| LI — Inflamatorne promene u jetri

| LP— Progresivne promene u jetri

| LR — Regresivne promene u jetri

ICP—OES — Induktivno spregnuta plazma—opticko emisiona spektroskopija
IFA — Indeks fosfatazne aktivnosti

IP — Inflamatorne promene

LA — Luria agar

LI — Histopatoloski indeks jetre

LMP —eng. Low Melting Point

MDK — Maksimalno dozvoljena koncentracija
MPI — Indeks zagadenja metalima

MPN — eng. The Most Probable Number

MUD - 4-Metilumbeliferil-p—D—glukozid
MUG — Metilumbeliferil-p—D—glukuronid
NMP — eng. Normal Melting Point

ONPG - Orto—nitrofenil-p—D—galaktopiranozid

OTM —eng. Olive tail moment



PAHs — Policikli¢ni aromati¢ni ugljovodonici

PBS — eng. Phosphate buffered saline solution

PCBs — Polihlorovani bifenili

p—NP — Para—nitrofenol

p—NPP — Para—nitrofenil—fosfat

PP — Progresivne promene

RHMZ — Republicki hidrometeoroloski zavod

rkm — Rec¢ni kilometar

RP — Regresivne promene

rpm — eng. Revolutions per minute — broj obrtaja u minuti
RS — Republika Srbija

SCGE - eng. Single Cell Gel Electrophoresis — gel elektroforeza pojedina¢nih ¢éelija
SD - Standardna devijacija

SE — Standardna greska

SL — Standardna duzina ribe

TC — ukupni koliformi

T1 % — eng. Tail intensity — itenzitet repa komete

TL — Ukupna duZina ribe

TL pix —eng. Tail lenght — duzina repa komete

TSC — Triptoza sulfit cikloserin



TTA — Tris+Tes+Siréetna kiselina (pufer)
W — Masa ribe
WHO - eng. World Health Organisation

Ww — Vlazna masa
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1. UVOD

1.1 PovrSinske vode i izvori zagadenja

Mnogi od glavnih izazova sa kojima se ¢ovecanstvo suocava u XXI veku u vezi su
sa kvantitetom/kvalitetom vode. Potreba za naglasavanjem vaznosti vode kao resursa i
sastavnog dela svih ekosistema nikada nije bila ve¢a (Ormerod et al., 2010). Velike reke se
decenijama koriste za transport, rekreaciju, ribolov, za potrebe industrije i poljoprivrede, a
Sto je najvaznije, kao izvor vode za pice. Rast ljudske populacije i promena nacina Zivota
doveli su do porasta proizvodnje, konzumacije 1 odlaganja zagadivaca antropogenog
porekla, a ovi antropoloski pritisci ugrozavaju ekoloski integritet velikih reka u svim
zemljama sveta. Pored toga, vrsi se modifikacija reka kako bi se omogucéilo navodnjavanje i
proizvodnja elektricne energije, §to vodi nastanku brojnih tackastih i difuznih izvora
zagadnja (Doledec & Statzner, 2008).

Izvori zagadenja koji su lokalizovani, direktno se izlivaju u povrSinske vode i nisu
pod uticajem meteoroloskih fenomena (ispusti industrijskih i komunalnih otpadnih voda),
spadaju u tackaste izvore zagadenja. Za razliku od njih, difuzni izvori obuhvataju zagadenje
koje povremeno dospeva u povrSinske vode 1 najviSe je pod uticajem meteoroloskih
fenomena (de Wit et al., 2000) i ukljucuju: poljoprivredne aktivnosti, spiranje zemljista,
nepropisno izgradene 1 odrzavane septicke jame, deponije opasnog otpada, rudarstvo, secu
Suma, atmosferski unos zagaduju¢ih materija 1 hidroloSke modifikacije (izgradnja brana,
preusmeravanje vodotokova, kopanje kanala, prekomerno ispumpavanje podzemnih voda)
(Duda, 1993). Dok se uticaj tackastih izvora zagadenja na akvatiCne ekosisteme moze
relativno jednostavno proceniti primenom standardnih analitickih i1 ekotoksikoloskih
metoda, efekte difuznih izvora zagadenja mnogo je teZe proceniti i kvantifikovati usled

zdruzenog efekta vise zagadivaca (Adams & Greeley, 2000).

1.1.1 Hemijsko zagadenje povrsinske vode

Jedan od klju¢nih ekoloskih problema predstavlja povec¢ano zagadenje slatkovodnih

ekosistema hemijskim jedinjenjima koja se svesno ispuStaju u Zivotnu sredinu.
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Vise od jedne tre¢ine dostupne obnovljive slatke vode na Zemlji koristi se u poljoprivredi,
industriji 1 domacdinstvima, a vec¢ina ovih aktivnosti vodi zagadenju vode velikom
koli¢inom sintetisanih jedinjenja (Loos et al., 2009). Hemijsko zagadenje prirodnih voda
predstavlja veliki problem u gotovo svim delovima sveta, jer moZe izazvati uglavnom
nedovoljno poznate dugoro¢ne efekte na akvati¢ne organizme i ljudsko zdravlje.
Novosintetisani zagadivaéi (eng. emerging pollutants) obuhvataju Sirok spektar
antropogenih hemikalija (pesticidi, proizvodi za licnu higijenu, kuéne hemikalije,
farmaceutska jedinjenja i dr.) koje se koriste §irom sveta i neophodne su za funkcionisanje
savremenog drustva. Proizvodnja hemikalija razli¢itih namena povecala se izmedu 1930. i
2000. godine sa 1 miliona na 400 miliona tona godisnje. Preko 50 % ukupno proizvedenih
hemikalija izmedu 2002. i 2011. godine predstavljaju supstance $tetne za zivotnu sredinu
(Gavrilescu et al., 2015). Istrazivanja su pokazala da mnoga novosintetisana, do skoro
nepoznata jedinjenja, dospevaju u Zivotnu sredinu, prenose se i opstaju u ve¢oj meri nego
Sto se prvobitno mislilo. Ove hemikalije su visoko prisutne u akvati¢nim ekosistemima, ne
samo u industrijskim zonama, ve¢ i u udaljenijim sredinama. Neke od ovih hemikalija se
nikada ne mogu unistiti (metali i metaloidi) ili se razlazu jako sporo (perzistentni organski
zagadivadi i neki lekovi). Cak i manje perzistentne hemikalije, mogu predstavljati problem
ukoliko se konstantno ispustaju u Zivotnu sredinu (farmaceutski proizvodi i proizvodi za
liénu higijenu). lako je vec¢ina ovih supstanci prisutna u niskim koncentracijama, mnoge od
njih poseduju visok toksikoloski 1 ekotoksikoloski potencijal, posebno kada se nalaze u
kompleksnim smeSama (Loos et al., 2009). Okvirna Direktiva o vodama EU (EU Water
Framework Directive 2000/60/EC) (European Commission, 2000) je objavila listu 33
prioritetne supstance ili grupa supstanci koje ukljucuju metale, pesticide, ftalate,
policikli¢éne aromati¢ne ugljovodonike (PAHs), polihlorovane bifenile (PCBs), endokrine

disruptore i dr. (Deblonde et al., 2011).

1.1.2 Mikrobiolosko zagadenje povrsinske vode

Intenzivan rast ljudske populacije i aktivnosti doveo je do zagadenja vodnih resursa
bioloSkim zagadiva¢ima kao Sto su virusi i1 bakterije. Mikrobiolosko zagadenje moze biti

poreklom iz tackastih i/ili difuznih izvora zagadenja. Tackasti izvori ukljucuju ispustanje



Uvod

tretiranih i netretiranin komunalnih otpadnih voda i postrojenja za uzgoj stoke, a difuzni
izvori zagadenja nastaju usled spiranja urbanih i poljoprivrednih povrSina i izlivanja
septi¢kih jama (Kirschner et al., 2009). Mikrobiolosko zagadenje je vazan problem koji
utiCe na kvalitet povrSinske vode, a procena sanitarnog i ekoloSkog aspekta kvaliteta
neophodna je radi preduzimanja mera za efikasnije upravljanje prirodnim resursima i

implementaciju sistema za preradu otpadnih voda.

1.1.2.1 Fekalno zagadenje povrsinske vode

Zagadenje vode fekalnim materijalom, u kome mogu biti prisutni i brojni patogeni,
predstavlja znacajan rizik po zdravlje ljudi i Zivotinja (Reischer et al., 2008). Fekalno
zagadenje antropogenog porekla predstavlja vazan problem za sve vidove upotrebe vode.
Kako prisustvo netretiranog fekalnog otpada moze dovesti do pojave 1 Sirenja raznih
oboljenja kod ljudi izlozenih zagadenoj vodi (Sinton et al., 1993), neophodan je monitoring
sanitarnog kvaliteta povrSinske vode (Budnick et al., 1996). U poredenju sa patogenim
mikroorganizmima poreklom iz fecesa ili otpadnih voda, bakterije normalne crevne flore
nalaze se u veé¢im koncentracijama, pa ih je lakSe detektovati. Ukoliko one nisu prisutne u
vodi, moZe se zakljuciti da se u vodi ne nalaze ni patogeni mikroorganizmi (WHO, 1958).

Indikatorske bakterije koje se najeSce koriste u proceni sanitarnog kvaliteta vode
pripadaju grupi koliforma. Koliformne bakterije, pre svega Escherichia coli, i enterokoke
smatraju se osnovom monitoringa fekalnog zagadenja. Clostridium perfringens, fekalna
bakterija koja formira endospore, pokazala se kao znafajan organizam za detekciju
geografski udaljenog, postojanog fekalnog zagadenja ili zagadenja nastalog u proSlosti.
Dobijanje  kvantitativnih podataka o fekalnom zagadenju predstavlja osnovu
mikrobioloSkog monitoringa kvaliteta vode (Byamukama et al., 2005; Kirschner et al.,
2014).

Koliformne bakterije su prisutne u spoljasnjoj sredini i u fecesu toplokrvnih
zivotinja 1 ljudi. lako termin “koliformi” nema taksonomski znacaj, koristi se kako bi se
opisali razlic¢iti rodovi familije Enterobacteriaceae koji fermentisu laktozu. Koliformi
uglavnom ne izazivaju oboljenja, ali njihovo prisustvo u vodi ukazuje na potencijalno

prisustvo patogena.
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U okviru grupe koliforma postoji podela na tri grupe indikatorskih
mikroorganizama: ukupni koliformi, fekalni (termotolerantni) koliformi i E. coli. Prisustvo
svake grupe ukazuje na razliit nivo rizika (Slika 1.1). Ukoliko su u vodi prisutni ukupni

koliformi, uzorak se ispituje na prisustvo fekalnih koliforma i E. coli.

UKUPNI KOLIFORMI

FEKALNI KOLIFORMI

Slika 1.1. Podela na tri grupe indikatorskih mikroorganizama u okviru koliforma (modifikovano sa

maine.gov)

Grupa ukupnih koliforma ukljucuje aerobne i fakultativno anaerobne, gram
negativne S$tapicaste bakterije koje ne formiraju endospore, a fermentiSu laktozu uz
produkciju gasa i kiseline tokom 48 h na 35+2 °C uz pomo¢ enzima (-galaktozidaze
(Bitton, 2005). Fekalni (termotolerantni) koliformi ¢ine podgrupu ukupnih koliforma koja
je direktno povezana sa fekalnim zagadenjem poreklom od homeoterma (Geldreich, 1968).
Ove bakterije poseduju sve karakteristike ukupnih koliforma pri ¢emu one rastu 1 fermetiSu
laktozu uz produkciju gasa i kiseline na 44,5 °C u toku 48 h inkubacije. Kod
termotolerantnih  koliforma fizioloSka osnova mogucnosti rasta na poviSenim
temperaturama tumaci se kao adaptacija proteina da odrZe stabilnost na temperaturama koje
vladaju u crevnom traktu zivotinja (Figueras et al., 2000). Jedina vrsta iz familije
Enterobacteriaceae, E. coli, gotovo je uvek fekalnog porekla i smatra se najpreciznijim
indikatorom fekalnog zagadenja i potencijalnog prisustva patogena (Bonde, 1977). Pored
toga, najzastupljenija je od svih koliforma u crevnoj flori toplokrvnih Zivotinja (Rompré et
al., 2002).
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Enterokoke, u prvom redu Enterococcus faecalis, normalno su prisutne u ljudskom i
animalnom fecesu, pa se takode koriste kao indikatori prisustva fekalnog zagadenja.
Pripadaju rodu Enterococcus koji obuhvata oko 30 vrsta gram pozitivnih koka, koje ne
stvaraju endospore. Celije su pojedina¢ne, u parovima ili formiraju kratke lance. Optimalna
temperatura za rast vecine vrsta je 35-37 °C. Visoko su tolerantne na razliite uslove
zivotne sredine. Preferiraju anaerobne uslove, a svrstavaju se u fakultativne anaerobe. Kod
ljudi dominira E. faecalis, medutim ponekad moze prevladati E. faecium. Povrsinske vode
nisu prirodno staniste enterokoka i njihovo prisustvo u ovom “miljeu” smatra se
posledicom fekalnog zagadenja (Cabral, 2010).

C. perfringens je anaerobna, gram pozitivna, sulfit-redukujuca stapicasta bakterija
koja formira endospore. Nalazi se u debelom crevu i predstavlja oko 0,5 % fekalne
mikroflore. Striktan je anaerob, ali moze preziveti kratko izlaganje kiseoniku (Cabral,
2010). Produkuje endospore koje su prilicno otporne na stres iz okruzenja i dezinfekciju.
Kako pripada grupi sulfit-redukujucih klostridija detektuje se na podlozi koja sadrzi sulfite.
Zbog prisustva otpornih endospora, predlozeno je da se koristi kao indikator zagadenja
nastalog u proslosti i za pracenje sudbine patogena nakon $to dospeju u akvati¢nu sredinu

(Bitton, 2005).

1.1.2.2 Organsko zagadenje povrsinske vode

U prirodi, posebno u vodenim sredinama, najées¢e se sre¢u bakterije koje kao
glavni izvor energije za rast i razmnozavanje koriste organsku materiju. To je velika grupa
heterotrofnih bakterija, hemoorganotrofa, odnosno organotrofa (Petrovi¢ et al., 1998).
Organotrofi ¢ine jednu od najvecih grupa mikroorganizama koji uestvuju u procesima
kruZenja materije 1 proticanja energije u vodenim ekosistemima. Smatraju se autohtonim
Clanovima vodenih ekosistema i uglavnom se koriste u proceni optere¢enja vode
organskom materijom (Kolarevi¢ et al., 2012). Oligotrofne bakterije naseljavaju sredine sa
niskim koncentracijama organskih materija, ali kao fakultativni organizmi mogu se nalaziti
u sredinama sa viSim koncentracijama tih materija. Ovo je grupa heterotrofnih bakterija ¢iji

su zahtevi u pogledu hranljivih materija znatno skromniji (gré. oligos- mali, trophein-
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hraniti se). Visoka zastupljenost fakultativnih oligotrofa ukazuje na vodu manje opterecenu
materijama organske prirode (Petrovi¢ et al., 1998).

Savremene biohemijske metode, od kojih je jedna merenje fosfatazne aktivnosti
vode, omogucavaju detekciju nivoa razlaganja zagadujuc¢ih materija prisutnih u ispitivanom
uzorku od strane organotrofne komponente akvaticnog ekosistema. Sposobnost
mikroorganizama da koriste fosfor iz rastvorenih organskih fosfornih jedinjenja zavisi od
aktivnosti enzima fosfataza koje katalizuju hidrolizu fosfatnih monoestara, pri ¢emu se
oslobada neorganski fosfat i organska materija (Labry et al., 2005). Povecana koncentracija
kompleksnih organskih zagadivaca indukuje produkciju i pove¢an nivo aktivnosti ovih
enzima. Stepen aktivnosti fosfataza u vodi odrazava nivo heterotrofne aktivnosti prisutnih
mikroorganizama, a posredno ukazuje na koncentraciju organofosfatnih polutanata. Nivo
fosfatazne aktivnosti vode oslikava stanje ukupnog organskog optereCenja vodenih

ekosistema (Petrovi¢ et al., 1998).

1.2 Biomonitoring

Merenja fizickih, hemijskih i mikrobioloskih parametara smatraju se osnovom
monitoringa jer pokrivaju Citav spektar informacija za odgovarajuc¢e upravljanje vodom.
Ipak, akvati¢ni ekosistemi Cesto primaju povecane kolicine razli¢itih zagadivaca, od kojih
vecina moze ispoljiti Stetne efekte na razli¢itim nivoima bioloSke organizacije (Kosti¢ et al.,
2017). Uprkos stalnom poboljsanju metodologija koje se koriste za odredivanje
koncentracija i1 sudbine zagadivata u razliCitim zivotnim sredinama, mnoge Stetne
supstance nalaze se u Zivotnoj sredini u koncentracijama koje su ispod nivoa detekcije. Cak
1 ako bi se ovi zagadivaci mogli detektovati, bilo u Zivotnoj sredini ili bioloSkim uzorcima,
sama detekcija zagadivaca u abioti¢koj i bioti¢koj komponenti nije dovoljna bez procene
njihovih bioloskih i ekoloskih efekata (Dizer et al., 2002). Dodatno, zagadivaci se u
zivotnoj sredini pojavljuju u sloZenim smeSama, pa je ¢esto nemogucée predvideti stvaran
rizik po zivotnu sredinu samo na osnovu detekcije ograni¢enog broja zagadivaca. Kako su

bioloski sistemi meta delovanja toksi¢nih agenasa, oni obezbeduju vaznu informaciju koja
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se ne moze dobiti hemijskim analizama prirodnih uzoraka i stoga se mogu Kkoristiti u
dijagnostici za integrisano upravljanje zivotnom sredinom (Jha, 2008). Biomonitoring se
definiSe kao sistemska upotreba zivih organizama ili njihovih odgovora u proceni stanja i
promena zivotne sredine i smatra se neophodnom komponentom koja dopunjuje
tradicionalne tehnike monitoringa (Li et al., 2010).

Biomonitoring se zasniva na ¢injenici da hemikalije koje dospevaju u organizam
ostavljaju trag (marker) koji ukazuje na izlaganje. Markeri mogu biti same hemikalije,
njihovi metaboliti ili bioloska promena (biomarker) u organizmu, nastala kao rezultat
dejstva neke hemikalije. Rezultati ovakvih merenja daju informaciju o koli€ini prirodnih 1
antropogenih hemikalija koje su dospele i1 ostale u organizmima, ali i o odgovarajuéem
indukovanom efektu. Ispitivanje uticaja razli¢itih zagadivaca primenom biomonitoringa
moze se vrsiti koris¢enjem ex Situ i in situ pristupa. U ex situ pristupu, dejstvo odredenih
zagadivaca na organizme ispituje se u laboratorijskim uslovima. Laboratorijska ispitivanja
obi¢no ukljucuju kratkotrajna izlaganja test organizama jednom ili nekolicini zagadivaca.
Stoga, uslovi ispitivanja u laboratorijskim studijama retko oslikavaju sredinu u kojoj se
nalaze prirodne populacije i nedostaje im ekoloski realizam (Adams & Greeley, 2000). U in
situ pristupu procena se vr§i na organizmima na samom lokalitetu koji je pod uticajem

zagadenja.

1.2.1 In situ biomonitoring

U prirodnim uslovima svi organizmi su izloZeni istovremenom dejstvu vise faktora.
Indukovani toksi¢ni efekat Cesto je rezultat sinergistickih 1 antagonistickih interakcija
razli¢itih hemikalija u kompleksnim smeSama i njihovih interakcija sa fizickim 1 bioloSkim
faktorima. Takav interaktivan i dinamiCan ,,milje* koji je prisutan u prirodi gotovo je
nemoguce reprodukovati u laboratoriji (Sandhu & Lower, 1989). In situ istrazivanja su od
velikog znacaja jer omogucavaju razumevanje i predvidanje efekata zagadenja na prirodne
populacije i zajednice organizama u realnim uslovima. Ipak, usled nepoznate i kompleksne
prirode otpadnih voda koje dospevaju u akvati¢ne ekosisteme gotovo je nemoguée napraviti
jasnu vezu izmedu uocenih efekata u organizmima 1 specifi¢nog zagadivaca ili grupe

zagadivaca (Wepener et al., 2005). Pri in situ biomonitoringu neophodno je pratiti i fizicko-
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hemijske i hemijske parametre kvaliteta vode, jer oni znac¢ajno mogu uticati na fizioloSki
status Zivotinja 1 biodostupnost zagadivaca. Neophodno je poznavati biologiju, fiziologiju i
ekologiju kori$¢enih organizama kako bi se pravilno interpretirali rezultati. Preporuka je i
da se in situ istrazivanja vrse tokom razli¢itih sezona, usled prirodnih sezonskih promena
stanja lokaliteta, izloZenosti zagadenju, ali i razlika u fizioloSkom statusu test organizama
(Liber et al., 2007). In situ istrazivanja se mogu vrSiti primenom aktivnog i pasivnog
biomonitoringa. Aktivni biomonitoring podrazumeva gajenje indikatorskih organizama u
laboratoriji 1 njihovo naknadno izlaganje na lokalitet od interesa, na odredeno vreme.
Takode, u aktivhom biomonitoringu se moze vrSiti translokacija organizama Sa
nezagadenog na zagaden lokalitet. Na kraju perioda izlaganja analiziraju se nastale reakcije
organizama ili zagadiva¢i usvojeni od strane organizama. U slufaju pasivnog
biomonitoringa koriste se organizmi koji su ve¢ prirodno prisutni na zagadenim
lokalitetima i ispituju se njihovi odgovori (Markert, 2007). Jedan od problema koji se ¢esto
javlja u in situ pristupu jeste pronalaZzenje odgovarajuceg kontrolnog lokaliteta, koji bi se u
istom vodnom telu okarakterisao kao Cist, a upotreba laboratorijskih ili istorijskih kontrola
smatra se neadekvatnim (Sandhu & Lower, 1989). Za analizu biomarkera koriS¢enje
negativne kontrole je vazno, ali je moguce i samo pratiti vremensko variranje odgovora

biomarkera na jednom lokalitetu (Dalzochio et al., 2016).

1.3 Bioindikatori

Prilikom procene rizika u Zivotnoj sredini u biomonitoringu, obi¢no se koriste
indikatorski organizmi, bioindikatori (Friberg et al., 2011). Bioindikator se moZe definisati
kao organizam koji daje informaciju o ekoloskim uslovima na stani$tu (Van der Oost et al.,
2003), a primena odgovarajuc¢ih bioindikatora znacajno doprinosi kvalitetu biomonitoringa.
SavrSen bioindikator za procenu stanja akvaticnih ekosistema, trebalo bi da poseduje
sledece karakteristike (Zhou et al., 2008):

1) moze da prezivi akumulaciju visokih koncentracija zagadivaca;

2) poseduje sesilan nacin zivota, pa reflektuje zagadenje na datom lokalitetu;
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3) visoko je zastupljen i rasprostranjen; time omogucava ponavljanje i poredenje analiza;

4) ima dug Zivotni vek, §to omogucava poredenje medu razlicitim uzrasnim kategorijama;
5) moze da obezbedi odgovarajuce ciljno tkivo ili ¢elije pogodne za ispitivanje odgovora na
nizim nivoima bioloske organizacije;

6) lako se uzorkuje i uzgaja u laboratoriji;

7) zivi u vodenom stanistu;

8) zauzima vazno mesto u lancu ishrane;

9) u organizmu se moze posmatrati dobar odnos doze i efekta.

Kako je gotovo nemoguce pronaci bioindikatorski organizam sa svim navedenim
karakteristikama, u praksi se primenjuju bioindikatori koji poseduju nekoliko navedenih
karakteristika zavisno od specifi¢nog zadatka biomonitoringa (Zhou et al., 2008).

Upotreba bioindikatora zasniva se na analizi specificnih odgovora ovih organizama
na postojece stanje ekosistema (Birk et al., 2012). Vodeni zahtevima medunarodnih
propisa, kao $to je Okvirna Direktiva o vodama EU, razli¢ite taksonomske grupe (alge,
makrofite, makro-invertebrati i ribe) koriste se u proceni ekoloskog statusa vodnih tela
Sirom drzava €lanica EU (Colin et al., 2016). Biomonitoring daje informacije o promenama
koje mogu predstavljati znacajan rizik za pojedinacne vrste, ukljucujuci i ljude, populacije,
zajednice i ekosisteme. Stoga, izuzetno je vazno kori$éenje bioindikatora ¢iji se odgovori

mogu ekstrapolirati u proceni rizika za stanje ekosistema, ali i zdravlje ljudi (Burger, 2006).

1.3.1 Ribe kao bioindikatorski organizmi

Kao veoma prisutna i vaZna komponenta slatkovodnih ekosistema ribe se
primenjuju u monitoringu stanja re¢nih ekosistema ve¢ dugi niz godina i jedna su od
najcesce koris¢enih grupa bioindikatora u ekotoksikoloskim in situ ispitivanjima (Li et al.,
2010). Ribe se koriste kao test organizmi zbog njihove pozicije u trofickom lancu u
akvati¢nim ekosistemima i uloge u ishrani ljudi. Kako ribe zauzimaju najvisi nivo u lancu
ishrane u akvatiénim ekosistemima, mogu se smatrati amplifikatorima toksi¢nih i
genotoksicnih supstanci prisutnih u organizmima na nizim nivoima lanca ishrane

(Boettcher et al., 2010). Bioindikatori, posebno sa dugim zivotnim vekom kao Sto su ribe,
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osetljivi su na dejstvo kompleksnih smesa hemikalija koje dospevaju u akvati¢ni ekosistem
(Zhou et al., 2008).

Koncentracija zagadivata u tkivima ribe smatra se odlicnim indikatorom
optere¢enja zivotne sredine odredenim zagadivac¢ima, ali obi¢no ne pokazuje direktne
fizioloSke i1 ekoloske posledice takvog izlaganja. Zagadivaci u akvaticnom ekosistemu
obi¢no izazivaju Sirok spektar efekata 1 odgovora koji variraju od promena na
molekularnom nivou, preko promena u morfologiji i fiziologiji organizma, do promena u
ponasanju, rastu i reprodukciji riba (Weis et al., 2001; Arukwe, 2001) Tokom kratkotrajnog
izlaganja niskim koncentracijama zagadivafa, u ribama se moze uociti odgovor na
subcelijskom nivou, a obi¢no je organizam u stanju da se izbori sa ovakvim stresom tako da
ne dode do ozbiljnih efekata po zdravlje. Ipak, dugotrajno i obimno izlaganje moze
indukovati niz funkcionalnih i strukturnih promena koje ¢e ugroziti vitalne funkcije
organizma (Van der Oost et al., 2003). U ribama su vazna dva razli¢ita nafina unosa
zagadivaca: direktno iz vode preko Skrga i oralnim putem asimilacijom zagadene hrane.
Ribe se smatraju odli¢nim bioindikatorima Stetnih efekata zagadenja izmedu ostalog i zbog
Cinjenice da se biotransformacija zagadivaca kod ovih organizama vrsi ukljuc¢ivanjem

mnogih sli¢nih reakcija kao i kod sisara (Kleinow et al., 1987).

1.3.1.1 Deverika (Abramis brama), krupatica (Blicca bjoerkna) i crnooka deverika

(Ballerus sapa)

Deverika Abramis brama, krupatica Blicca bjoerkna i crnooka deverika Ballerus
sapa su geneticki, ekoloski i bioloski slicne vrste. Prema istrazivanju Van Dyk et al. (2009)
ocekivano je da ¢e stanje blisko srodnih vrsta riba izlozenih istim uslovima Zivotne sredine
biti ugroZzeno na sli¢an nacin. Sve tri vrste pripadaju familiji Cyprinidae, podfamiliji
Leuciscinae, visoko su srodne i $iroko rasprostranjene u Evropi i Aziji (Perea et al., 2010;
Molnar et al., 2011; fishbase.org) (Slika 1.2). Do skoro su krupatica i crnooka deverika
pripadale rodu Abramis, a od nedavno su odvojene u zasebne rodove (Mendel et al., 2012).
Ove tri vrste uglavnom naseljavaju sporotekuée nizijske reke i stajace vode, blizu
peskovitog i muljevitog dna, a hrane se crvima, mekuScima i larvama insekata (Simonovi¢,

2001; Florea & Gheorghe, 2008). Hrane¢i se organizmima dna, bentivorne ribe izdizu
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sediment i unose Cestice sedimenta, Sto vodi njegovoj resuspenziji i oslobadanju supstanci u
vodeni stub (Breukelaar et al., 1994). Usled toga, ove ribe su izloZzene zagadenju poreklom
iz vode, hrane i sedimenta. One su odabrane kao bioindikatori jer se love tokom ¢itave
godine, autohtone su i visoko rasprostranjene u Savi i Dunavu (Jovi€i¢ et al., 2014).
Takode, ocenjene su kao slabo mobilne vrste (Bartel et al., 2007). Deverika, krupatica i
crnooka deverika se koriste u ljudskoj ishrani, ali predstavljaju ekonomski manje cenjene
vrste riba ("bela riba"), pri ¢emu krupniji primerci deverike mogu dostici i ve¢u vrednost.
Deverika se smatra pogodnim indikatorskim organizmom u proceni stresa u
zivotnoj sredini u programima monitoringa evropskih reka (Kriiger et al., 1996; Dus et al.,
2005). Pokazala se kao koristan i osetljiv bioindikator u ispitivanjima akumulacije metala i
metaloida, kao i histopatoloSkih promena u razli¢itim tkivima (Salanki et al., 1982; Kriiger
et al., 1996; Farkas et al., 2000, 2003; Giari et al., 2012). Krupatica je kori¢ena u studijama
analize metala i metaloida (Lenhardt et al., 2012; Szkoda et al., 2014), dok za crnooku
deveriku nisu nadene studije u kojima je koris¢ena kao bioindikator. Koliko znamo, ovo je
prva studija u kojoj se kao osetljiv indikator genotoksi¢nosti prati oste¢enje DNK molekula

komet testom u navedenim vrstama.
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Slika 1.2. Vrste riba kori$¢enih u studiji sa arealima rasprostiranja; (a) deverika Abramis brama, (b) krupatica

Blicca bjoerkna, (c) crnooka deverika Ballerus sapa (izvor slika mapa: ittiofauna.org)

1.4 Biomarkeri

Jedan od ciljeva biomonitoringa jeste uspostavljanje veze izmedu spoljasnjih
koncentracija zagadivaca, koncentracija zagadivaca u tkivima bioindikatora i ranih Stetnih
efekata po ispitivane organizme (da Silva Montes et al., 2011). Odgovor biomarkera
definiSe se kao biohemijska ili bioloska promena koja nastaje usled dejstva nekog agensa
(Van der Oost et al., 2003). Biomarkeri pruzaju informaciju o stvarnom odgovoru zivih

organizama izlozenih egzogenim i endogenim stresorima. Najvazniji razlog za kori$¢enje
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biomarkera je taj Sto oni daju informacije o bioloSkim efektima zagadenja, a ne samo
podatak o prisustvu i nivou zagadenja u Zivotnoj sredini.

Stresori u zivotnoj sredini prvo izazivaju promene na molekularnom nivou |
gradivnim jedinicama organizma kao §to su celije 1 tkiva, a ukoliko je dejstvo stresora
dovoljnog trajanja i jaCine, efekti na nizim nivoima vremenom ¢e se manifestovati na viSim
nivoima bioloske organizacije (Slika 1.3). Ovakav pristup nam moze omoguciti da

povezemo stresore u zivotnoj sredini sa posmatranim bioloSkim efektom (Adams &

Greeley, 2000; Jha, 2008).

Ekoloska procena rizika
Upravljanje Zivotnom sredinom

Ekoloska
relevantnost
Uspeh

populacije
Rani | odgovor Struktura

populacije

Reproduktivni [C 3 Rast

Vremenski odgovor

Godine Fiziologki
Meseci - —
Dani/Nedelje Biohemijski
Sati/Dani [Biomolekulski |

Minuti

1

Stresori u Zivotnoj
sredini

Slika 1.3. Hijerarhijski odgovor organizama na stres iz Zivotne sredine. Pokazani su vise osetljivi biomarkeri
ranog odgovora- promene na nizim nivoima bioloske organizacije i biomarkeri sporijeg odgovora, ali veéeg
ekoloskog znacaja - promene na vi§im nivoima bioloske organizacije (modifikovano iz Adams & Greleey,

2000)

Biomarkeri na nizim nivoima bioloske organizacije relativho brzo odgovaraju na

stres 1 imaju visoku toksikoloSku relevantnost, dok oni na vi§im nivoima imaju relativno
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spor odgovor 1 nizu toksikolosku relevantnost, ali se karakteriSu visokom ekoloSkom
relevantnoS¢u (Adams et al., 1989; Teh et al., 1997).

Prema opstoj, generalno prihvacenoj klasifikaciji, biomarkeri su svrstani u tri glavne
kategorije (Manno et al., 2010):
1) biomarker izlaganja je hemikalija, ili njen metabolit, ili proizvod interakcije hemikalija
1 ciljnih biomolekula, koji se moze izmeriti u nekom delu ili te€nosti organizma,
2) biomarker efekta je merljiva biohemijska, strukturna, funkcionalna promena ili
promena u ponasanju organizma, koja se zavisno od svog obima moze dovesti u vezu sa
postoje¢im ili potencijalnim stanjem organizma,
3) biomarker osetljivosti se mozZe definisati kao indikator nasledene ili steCene

sposobnosti organizma da odgovori na izazov izlaganja Stetnim agensima.

Kako se efekti zagadivaca na organizam mogu manifestovati na jednom ili vise
razli¢itth nivoa bioloske organizacije, procena odgovora na jednom nivou bioloske
organizacije nije dovoljna za kompletnu procenu 1 interpretaciju efekata zagadivaca na
stanje riba. Relevantan pristup u proceni efekta zagadenja na organizam bio bi pracenje
nekoliko biomarkera istovremeno u organizmu, koji su idealno na razliitim nivoima
bioloske organizacije (Wepener et al., 2005; Triebskorn et al., 2008; Lenhardt et al., 2015).

1.4.1 Analiza koncentracija metala i metaloida u tkivima riba

Koncentracija specificnih zagadivaca u organima i tkivima bioindikatora moze se
smatrati biomarkerom izlaganja (Forbes et al., 2006), jer se pri ovakvoj proceni dobija
informacija o prisustvu specifi¢nih zagadivaca u zivotnoj sredini. Sa druge strane, Van der
Oost et al. (2003) su istakli da se optereCenje organizma odredenim agensima ne moze
smatrati biomarkerom u pravom smislu te reci, jer se ne dobija informacija o indukovanim
poremecajima u organizmu. Prema njima, nivo zagadivaca u tkivima bioindikatora mozZe se
okarakterisati kao marker bioakumulacije.

Globalno zagadenje akvati¢nih ekosistema metalima i metaloidima privlaci sve vise
paznje. Neki od ovih elemenata mogu uci u sastav stabilnih jedinjenja visoke toksi¢nosti,
koja se mogu akumulirati u organizmima, povecavati svoje koncentracije kroz lanac ishrane
i ugroziti zdravlje ljudi (Duruibe et al., 2007). Ovi elementi u akvati¢nim ekosistemima
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mogu biti prirodnog porekla, dospevaju iz zemljista 1 stena, obi¢no u niskim
koncentracijama i ne izazivaju Stetne efekte na date organizme (Sunjog et al., 2016).

Zagadenje metalima se povecalo sa tehnoloskim napretkom ljudske populacije.
Industrija, rudarstvo, unapredenje poljoprivrede, netretirane otpadne vode domacdinstava i
motorni saobrac¢aj smatraju se glavnim izvorima zagadenja metalima (Sevcikova et al.,
2011). Hemijske analize vode i sedimenta predstavljaju direktan pristup u otkrivanju
zagadenja zivotne sredine metalima i metaloidima, ali ne mogu da pruze dokaz o sveopstem
uticaju 1 mogucoj toksi¢nosti na organizme i ekosistem (Zhou et al., 2008). Usled
stabilnosti i tendencije da se akumuliraju u vodi i sedimentu, ukoliko se nadu u veéim
koncentracijama, metali i metaloidi su visoko toksi¢ni za sve zive organizme (Fernandes et
al., 2008).

Pokazano je da je koncentracija metala u vodi pozitivno korelisana sa njihovom
koncentracijom u tkivima riba (Bervoets & Blust, 2003). Ribe su glavha komponenta
ljudske ishrane, a one sa zagadenih staniSta predstavljaju potencijalan rizik po zdravlje
ljudi. Ribe usvajaju metale iz vode, hrane i sedimenta preko Skrga, digestivnog trakta i
povrsine koze (Dallinger et al., 1987). Nivo akumulacije metala i metaloida u tkivima pod
uticajem je abioti¢kih i1 biotickih faktora, kao Sto su staniSte ribe, hemijski oblik metala,
temperatura i pH vode, koncentracija Ca*" i rastvorenog kiseonika u vodi, providnost vode,
kao i uzrast, pol, masa tela i fiziolosko stanje riba (Castro-Gonzéalez & Méndez-Armenta,
2008). Koncentracije metala u miSicu riba nisu najpouzdaniji indikator zagadenja ¢itavog
organizma. Stoga, kako bi mogli pravilno da procenimo zagadenje riba odredenim
elementima, preporucuje se analiza i drugih tkiva (Has-Schon et al., 2006). Najcesci organi
koji se koriste kao ciljni organi za prac¢enje akumulacije metala i metaloida su skrge i jetra.
Skrge predstavljaju vazan organ u monitoringu zagadenja kako su u direktnom kontaktu sa
vodom, dok se jetra koristi zbog visokog potencijala akumulacije (Lenhardt et al., 2015).
Nivo metala u misi¢cima se ispituje kako bi se odredio potencijalan rizik konzumacije za
ljudsko zdravlje (Farkas et. al, 2003), dok se koncentracija metala u gonadama procenjuje
radi eventualnog uticaja ovih elemenata na reproduktivne aktivnosti riba (Kime et al.,
1996).
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Zavisno od bioloske uloge, elementi se mogu podeliti na esencijalne sa poznatom
bioloSkom ulogom, neesencijalne bez poznate bioloske uloge i toksi¢ne elemente. Kao i
esencijalni elementi, neesencijalni i toksi¢ni elementi se takode usvajaju od strane riba i
akumuliraju u tkivima. Prisustvo ovih elemenata u tkivima riba ukazuje na egzogene
faktore koji mogu biti u vezi sa zagadenjem (Carvalho et al., 2005; Tuzen & Soylak, 2007).
Nedostatak esencijalnih elemenata kao i njihove visoke koncentracije mogu dovesti do
razli¢itih negativnih efekata po zdravlje riba, ekvivalentnih ili gorih od uticaja
neesencijalnih metala (Sfakianakis et al., 2015). U daljem tekstu opisane su karakteristike

esencijalnih i neesencijalnih elemenata procenjenih u tkivima riba u ovoj studiji.

1.4.1.1 Esencijalni elementi

1.4.1.1.1 Hrom (Cr)

Uloga hroma u prirodi veoma je kontradiktorna. To je esencijalan element ukljucen
u metabolizam glukoze i lipida. Sa druge strane unos visokih koncentracija Cr (VI) moze
indukovati mutagene i1 kancerogene efekte i patoloSke promene u mnogim organima. lako
postoje razlicita oksidaciona stanja ovog metala, Cr (III) i Cr (VI) su dominantni u Zivotnoj
sredini. Cr (III) se nalazi prirodno u Zivotnoj sredini 1 ima nisku toksi¢nost jer slabo prolazi
kroz bioloske membrane. Cr (VI) u ve¢im koli¢inama dospeva u Zivotnu sredinu putem
otpadnih voda poreklom iz domacinstava i industrije, lako prolazi kroz membrane i visoko
je toksiCan jer se smatra jakim oksidantom. Unutar ¢elija Cr (VI) se redukuje preko
reaktivnih intermedijera, kao §to su Cr (V) 1 Cr (IV), u stabilniji oblik Cr (III)
(Chorvatovicova et al., 1993). Tokom ovog procesa stvaraju se slobodni radikali koji mogu
reagovati sa ¢elijskim makromolekulima, ukljucujuéi i DNK, pri ¢emu mogu nastati adukti
Cr-DNK, jednolancani prekidi i DNK-protein unakrsne veze (Manning et al., 1994).
Nekoliko studija potvrdilo je citotoksi¢ne, imunoloske, hematoloSke, histopatoloske i
genotoksi¢ne efekte hroma na ribe (Alazemi, 1996; Velma & Tchounwou, 2010), kao i
efekte na metabolizam, fizioloSke aktivnosti, rast i ponasanje riba (Mishra & Mohanty,
2008, 2009).
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1.4.1.1.2 Bakar (Cu)

......

Prirodno je prisutan u zemljiStu i vodi, ima esencijalnu ulogu u nizu metaboli¢kih procesa i
sastavni je deo brojnih enzima i strukturnih proteina (Sevcikova et al., 2011). Neophodan je
za iskoriS¢avanje gvozda i kao kofaktor je uklju¢en u metabolizam glukoze i1 sintezu
hemoglobina, vezivnog tkiva i fosfolipida (Celik & Oehlenschldger, 2004). Sposobnost Cu
da prelazi iz oksidovanog Cu (II) u redukovano stanje Cu (I), koriste kuproenzimi ukljuceni
u redoks reakcije. Ova osobina ga upravo ¢ini potencijalno toksi¢nim jer se prilikom
prelaska iz jednog u drugo stanje mogu formirati superoksid i hidroksi radikali. Rudarstvo,
otpadne vode industrije i1 pesticidi koji sadrze Cu osnovni su izvori zagadenja akvati¢nih
ekosistema (WHO, 1998). Toksi¢nost bakra za ribe i njegova biodostupnost pod uticajem
su fizi€ko-hemijskih osobina vode tj. pH, rastvorenih materija, sadrzaja organskih materija i
tvrdoce (Erickson et al., 2008). U zagadenim sredinama ribe mogu usvajati Cu i preko
Skrga i preko crevnog sistema (Dallinger et al., 1987). Uloga jetre u metabolizmu Cu kod
riba je u njegovoj akumulaciji kada su ribe izloZene visokim koncentracijama i raspodeli u

organizmu kada su nedovoljne koli¢ine prisutne u hrani i vodi (Kamunde et al., 2002).
1.4.1.1.3 Gvozde (Fe)

Gvozde (Fe) je jedan od najrasprostranjenijih metala na Zemlji (Bury & Grosell,
2003). Esencijalan je element neophodan za mnoge fizioloske funkcije i njegova
homeostaza u organizmu strogo je regulisana razliitim mehanizmima. U bioloSkim
sistemima prisutan je u tri oksidativna stanja (I, 111 i 1V). Veliki deo Fe u organizmu je
vezan za hemoglobin, transferin, feritin i enzime koji sadrze gvozde. Prekomerni unos Fe ili
poremecaji u njegovoj regulaciji mogu biti toksi¢ni S$to je povezano sa njegovom
sposobno$¢u da katalizuje formiranje slobodnih radikala preko Fenton reakcije. Stetni
efekti Fe ukljucuju ostecenje DNK, lipidnu peroksidaciju i oksidaciju proteina (Sevcikova
et al., 2011). Fero gvozde (Fe**), koje je potentnije od feri gvozda (Fe®), katalizuje
formiranje vodonik peroksida i stvaranje slobodnih radikala u prisustvu nezasi¢enih masnih

kiselina i kiseonika (Watanabe et al., 1997). lako Skrzni epitel apsorbuje Fe u odredenoj
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meri, crevna mukoza se smatra glavnim mestom ulaska u organizam riba (Bury et al.,
2003).

1.4.1.1.4 Mangan (Mn)

Mangan (Mn) je jedan od najrasprostranjenijih metala u prirodi. Obi¢no se nalazi u
stenama, zemljiStu i vodi, a Zemljina kora sadrzi oko 0,1 % Mn. U akvati¢nim sredinama
prisutan je kao Mn*" i Mn**. Prelazak iz jedne forme u drugu deSava se putem abioticke ili
bioticke oksidacije i redukcije. Jedinjenja Mn?* su rastvorljiva, dok se Mn** najéesce nalazi
u vidu nerastvorljivih oksida. Iako je Mn sveprisutan i Siroko rasprostranjen u prirodi,
organizmima je potreban u malim koli¢inama za normalan razvoj i funkcionisanje. Sastavni
je deo metaloenzima i aktivator enzima kao $to su hidrolaze, kinaze, dekarboksilaze, DNK i
RNK polimeraze i transferaze (Culotta et al., 2005). Glavni antropogeni izvori Mn
ukljucuju ispuste komunalnih otpadnih voda, deponije, rudarstvo, proizvodnju celika i
sagorevanje fosilnih goriva. Izlaganje visokim koncentracijama Mn moze biti toksi¢no i
uticati negativno na kondiciju organizma (Roth, 2006; Pinsino et al., 2012). Unos Mn od
strane akvati¢nih beski¢menjaka i riba znacajno se povecava sa povecanjem temperature i
snizavanjem pH vode (Howe et al., 2004). Oslobadanje Mn u akvati¢ne ekosisteme moze

ugroziti reproduktivni potencijal riba (Srivastava & Agrawal, 1983).
1.4.1.1.5 Molibden (Mo)

Molibden (Mo) je zastupljen u Zemljinoj kori sa oko 0,0015 % i javlja se najceS¢e u
tri oblika, kao molibdenit (MoS;), povelit (CaMoQO,) i wvulfenit ili olovo molibdat
(PbMo00O,). Molibdenit je dominantno prisutan i osnovni je izvor Mo. Mo je prisutan u
tkivima svih biljaka, Zivotinja 1 ljudi 1 smatra se esencijalnim elementom za sve oblike
zivota. Koncentracije Mo u prirodnim populacijama Zivotinja, ribama i beskicmenjacima su
niske u poredenju sa koncentracijama u kopnenim biljkama (Eisler, 1989). Ulazi u sastav
metaloenzima ksantin oksidaze i kofaktor je nekoliko enzima. Sagorevanje uglja
predstavlja najveéi izvor Mo u atmosferi (61 % ukupnog atmosferskog Mo iz antropogenih
izvora). Mo je i sastavni deo Celika i drugih legura koje se koriste u proizvodnji cevi za

dobijanje X-zraka, ekrana, radio mreza i svecica. Jedinjenja Mo su prisutna u lubrikantima,
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farbama, gumama i dubrivu (Reid, 2002). Postoji relativno malo informacija o fizioloSkom

uticaju povecanih koncentracija Mo na ribe.
1.4.1.1.6 Cink (Zn)

Cink (Zn) je 23. element po rasprostranjenosti u Zemljinoj kori i uglavnhom je
prisutan kao cink sulfid (ZnS). Esencijalan je element za ¢elije svih poznatih organizama i
drugi je po rasprostranjenosti, odmah posle Fe, kod ve¢ine kicmenjaka. Neophodan je za
mnoge osnovne bioloske procese, ukljucuju¢i metabolizam proteina, ugljenih hidrata i
lipida, ima vaznu ulogu u imunskom sistemu, neurotransmisiji i ¢elijskoj signalizaciji.
Posto ulazi u sastav mnogih enzima, odgovoran je za razli¢ite bioloske funkcije, za koje su
neophodni relativno visoki nivoi Zn da bi se odrzale (Yilmaz et al.,, 2010). U veéini
prirodnih voda Zn je dominantno prisutan kao slobodan jon Zn®*. Akumulacija Zn u
Skrgama riba i toksi¢nost u slatkoj vodi zavisice od hemije vode, koli¢ine rastvorenih
organskih materija, koncentracije Ca®* i pH vode (Playle, 1998). Oko 75 % proizvedenog
Zn koristi se za galvanizaciju Celika, u livnicama i proizvodnji legura, a preostalih 25 % u
proizvodnji gume, hemikalija, boja i poljoprivrednih proizvoda. Kako se Zn u organizmima
nalazi u visokoj koncentraciji, izlaganje riba ovom elementu uglavnom ne dovodi do
povecane koncentracije u tkivima, dok dokazi za biomagnifikaciju putem lanca ishrane ne
postoje (Goodyear & McNeill, 1999).

1.4.1.1.7 Kobalt (Co)

Kobalt (Co) je metal koji se nalazi u malim koncentracijama u Zemljinoj kori, a u
prirodi se javlja u okviru razli¢itih minerala. Esencijalan je element za ribe i druge
organizme jer ulazi u sastav cijanokobalamina tj. vitamina B12 (Blust, 2011). Najranija
upotreba Co vezuje se za proizvodnju plavog stakla i odredenih boja. Co se koristi u
proizvodnji legura gde poboljSava njihovu snagu, otpornost na visoke temperature i
sprecava koroziju, u proizvodnji magneta, galvanizaciji 1 kao katalizator za preciS€avanje
nafte. Posebno se istice njegova upotreba za proizvodnju punjivih baterija hibridnih
elektri¢nih vozila (Wang, 2006). Koncentracije Co u prirodi prilicno su niske, ali se mogu

povecati pod uticajem navedenih antropogenih aktivnosti. Co pripada grupi metala koji
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mogu blokirati Ca** kanale i poremetiti njegovu regulaciju u akvati¢nim organizmima. Co
se ne akumulira intenzivno kod vecine vrsta riba, kao $to je slucaj sa drugim metalima i nije
utvrdena biomagnifikacija kroz lanac ishrane (Ga&l et al., 2008). Co®*" moze blokirati
mehanosenzorne ¢elije bocne linije riba i tako izazvati poremecaje u orijentaciji, ponasanju

i detekciji plena (Butler, 2016).

1.4.1.2 Neesencijalni elementi

1.4.1.2.1 Aluminijum (Al)

Aluminijum (Al) je Siroko rasprostranjen element u vazduhu, vodi i zemljiStu sa
udelom od 8 % u Zemljinoj kori, odmah posle kiseonika (47 %) i silicijuma (28 %) (Kumar
& Gill, 2009). Njegove koli¢ine u Zivotnoj sredini su se povecale usled antropogenih
aktivnosti, kao §to su proizvodnja kuénih aparata, konzervi, hrane, kozmetike, lekova 1
herbicida (Verstraeten et al., 2008; Pereira et al.,, 2013). Smatra se neesencijalnim
elementom, a njegova povecana bioloska dostupnost dovodi se u vezu sa akutnim i
hroni¢nim oboljenjima ljudi. Akumulacija Al u tkivima i organima uzrokuje njihovu
disfunkciju, a efekti su Cesto u saglasnosti sa koncentracijama ovog metala u tim organima
(Becaria et al., 2002). Aluminijum se moze vezati za jedinjenja koja sadrZe kiseonik i azot,
a posebno za neorganske i organske fosfate. Preko ovih interakcija, vezuje se za brojne
bioloske makromolekule (Exley, 2004). Povecane koncentracije Al u vodi predstavljaju
jedan od velikih problema u Zivotnoj sredini jer je Al pod odredenim uslovima toksi¢an za

ribe (Exley et al., 1991).

1.4.1.2.2 Arsen (As)

Metaloid arsen (As), okarakterisan kao prioritetna hazardna supstanca, jedna je od
najStetnijih supstanci koja dospeva u akvati¢ne ekosisteme kao rezultat geogenih procesa i
antropogenih aktivnosti (ATSDR, 2002). Prirodno se nalazi u tragovima u akvati¢nim
ekosistemima, ali se njegova koncentracija povecala usled industrijskih, poljoprivrednih i
rudarskih aktivnosti (Olmedo et al., 2013). Jedinjenja arsena obimno se koriste kao
herbicidi, fungicidi, u konzervaciji drveta, u stipsama (desikantima), kao insekticidi za
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tretiranje zivotinja, u bojama i farbama. Obimno se koristi u poljoprivredi, proizvodnji
stakla, keramike, metalnih legura, poluprovodnika i elektri¢nih uredaja (Martin &
Griswold, 2009). Nema poznate uloge u bioloskim sistemima, a ¢ak i niske koncentracije
mogu ugroziti zdravlje akvati¢nih i kopnenih organizama, ukljucujuci i ¢oveka (Ng et al.,
2003). U prirodi se moze na¢i u neorganskom i organskom obliku, a smatra se da se
Stolz, 2003). Arsen moze indukovati genotoksi¢nost putem stvaranja reaktivnih vrsta
kiseonika (ROS) i smanjenja antioksidativne zastite organizma (Lynn et al., 1997; Shi et al.,
2004).

1.4.1.2.3 Barijum (Ba)

Barijum (Ba) je mikroelement prisutan u magmatskim i sedimentnim stenama. lako
se u prirodi ne nalazi u slobodnom stanju, prisutan je u brojnim jedinjenjima kao
dvovalentni katjon, a najéeSce kao barit (BaSQOy) ili viterit (BaCOj3). Osim §to se normalno
nalazi u Zemljinoj kori, a samim tim i u veéini povrsinskih voda, Ba takode dospeva u
zivotnu sredinu putem industrijskih aktivnosti. Njegova jedinjenja se koriste u proizvodnji
plastike, gume, elektronskih uredaja, tekstila, keramike, posuda, cigala, stakla, papira,
lekova i kozmetike. Dospeva u atmosferu tokom procesa sagorevanja uglja, fosilnih goriva
i otpada, a takode se nalazi u metalurskim i industrijskim otpadnim vodama. TaloZenje u
zemljiStu moze biti rezultat antropogenih aktivnosti kao Sto su odlaganje pepela i deponije.
Generalno postoji malo informacija o potencijalnim Stetnim efektima Ba po ribe. Kod ljudi,
unos visokog nivoa rastvorljivih jedinjenja Ba moZze izazvati gastrointestinalne probleme,

hipertenziju, aritmije i paralizu skeletnih misica (WHO, 2003).

1.4.1.2.4 Olovo (Pb)

Medu neesencijalnim metalima, malo njih se moze porediti sa vazno$¢u olova (Pb)
za ljudsku istoriju u pogledu primene, ali je ovaj element takode veoma toksi¢an. Pb je
perzistentan metal koji je okarakterisan kao prioritetna hazardna supstanca. Nema poznate
bioloske funkcije, a toksian je ¢ak i u malim dozama (Flora et al., 2012). Nalazi se u

niskim koncentracijama u Zemljinoj kori, uglavnom u obliku olovo sulfida (PbS). lako se
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javlja u prirodi, njegove koncentracije u zivotnoj sredini su Se znacajno povecale usled
antropogenih aktivnosti kao $to su metalurgija, proizvodnja boja i benzina koji sadrze
olovo. U vodu moze dospeti putem otpadnih voda industrije i topionica, starih olovnih cevi
vodovoda, pesticida, padavina, spiranja ulica i otpadnih voda domacinstava. Ribe lako
apsorbuju Pb?* iz vode i smatra se da je direktan unos preko $krga primaran nadin unosa u
slatkim vodama, putem jonske mimikrije. Kako se slabo akumulira u misicu riba, zagadenje
riba olovom generalno ne predstavlja znacajan rizik po zdravlje ljudi. Olovo smanjuje
antioksidativnu zaStitu i moze izazvati znaCajno povecanje produkcije reaktivnih vrsta
kiseonika (ROS) 1 oksidativni stres, §to moze voditi do razli¢itih poremecaja u

funkcionisanju lipida, proteina i DNK molekula (Authman et al., 2015).

1.4.1.2.5 Stroncijum (Sr)

Stroncijum (Sr) je Siroko prisutan u prirodi kao celestit (SrSOg4) i stroncijanit
(SrCOs3) i ¢ini oko 0,037 % Zemljine kore. Prirodni Sr je meSavina Cetiri stabilna izotopa
(®*Sr, %Sy, 875y j 88Sr), pri Gemu je *Sr najzastupljenija forma koja &ini oko 83 % prirodnog
Sr. Najvazniji antropogeni izvori su nuklearne aktivnosti, kao S§to su nuklearne
termoelektrane, fabrike za preradu nuklearnog goriva, postrojenja za skladiStenje
nuklearnog otpada i proizvodnja nuklearnog oruzja. Jedinjenja stroncijuma koriste se u
industriji keramike i stakla, pirotehnike, pigmenata za boje, fluorescentnog svetla i lekova.
Generalno, elementarni Sr se ne smatra toksi¢nim za organizme, ali postoji malo
istraZzivanja na ovom polju na ribama i drugim akvatiénim organizmima (Chowdhury &

Blust, 2012).

1.4.1.3 Detekcija metala i metaloida metodom ICP-OES

Metoda induktivno spregnute plazme opti¢ko emisione spektroskopije (ICP-OES)
jedna je od najpouzdanijih i najSire koriS¢enih analitiCkih metoda za kvalitativno 1
kvantitativno odredivanje elemenata u tragovima u velikom broju razli¢itih uzoraka (Hou et
al., 2000). Princip se zasniva na sposobnosti atoma iz uzorka da prime energiju plazme i
predu u pobudeno stanje. Pri povratku u osnovno stanje emituje se elektromagnetno

zraCenje talasne duzine karakteristicne za odredeni element. Detekcija zraCenja odredene
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talasne duzine koristi se u kvalitativnoj analizi, dok se izmereni intenzitet koristi za
kvantitativnu analizu uzorka. Argonska plazma je visoko jonizovan gas koji sadrzi veliku
koli¢inu jona i elektrona argona. Argon je prirodan, plemenit, hemijski inertan gas pa ne
moze nagraditi stabilna jedinjenja sa elementima iz uzorka. Usled visoke energije jonizacije
argon moze da ekscitira veinu elemenata iz periodnog sistema. Za analizu su potrebne
male koli¢ine uzorka i moguca je detekcija veoma niskih koncentracija elemenata (Stalovié¢
& Pordevi¢, 2013; Velimirovic, 2013).

Uzorak se pomocu peristalticke pumpe unosi u rasprsiva¢ pod visokim pritiskom 1
pretvara u aerosol. Kada se atomi u uzorku pobude plazmom oni ¢e prilikom povratka u
osnovno stanje emitovati svetlost specifiéne talasne duzine. Zbog veoma visoke
temperature plazme u ICP izvorima dobijaju se slozeni spektri koji se dalje analiziraju
pomocu spektroskopa. Funkcija spektroskopa je da razlozi belu svetlost koja stize od
plazme na razlicite talasne duzine. Kada se dobiju razli¢ite talasne duZine, emitovane od

razli¢itih elemenata, njihovi intenziteti se mogu izmeriti detektorom (Slika 1.4).

Plazma
Emitovana Difrakciona mreza
svetlost
RF e C
generator | X 7 Prizma
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t Rasprsivac
1] & - —
| Aerosol | i
Komora uzorka I
Otpad Dovod N7/ Uzorak
Argona i

Peristalticka
pumpa

Slika 1.4. Princip rada aparata ICP-OES (modifikovano sa sites.google.com)
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1.4.2 Ostecenje DNK molekula kao biomarker

Molekul DNK se nalazi u ¢elijama svih zivih organizama i nosilac je geneticke
informacije. Svaka neprogramirana promena u strukturi DNK moze dovesti do ozbiljnih
bioloskih posledica. Neki od hemijskih i fizickih agenasa u Zivotnoj sredini klasifikovani su
kao genotoksi¢ni, §to zna¢i da poseduju potencijal da interaguju sa DNK molekulom i
oStete njegovu strukturu (Shugart, 2000).

Genotoksikologija je polje nauke koje proucava interakcije agenasa koji ostecuju
DNK tj. geneticki materijal celije 1 efekte tih interakcija na zdravlje ljudi.
Ekogenotoksikologija je pristup koji primenjuje principe i tehnike genotoksikologije u
proceni efekta zagadenja zivotne sredine genotoksi¢nim agensima na stanje ekosistema. Za
razliku od toksikoloskih ispitivanja kojima je u fokusu stanje jedinke, ekogenotoksikologija
procenjuje posledice genotoksicnih agenasa na kvalitativne i kvantitativne osobine
populacija (Akpoilih, 2012).

Uticaj genotoksi¢nih agenasa na integritet ¢elijske DNK jedan je od prvih dogadaja
u organizmima izloZenim zagadenju. OSteCenje molekula DNK moze se koristiti kao
biomarker izlaganja, ali i kao biomarker efekta. Detekcija prekida DNK lanaca moze se
koristiti kao opsti bioloski odgovor i biomarker izlaganja genotoksi¢nim agensima, kako se
ova promena moze popraviti u procesu reparacije. Ukoliko se prekidi ne isprave ili se
isprave na pogresan nacin, moze do¢i do nastanka mutacija i/ili hromozomskih aberacija.
Kako su ove promene trajne njihovo prisustvo se koristi kao biomarker efekta (Shugart,
2000). Ukoliko mutacija nastane u somatskim Celijama ona moze indukovati
kancerogenezu, a ukoliko nastane u germinativnim c¢elijama vodi¢e do nastanka nasledne
promene (Wurgler & Kramers, 1992). Hromozomske aberacije mogu dovesti do celijske
smrti, §to ¢e uzrokovati niz patofizioloskih stanja.

Neke strukturne promene mogu direktno ukazati na genotoksi¢ni agens pod ¢ijim
dejstvom su nastale. Na primer, UV zra¢enje od 290-320 nm dovodi do pojave dimera
pirimidinskih baza u DNK molekulu, a policikli¢ni aromati¢ni ugljovodonici se kovalentno
vezuju za DNK i formiraju adukte. Sa druge strane, postoje strukturne promene koje, iako
nespecificne, ukazuju na izlaganje genotoksicnim agensima. Jedna od takvih promena jeste

prekid DNK lanca (Shugart, 2000). Jonizujuée zracenje, kao i slobodni radikali mogu
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izazvati prekide lanaca direktno, dok drugi fizicki agensi, kao §to je UV zracenje 1 odredeni
hemijski agensi koji su genotoksi¢ni, izazivaju oSte¢enja na DNK molekulu (fotoprodukti,
adukti, izmenjene baze i dr.), ¢ijom obradom tokom procesa reparacije mogu nastati prekidi
na DNK lancima.

Interpretacija dobijenih podataka o koli¢ini prekida na DNK molekulu nekog
organizma nije jednostavna. Pored toga $to izloZenost organizma genotoksi¢nim agensima
moze izazvati prekide na DNK molekulu, oni se deSavaju svakodnevno i prilikom
nepatoloskih stanja. Stoga, javlja se problem razlikovanja DNK prekida koji su nastali u
normalnim uslovima od DNK prekida indukovanih genotoksiénim agensima u Zzivotnoj
sredini. Ovo razlikovanje se Cesto mozZe olakSati odabirom odgovaraju¢ih kontrolnih ili
referentnih populacija koje nisu pod dejstvom genotoksi¢nog stresa, ali ova populacija bi

trebalo da se nalazi u istim uslovima kao i populacija koja se ispituje (Shugart, 2000).

1.4.2.1 Detekcija DNK o$tecenja- komet test

Analiza promena na DNK molekulu akvati¢nih organizama pokazala se kao
izuzetno pogodna metoda za procenu genotoksi¢nog zagadenja u Zivotnoj sredini. Procena
DNK ostecenja komet testom smatra se biomarkerom izlaganja jer ovo oStecenje nije trajno
1 moze se ispraviti. Komet test je razvijen iz metode Rydberg & Johanson (1978) koji su
prvi put kvantifikovali DNK oSteCenje u pojedina¢nim celijama. Nakon toga, Ostling &
Johanson (1984) su poboljsali ovaj test uvodenjem elektroforeze na mikrogelu u neutralnim
uslovima. Kako liza i elektroforeza u neutralnim uslovima omogucavaju detekciju samo
dvolan¢anih prekida DNK, Singh et al. (1988) koristili su alkalnu verziju testa, tako da su
mogli da detektuju i jednolancane prekide DNK i alkalno labilna mesta.

Gel elektroforeza pojedina¢nih c¢elija (eng. Single Cell Gell Electrophoresis
(SCGE)) ili komet test je prvi put primenjen u ekogenotoksikologiji pre vise od 20 godina i
od tada je postao jedan od najpoznatijih testova za detekciju prekida DNK lanaca u
akvati¢nim organizmima pri in vitro, in vivo i in situ izlaganjima (Ohe et al., 2004).
Prednosti koriS¢enja komet testa ukljucuju:

(a) genotoksi¢ni efekat se detektuje na nivou pojedinacne ¢Celije;

(b) vecina eukariotskih ¢elija je pogodna za testiranje;
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(c) potreban je relativno mali broj Celija;

(d) predstavlja generalno brzu i osetljiviju metodu od drugih dostupnih metoda za procenu
promena na DNK molekulu;

() DNK prekidi nastaju relativno brzo po izlaganju genotoksi¢nim agensima, S$to
omogucava procenu ranog odgovora organizma.

Dobro je poznata Cinjenica da genotoksi¢ni potencijal hemijskih agenasa zavisi od
tipa Celija i tkiva, kao 1 da se zagadujuée materije razli¢ito akumuliraju u organizmu.
Razli¢iti tipovi ¢elija su razlicito osetljivi zavisno od prirode supstance kojoj su izloZeni,
stope metabolizma i stope obnavljanja Celija. U najcesée koris¢ene celije u komet testu
spadaju cirkulatorne ¢elije (hemocite mekusaca ili eritrociti riba). Ovo je najverovatnije iz
prakti¢nih razloga jer se za analizu koristi tkivo koje veé sadrzi pojedinacne éelije. Cvrsta
tkiva kao Sto su Skrge ili jetra zahtevaju disocijaciju ¢éelija pre pocetka komet testa, $to
potencijalno moze dovesti do dodatnog oSte¢enja pod dejstvom mehanickih i enzimskih
pocedura koje se koriste. Medutim, skrge su u direktnom kontaktu sa potencijalnim stresom
iz okruzenja i predstavljaju vazno tkivo za usvajanje zagadivaca, dok hepatociti jetre
bioakumuliraju i biotransformisu zagadivace (Frenzilli et al., 2009).

Osnovni princip komet testa zasniva se na Cinjenici da ¢e negativno naelektrisani
fragmenti DNK migrirati kroz agarozni gel ka pozitivnoj elektrodi tokom elektroforeze
(Slika 1.5). Pod mikroskopom ¢e se uoditi strukture koje podsec¢aju na komete, sa glavom u
regionu nukleusa koja sadrzi neosSte¢enu DNK i repom koji sadrzi DNK fragmente koji su
migrirali ka anodi. Daljina migracije i/ili kolicina DNK direktno ukazuju na koli¢inu
prekida tj. nivo osteenja DNK molekula. Medu razli¢itim verzijama komet testa, alkalna
verzija omogucava detekciju Sirokog spektra DNK oStec¢enja. U alkalnoj verziji komet testa
mogu se detektovati dvolancani 1 jednolancani prekidi DNK, alkalno labilna mesta koja se
u alkalnim uslovima prevode u jednolancane prekide i jednolancani prekidi nastali kao
rezultat nedovrSene ekscizione reparacije. U odredenim uslovima test moze detektovati
DNK-DNK i DNK-protein unakrsne veze koje se, u odsustvu drugih vrsta oSte¢enja na
DNK, iskazuju kao relativno smanjenje migracije DNK u poredenju sa odgovaraju¢om

kontrolom (Hartmann, 2003). Za vizuelizaciju kometa koriste se razliCite fluorescentne
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DNK-interkaliraju¢e boje, kao Sto su etidijum bromid i akridin oranz, a plocice se

posmatraju pod fluorescentnim mikroskopom.
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Slika 1.5. Procedura komet testa (modifikovano iz Polat et al., 2016)

Za kvantifikaciju DNK oStecenja danas su u Sirokoj upotrebi kompjuterski softveri
koji nude nekoliko parametara za prikazivanje oStecenja. NajceS¢e koriS¢eni parametri su:
TI- intenzitet repa komete (eng. tail intensity), OTM- momenat repa komete (eng. Olive tail
moment) i TL- duzina repa komete (eng. tail lenght). Parametar Tl (%) meri intenzitet
fluorescencije, koja direktno zavisi od koli¢ine DNK u repu komete. Parametar TI(pix) meri
duZinu repa komete, ali se smatra nezadovoljavaju¢im jer duzZina repa moze biti ista za
razliite intenzitete repa komete, odnosno koli¢ine oSte¢enja DNK. OTM je izveden
parametar i nastaje kao proizvod dva faktora: procenta DNK u repu komete (TI %) i
razdaljine izmedu centara intenziteta glave i repa komete duz x-ose (Slika 1.6). Razdaljina
izmedu centara intenziteta glave i repa u mnogome ¢e zavisiti od algoritama koje softverski
paketi koriste da bi definisali centar gravitacije DNK distribucije. Usled ovoga i potrebe za
geometrijskim kalibrisanjem sistema za analizu slika, poredenje rezultata razliCitih

laboratorija koriS¢enjem OTM parametra je otezano.
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Slika 1.6. Odredivanje intenziteta centara glave i repa komete duz x-ose - OTM parametar (modifikovano sa

botanika.biologija.org)

Smatra se da ¢e dalji razvoj komet testa u smislu prihvatljivosti kao regulatorne
metode, u mnogome zavisiti upravo od parametra Tl (%) koji bi omoguéio harmonizaciju
laboratorijskih protokola i interlaboratorijsko poredenje rezultata (Kumaravel et al., 2009;
Sunjog et al., 2013).

1.4.3 Histopatologija tkiva kao biomarker

Histopatolosko oStecenje tkiva rezultat je niza biohemijskih i fizioloskih interakcija
u celiji koje nastaju pod dejstvom razli¢itih zagadivaca. Teski metali mogu dovesti do
stvaranja reaktivnih vrsta kiseonika (ROS) koje oStecuju proteine, lipide 1 DNK izloZenih
organizama $to se na nivou tkiva moze videti kao histopatoloska promena. Histopatoloska
analiza omogucava detekciju izlaganja nizu antropogenih zagadivaca (Fatima et al., 2014).
Prednost koriS¢enja histopatoloSkih promena kao biomarkera leZi u €injenici da se procena
vrS§i na srediSnjem nivou bioloske organizacije (Bernet et al., 1999). Histopatoloske
promene specifiénih organa predstavljaju vremenski integrisane endogene i egzogene
uticaje na organizam, proizaSle iz promena na niZzim nivoima bioloske organizacije.
Histopatoloske promene su osetljive 1 deSavaju se pre promena u rastu i reprodukeiji, a daju
bolju procenu o stanju organizma u poredenju sa biohemijskim parametrima (Teh et al.,
1997). Detekcija ovih promena mozZe se smatrati biomarkerom izlaganja, ukoliko se

detektuju blage i lako reverzibilne promene, ali i biomarkerom efekta, ako su detektovane
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promene na tkivima ireverzibilne. NajceS¢e koriS¢eni organi riba za histopatoloSke analize
u biomonitoringu su skrge 1 jetra.

Skrge riba predstavljaju multifunkcionalan organ zaduZen za respiraciju, jonsku
regulaciju, kiselinsko-baznu ravnotezu, ekskreciju azotnih jedinjenja (u prvom redu
amonijaka) i predstavljaju 50 % ukupne povrsine tela (Wood, 2001). One su u konstantnom
1 direktnom kontaktu sa vodenom sredinom. Difuziona distanca izmedu vode i krvi je
veoma tanka i predstavlja debljinu celije skvamoznog epitela (0,5-10 pm), dok je
efikasnost difuzione razmene pojacana suprotnim tokom krvi i vode na mestima razmene.
Uzimajuéi u obzir ove €injenice, kao 1 podatak da slatkovodne vrste riba ne ,,piju* vodu kao
morske vrste, nije iznenadujuée Sto $krge ne samo da su glavno mesto ulaska mnogih
zagadivaca iz vode, ve¢ su i mesto dejstva veéine zagadivaca (Schlenk & Benson, 2003).
Usled njihove specifi¢ne strukture, direktnog kontakta sa vodom i niza vaznih funkcija,
Skrge se Cesto analiziraju u proceni zagadenja akvaticnih ekosistema. Histopatoloske
analize ukazuju da ovaj organ deluje nespecifi¢no i da razli¢iti zagadiva¢i mogu indukovati
sli¢ne reakcije i promene na Skrgama (Luji¢ et al., 2015). Jedna od prednosti koriSéenja
histopatoloskih analiza je ¢injenica da su morfoloske promene na $krgama uocljive mnogo
pre nego Sto dode do promena u njihovoj funkciji ili ponasanju riba i znatno ih je lakSe
detektovati (Fanta et al., 2003; Yildirim et al., 2006).

Skrge kosljoriba u koje spadaju deverika, krupatica i crnooka deverika, pokrivene
su 1 zaSticene operkulumom. Vecina koSljoriba poseduje Cetiri para Skrznih lukova koji se
pruzaju od osnove do vrha bukalne Supljine. Svaki $kZni luk nosi nizove $krznih filamenata
ili holobranhija, a svaka holobranhija izgradena je od dve hemibranhije (Genten et al.,
2009), dok jedan $krzni luk nosi samo jedan red filamenata (hemibranhiju) i naziva se
pseudobranhija, sa jo§ uvek nejasnom funkcijom (Laurent & Dunel-Erb, 1984). Skrzni
filamenti ili primarne lamele su dugi prstoliki izrastaji vidljivi golim okom (5-15 mm)
pokriveni viseslojnim epitelom, koji se ¢esto naziva i primarni epitel. U primarnom epitelu,
nalaze se i hloridne i mukozne celije. Hloridne ¢elije imaju ulogu u transportu jona. Svaka
od ovih primarnih lamela poseduje veliki broj manjih sekundarnih lamela, koje su
postavljene normalno u odonosu na primarne lamele. Epitel koji pokriva sekundarne lamele

naziva se sekundarni ili respiratorni epitel i sastoji se od skvamoznih epitelnih celija,
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obi¢no postavljenih u jednom sloju. Mukozne ¢elije su neravnomerno rasporedene medu
skvamoznim epitelnim ¢elijama i nalaze se u bazalnom delu sekundarnih lamela. Prisustvo
mukoznih ¢elija je znacajna karakteristika skrznog epitela. Bioloski znacaj bogatog sloja
sluzi izmedu riba i akvati¢ne sredine obuhvata karakteristike kao $to su jonska regulacija,
mehanicka i imunoloska zastita (Genten et al., 2009). Sekundarne lamele su upravo mesto
gde se odvija razmena gasova 1 analogne su alveolama pluca. Prostori izmedu sekundarnih
lamela formiraju kanale kroz koje se desava protok vode. Unutrasnjost sekundarnih lamela
sastoji se od mreze spojenih krvnih kanala formiranih i odvojenih pojedinacnim pilarnim
¢elijama sa kontraktilnom i potpornom funkcijom (Mallatt, 1985; Schlenk & Benson, 2003;
Mumford et al., 2007). Na slici 1.7 pokazana je normalna morfologija $krznog filamenta

deverike sa sekundarnim lamelama i razli¢itim tipovima ¢elija prisutnim u Skrgama.

Slika 1.7. Longitudinalni presek $krznih filamenata deverike: 1. Primarna lamela, 2. sekundarna lamela, 3.
epitelna ¢elija, 4. mukozna ¢elija, 5. pilarne ¢éelije, 6. lumen kapilara, 7. eritocit u lumenu kapilara, 8.

hrskavica, ispod koje se nalazi centralni venski sinus

Jetra je najveca meSovita Zlezda, koja je deo digestivnog trakta, i po zapremini
jedan od najvecih organa u organizmu ribe. Kod prirodnih populacija je obi¢no crvenkasto-

braon boje kod karnivora i svetlo braon kod herbivora, ali u odredenim periodima godine
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moze biti Zzuckasta ili ¢ak bela. Jetra je centralni organ u metabolizmu ugljenih hidrata i
masti, a njene funkcije su, izmedu ostalog: usvajanje, metabolizam, skladiStenje i
redistribucija nutrijenata i drugih endogenih molekula, pa je jedna od glavnih meta
toksi¢nih hemikalija. Metabolizam zagadivaca tj. biotransformacija koja se deSava u jetri je
proces detoksifikacije koji povecava ekskreciju toksi¢nih supstanci 1 stoga smanjuje
njihovu akumulaciju u organizmu. Ipak, tokom biotransformacije stvaraju se brojne
elektrofilne reaktivne vrste koje lako interaguju sa vaznim ¢elijskim biomolekulima kao $to
su DNK 1 proteini. Ovo moze narusiti normalne Celijske funkcije i rezultirati u oStecenju
¢elija ili kancerogenezi. Sve funkcije jetre, sinteza i redistribucija nutrijenata i prelaznih
metabolita, biotransformacija i formiranje zuci, mogu biti ukljuceni u nastanak lezija u jetri.
Usled brojnih fizioloskih funkcija jetre i znacajne plasti¢nosti, ona odgovara na dejstvo
razlicitih zagadivaca na razli¢ite nacine (Schlenk & Benson, 2003).

Histologija jetre varira medu vrstama, ali postoje neke opSte osobine koje su
prisutne kod vecine vrsta riba. Parenhim organa je smesten u okviru tanke kapsule vezivnog
tkiva. Sam parenhim se sastoji od poligonalnih hepatocita sa centralno postavljenim jedrom
I krupnim jedarcetom (Slika 1.8). U hepatocitima se skladisti glikogen i lipidi u manjoj
meri. Osnovni faktori koji uti¢u na tip i koli¢inu rezervnih materija su kvalitet hrane i
aktivnost, Sto je najviSe pod sezonskim uticajem. Sinusoidni kapilari su uokvireni
endotelnim c¢elijama 1 neravnomerno rasporedeni izmedu hepatocita. Endotel kapilara je
fenestriran malim porama. Zucni kanali se takode nalaze u parenhimu jetre. Smesteni
izmedu hepatocita, Zu¢ni kanali¢i se spajaju 1 formiraju Zu¢ne kanale sve veceg dijametra i
gotovo uvek zavrSavaju u zu¢noj kesi, oivi¢enoj pseudostratifikovanim epitelom (Mumford
et al., 2007; Genten et al., 2009). Funkcionalna organizacija jetre riba ne odgovara onoj kod
sisara i ne postoje lobulusi i portalne trijade u jetri (Rocha et al., 1995, 1997).
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Slika 1.8. Hepatociti deverike sa krupnim jedrom i vidljivim jedarcetom

1.5 Podrucje istrazivanja

1.5.1 Reka Sava

Reka Sava (945 km) predstavlja vazan evropski vodotok i1 najvecu pritoku reke
Dunav. Proti¢e kroz Sloveniju, Hrvatsku, Bosnu i Hercegovinu i Srbiju, i tri glavna grada
(Ljubljana, Zagreb i Beograd), pokrivajué¢i ukupnu povrsinu sliva od oko 97 713 km?.
Pripada Crnomorskom slivu, izvire u alpskom regionu u Sloveniji, a uliva se u Dunav, u
Srbiji. U Sloveniji reka Sava ima odlike planinske reke, dok se od granice Slovenije i
Hrvatske karakteriSe kao ravnicarska reka. Reka Sava predstavlja tipi¢an primer ekosistema
pod velikim antropogenim pritiskom. U gornjem toku reke izgradene su brojne vestacke
brane hidroelektrana, $to je znacajno uticalo na tok reke. U srednjem i donjem toku reka
Sava proti¢e kroz predele sa izrazenom poljoprivrednom aktivnos¢u: Slavonija u Hrvatskoj,
Bosanska Posavina i Semberija u Bosni i Hercegovini i Srem u Srbiji, koje zauzimaju
ukupnu teritoriju od oko 100 000 km?. Uticaj spiranja poljoprivrednih povriina odrazio se u
velikom narusavanju kvaliteta vode reke Save. Pored toga, ¢itavim tokom, reka je izlozena

brojnim tackastim izvorima zagadenja, kao Sto su otpadne vode gradskih i industrijskih
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zona u Sloveniji i Hrvatskoj, dok je donji tok pod velikim pritiskom otpadnih voda
Beograda (oko 2 miliona stanovnika) (Vrzel et al., 2016; Kolarevi¢ et al., 2016 a). U
pogledu vodosnadbevanja i veliki gradovi i manja naselja u slivu reke Save oslanjaju se na
podzemne vode, dok Beograd koristi i podzemne vode (oko 70 %) i vodu reke Save.
Ukupna duzina toka kroz podruc¢je Beograda je 62 km i reka Sava je glavni izvor
vodosnadbevanja za Beograd, ali i glavni recipijent otpadnih voda (Popovi¢ et al., 2016).

Na reci Savi istrazivanje je vrSeno na lokalitetu Duboko, 24 km od centra Beograda
1 us¢a sa rekom Dunav, koji je izlozen brojnim tackastim i difuznim izvorima zagadenja.
Lokalitet je izloZen netretiranoj otpadnoj vodi Obrenovca (oko 70 000 stanovnika),
intenzivnoj poljoprivrednoj aktivnosti, ali i razli¢itom kumulativnom zagadenju sa
uzvodnih delova toka. Najveca termoelektrana u Srbiji, TE “Nikola Tesla A” Obrenovac-
TENT A sa pripadajuéim pepeliStem smestena je 15 km uzvodno od lokaliteta, Sto
predstavlja dodatni problem za akvati¢ni ekosistem na ispitivanom delu reke Save (Kosti¢
etal., 2017).

1.5.2 Reka Dunav

Dunav je druga reka po duzini u Evropi (2 780 km), sa ukupnom povrSinom slivnog
podrugja od oko 801 500 km? Dunavskom slivu pripada ukupno 19 zemalja (oko 81 milion
stanovnika) Sto ¢ini Dunav najznacajnijom medunarodnom rekom na svetu. Sama reka
protice kroz deset zemalja (Nemacka, Austrija, Slovacka, Madarska, Hrvatska, Srbija,
Rumunija, Bugarska, Moldavija i Ukrajina) i cetiri glavna grada (Be¢, Bratislava,
Budimpesta, Beograd). Proizvodnja vode za pi¢e i1 vodosnadbevanje za potrebe
domacinstava, poljoprivrede i industrije, od velike su vaznosti za navedene drzave. Pored
toga, Dunav je vazan medunarodni plovni put 1 podrucje za rekreaciju. Duz toka, u mnogim
sektorima, reka i njene brojne pritoke primaju nepotpuno tretirane i netretirane otpadne
vode, §to znacajno doprinosi narusavanju kvaliteta ove vazne medunarodne reke. Takode,
mnoge drzave su izgradile brane na Dunavu, za potrebe hidroelektrana, vodosnadbevanja i
kontrole poplava. Izgradnja brana moze uticati na usporavanje toka reke, povecanje

temperature vode, smanjenje zamuéenosti i povecanje in situ primarne produkcije. Kroz
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Srbiju protice srednji tok 1 deo donjeg toka Dunava ukupne duzine 588 km (oko 20 %
ukupne duzine Dunava), a najvece pritoke su Tisa, Sava i Velika Morava. U Srbiji se voda
Dunava koristi za vodosnadbevanje domacinstava i industrije, za navodnjavanje i rad
termoelektrana, ali i kao recipijent otpadnih voda. Medu brojnim branama na Dunavu i
njegovim pritokama, brane na Perdapu I 1 II najveée su po zapremini, povrSini i
hidroenergetskom potencijalu i nalaze se na granici Srbije i Rumunije. Rezultati ekspedicije
koja je obuhvatila ispitivanje ¢itavog Dunava tokom 2013. godine (eng. Joint Danube
Survey - JDS) od strane Internacionalne komisije za zastitu Dunava (eng. International
Commission for the Danube River protection - ICPDR) skrenuli su posebnu paznju na
sektor VI (1497-1075 rkm) koji je pod pritiskom velike koli¢ine netretiranih otpadnih voda,
jer manje od 20 % otpadnih voda prolazi kroz sekundarni/tercijarni tretman, pre ispustanja
u povrsinske vode (Liska et al., 2015). U ovom sektoru, reka je pod uticajem velikih
gradskih centara (Novi Sad i Beograd), kao i industrijskih postrojenja (Zelezara Smederevo
i termoelektrana i kopovi Kostolac). Kolarevi¢ et al. (2016 b) potvrdili su visok
genotoksi¢ni potencijal Dunava u sektoru VI.

Na reci Dunav istrazivanje je vrSeno na lokalitetu Visnjica koji se nalazi na desnoj
obali Dunava (1162 rkm), na oko 8 km nizvodno od u$¢a sa Savom i centra Beograda.
Ispust najveceg kolektora otpadnih voda Beograda koje ¢ine meSavinu komunalnih i
industrijskih otpadnih voda nalazi se svega nekoliko kilometara uzvodno od mesta
uzorkovanja (Kosti¢ et al., 2016).

1.6 Ispitivanje  kvaliteta Save 1 Dunava primenom
mikrobioloSkih parametara i ekogenotoksikoloSkih
analiza tkiva deverike, krupatice i crnooke deverike

Procena stanja kvaliteta povrSinske vode vrSena je na reci Savi na lokalitetu Duboko
I na reci Dunav na lokalitetu Visnjica tokom 2014. godine, kako bi se procenio uticaj
razli¢itih sezona na variranje parametara kvaliteta vode 1 odgovora biomarkera koriS¢enih

vrsta riba.
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Procena kvaliteta vode vrSena je merenjem fizicko-hemijskih i mikrobioloSkih
parametara fekalnog i1 organskog zagadenja. U proceni fekalnog zagadenja vrSena je
detekcija i kvantifikacija ukupnih koliforma, fekalnih koliforma, E. coli, enterokoka i C.
perfringens. U proceni organskog optereéenja vrSena je detekcija i kvantifikacija
heterotrofnih i oligotrofnih bakterija i odredena je fosfatazna aktivnost vode.

Procena genotoksi¢nog potencijala Save i Dunava na odabranim lokalitetima vrSena
je primenom komet testa za kvantifikaciju DNK oStecenja u ¢elijama krvi, jetre 1 Skrga riba,
kao biomarkera izlaganja genotoksi¢nim agensima. DNK oSte¢enje prikazano je upotrebom
tri parametra: Tl (%), OTM i TL (pix).

Kao biomarker efekta koriS¢ene su histopatoloSke promene u jetri i Skrgama
odabranih vrsta riba. Histopatoloski preseci jetre i Skrga ocenjivani su deskriptivno i
semikvantitativnom metodom opisanom od strane Bernet et al. (1999). Prema ovoj metodi
svaka promena ocenjuje se na osnovu faktora znacajnosti i intenziteta. MnoZenjem ove dve
vrednosti dobija se histopatoloski skor za svaku kategoriju promena. Sabiranjem skorova
svih promena u jednom tkivu dobija se histopatoloski indeks organa, a sabiranjem
histopatoloskih indeksa organa dobija se ukupni histopatoloski indeks za svaku jedinku.

Paralelno sa procenom DNK ostecenja 1 histopatoloSkih promena u jetri i Skrgama
procenjeno je optere¢enje ovih organa metalima i metaloidima. Koncentracije elemenata su
odredene metodom induktivno spregnute plazme-opticko emisione spektroskopije (ICP-
OES). Pored jetre i Skrga, procena koncentracija metala i metaloida vrSena je u misicu 1

gonadama.
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2 CILJEVI RADA

Zagadujuce supstance prisutne u otpadnim vodama pored toksicnih, mogu ispoljiti 1
genotoksi¢ne efekte i indukovati promene na svim nivoima bioloske organizacije. Sezonske
promene mogu imati znacajan uticaj na variranje zagadenja u rekama i odgovor organizama
I moraju se uzeti u obzir prilikom procene stanja kvaliteta povrsinske vode. Ribe se Cesto
koriste kao bioindikatori stanja akvati¢nih ekosistema jer imaju vazno mesto u lancu
ishrane, daju odgovor na niske koncentracije zagadivaca i akumuliraju ih u svojim tkivima.
Deverika, krupatica i crnooka deverika nisu ranije kori$¢ene kao bioindikatori za detekciju
DNK ostecenja komet testom. U skladu sa svim gore navedenim postavljeni su sledeci
ciljevi:

e Da se izvrsi procena zagadenja reka Save 1 Dunava na odabranim lokalitetima
pracenjem fizi€ko-hemijskih i mikrobioloskih parametara fekalnog i organskog

zagadenja.

e Da se kao biomarker akumulacije odrede koncentracije metala i metaloida tokom
razli¢itih sezona u jetri, Skrgama, gonadama i misi¢u deverike, krupatice i crnooke

deverike na odabranim lokalitetima.

e Da se kao biomarker izlaganja prati oStecenje DNK molekula alkalnim komet
testom tokom razlicitih sezona, u krvi, jetri i $krgama deverike, krupatice i crnooke

deverike na odabranim lokalitetima.

e Da se kao biomarker efekta prate histopatoloske promene tokom razli¢itih sezona, u

jetri 1 Skrgama deverike, krupatice i crnooke deverike na odabranim lokalitetima.

e Da se utvrde korelacije izmedu pracenih biomarkera- koncentracije metala i
metaloida, DNK ostecenja i histopatoloskih promena u jetri i Skrgama analiziranih

vrsta.
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Da se odredi uticaj sezone uzorkovanja na variranje fizicko-hemijskih i
mikrobioloskih parametara, koncentraciju metala i metaloida u tkivima riba, nivo

DNK ostecenja 1 histopatoloskih promena.

Da se izvrsi procena primenljivosti i osetljivosti ispitivanih vrsta kao bioindikatora

stanja kvaliteta povrsinske vode primenom alkalnog komet testa.
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3 MATERIJAL I METODE

3.1 Materijal

Rastvori

Rastvor za lizu (pH 10)

Za 1 L rastvora potrebno je:

NaCl ,,Himedia® (INdiJa) ......cooueeriiiiiiieeiee e 146,6 g
EDTA ,,S12Ma™ (SAD) oottt 37,29
Tris ,,SIZMAT (SAD) vttt 121g
AH20 . bbbt 1000 mL

Triton X-100 ,,Sigma“ (SAD)
Dimetil sulfoksid (DMSO) “Sigma” (SAD)

Nakon podesavanja rastvora na pH 10, doda se 1 % Triton X-100 i snazno promucka. Za
¢elije krvi, nakon dodavanja Triton X-100 dodaje se i 10 % DMSO.

Rastvor za denaturaciju i elektroforezu (pH 13)

Za 1 L rastvora potrebno je:

MO\ I \\F: (O] IR 30 mL
LI 1Y I 0 1 I 5mL
OH DO ettt ettt nnnnn 965 mL

Nije potrebno podeSavati pH.
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10 M NaOH

Za 500 mL rastvora potrebno je:

0,2MEDTA

Za 500 mL rastvora potrebno je:

Rastvor za neutralizaciju (pH 7,5)

Za 1 L rastvora potrebno je:

Podesiti na pH 7,5.

Nakon podesavanja pH sve rastvore cuvati u frizideru.

1 % NMP prvi sloj agaroze - presvlacenje predmetnih stakala (plocica)

Za 100 mL rastvora potrebno je:
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1 % NMP za drugi sloj agaroze

Za 100 mL rastvora potrebno je:

NMP ,,Eurobio® (Francuska) ..........cccceieiiieiiiiiiiiiie i 19
1xPBS ,,PAA The Cell Culture Company* (AUSEITJa)........ccoereririerieeiieierieiiseseeeenes 99 mL
1 % LMP za treci sloj agaroze

Za 100 mL rastvora potrebno je:

LMP ,,Bio-Rad Laboratories™ (SAD) .....cccierieeiiieeiieiieeit ettt 1g
1xPBS ,,PAA The Cell Culture Company* (AUSEITJA) ......cooereririerieriieieneneseseeeenes 99 mL
1xPBS

Za 1 L rastvora potrebno je:

10xPBS ,,PAA The Cell Culture Company* (AUSLJa) ......ccoovrvvrieriereneneieseeeeeens 100 mL
SEEMIING AH2O ..o 900 mL
Tripsin 0,05 % ,,PAA The Cell Culture Company* (Austrija)

Hank’s Balanced Saline Solution (HBSS) ,,PAA The Cell Culture Company* (Austrija)
AKridin oranz - primarni stok

10 mg/mL ,,Sigma“ (SAD)

Etidijum bromid - primarni stok

10 mg/mL ,,Sigma“ (SAD)
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AKkridin oranZz/etidijum bromid

Za 1 mL rastvora potrebno je:

Akridin oranz - PrimMarni STOK ........cccueiiiiiiiie it 10 uL
Etidijum bromid - primarni StOK............cccoiiiiiiiiie e 10 pL
AH20 bbbttt ettt et et se s nes 980 uL

Akridin oranZ za vizuelizaciju kometa

2 pg/mL ,,Sigma“ (SAD)

Heparin 5 000 i.j./1 mL rastvor za injekciju “Galenika” (Srbija)

Ulje karanfili¢a “Probotanic” (Srbija)

37 % Formaldehid “Zorka Pharma” (Srbija)

Za fiksiranje tkiva pripremljen je 4 % rastvor formaldehida u dH,0.

Ze dehidraciju tkiva

Etanol “Zorka Pharma” (Stbija) ........cccooieiiiiiiiiiiiieiee e 70 %, 85 %, 95 %, 100 %
Ksilol “Zorka Pharma” (Srbija)

Za kalupljenje tkiva

Parafin Histowax- “Histolab” (SVedSKa) ..........cccocovorveiverrevieeessersinsisnnen, otopljen na 60 °C
Z.a histolosko bojenje preseka:

Hematoksilin (Mayer-ov hematoksilin)

Za 1 L rastvora potrebno je:

Hematoksilin “Fisher Scientific” (SAD) ....ccioviiiiiiiiiiee e 1g
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AH20 bbb bR e et bbbt re et 1L
N (K)=JO03 1 vvrreeereeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeseeeseeeseees e e s ee s ee s e s e s es s s e s s e s es e s eesseeseseseserens 0,24
K INHL) “AL(SO1)2 «evvoeveeeeeeeeeeeeeeeseeseeeeeeeeeeseeesee s es s eessseseee s es e ae s se e s eesesesesas e 50 g
Limunska KiSelina (CeHgO7) ..ooviiiiiiiii ettt 1lg
Hloral hidrat (CoH3Cl3002) .ouviiiieie e 509

Eozin- vodeni rastvor

Za 1 L rastvora potrebno je:

Kanada balsam “Carl Roth” (Nemacka)

Za digestiju tkiva:
65 % HNO;3; Suprapur® ,,Merck® (Nemacka) .........cccceeveiiiiiiiiiniieiiceeee e 6 mL

30 % H,0, Suprapur® ,,Merck* (Nemacka) .........ccceecuiriiiiiiiiiiiieeie e 4 mL

Mikrobioloske podloge:
Eosin Methylene Blue (EMB) podloga ,,Himedia“ (Indija)

Za 1l L podloge potrebno je:
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21 Q0.2 USSR USRS 50
T L aL: 1 7.2 PSSR 590
B OZIN-Y e nre s 049
MELIIENSKO PIAVO ... 0,065 ¢
F N0 L | T TP PP PPPP PR 1359
(0] L PSSR UPURPRRR 1000 mL

Autoklavirati (20 min., 121 °C, 1 bar) i sterilno razliti u petri solje.
Dekstrozni teluritni agar (DTA) ,,Torlak* (Srbija)

Za 1 L podloge potrebno je:

T 0] (0] L PSS UPR PRI 109
MBS EKSEIAKL ......vviieieiieecie ettt et e st et e s ae et e e neesteeteeneesneeneas 109
EKSIrAKE KVASCA ... .vcveeeie ettt ettt et et ne et e et e e s e staeaeeneesreeneeeneesre s 30
DEKSIIOZA ...vevveveeie ettt ettt ettt ettt et et e et et e naa e te e e re e reenaenre s 59
NN L SR URTROPSTURSPOSN 59
AT <t 209
0] L SR SP USSR 1000 mL

Nakon autoklaviranja (20 min, 121 °C, 1 bar) ostaviti podlogu da se ohladi do 60 °C i
dodati 5 mL kalijum telurita (8 mg/mL). Dobro promuckati podlogu i sterilno razliti u petri

Solje.
Triptoza Sulfit Cikloserin (TSC) podloga ,,Scharlab (Spanija)

Za 1l L podloge potrebno je:
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I ] 01 2 USRS 159
Yo [T 011 0] (o o PSSO PRPSURSSN 590
EKSIrAKE KVASCA ....vviveeeie ettt te et e te et eanaesnaenenne e teeneeaneenne s 59
Natrijum metabiSulfit (NA2S205) ..ocveiieiiiieiiee e e e 19
Gvozde amonijum citrat (CeHgFENO7) ....c.oiiiiiiiiiiii e 1lg
AAGAE e 18 ¢
0] L SRR SP USRS 1000 mL

Nakon autoklaviranja (20 min, 121 °C, 1 bar) ostaviti podlogu da se ohladi do 60 °C i
dodati jednu bocicu D-cikloserin selektivnog suplementa na 250 mL medijuma. Dobro

promesati i sterilno razliti u petri Solje.
Hranljivi medijum LA (Luria agar)

Za 1 L podloge potrebno je:

GOVEAT EKSLIAKE ....eoniiiiiiiiiiee e 309
PEPTON .. 50
AT <t 15¢
0] L PSPPSR 1000 mL

Autoklavirati (20 min., 121 °C, 1 bar) i sterilno razliti u petri $olje.
Hranljivi medijum 1/10 LA

Za 1l L podloge potrebno je:

GOVEGT EKSITAKL ..oeeeeieeeeiiiieieeee ettt ettt et e e et et e e e e e e et e e et e e e e e e e e eaeeesesenesesaenenens 0,3g
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Autoklavirati (20 min., 121 °C, 1 bar) i sterilno razliti u petri Solje.

Merenje fosfatazne aktivnosti vode:

Za 1L TTA pufera:

Tris (Tris-hydroxymethyl-aminomethane) ............cccooeveiiiiniieie e, 0,33 mol/dm3
TES (N-tris-Hydoxymethyl-methyl-2-aminoethanesulfonic acid) ................... 0,33 mol/dm3
Glacijalna siréetna KiSelina .............cccueeeuieriiiiiieiie et 0,33 mol/dm3

Pomesati sastojke u odnosu 1:1:1 1 podesiti pufere na pH 5, pH 7 i pH 9.

Za 1L 10N NaOH:

Za 10 mL rastvora para-nitrofenilfosfata (pNPP):

Bis(p-nitrophenyl) phosphate sodium salt ,,Sigma‘ (SAD) ......cccovvvvriiireieneniiisieiennn 05¢g
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3.2 Metode

3.2.1 Opis ispitivanih lokaliteta

Ova disertacija obuhvata istrazivanja koja su vrsena tokom 2014. godine, na rekama
Sava i Dunav. Prema Nacionalnoj regulativi obe reke pripadaju vodnim telima tipa I: velike

nizijske reke, dominacija finog nanosa (,,S1. glasnik RS", br. 74/2011).

3.2.1.1 Lokalitet Duboko

Na reci Savi istraZzivanje je vrSeno na lokalitetu Duboko (44°39°39.77" N
20°16°52.57" E) koji se nalazi na desnoj obali, 24 km uzvodno od centra Beograda i us¢a sa
Dunavom (Slika 3.1). Lokalitet je odabran za ispitivanje usled izlozenosti brojnim difuznim
1 tackastim izvorima zagadenja. Na 28 km uzvodno od u$¢a Save i Dunava, tj. na oko 4 km
uzvodno od lokaliteta Duboko, uliva se Kolubara, koja predstavlja poslednju vecu, desnu
pritoku Save. Kolubara prima netretirane komunalne vode Obrenovca (oko 70 000
stanovnika). Najveca termoelektrana u Srbiji TE ,,Nikola Tesla A“ Obrenovac- TENT A (6
blokova ukupne snage 1.650 megavata) sa pripadaju¢im pepelisStem, nalazi se na oko 15 km
uzvodno od mesta uzorkovanja. Ispust TE ,,Nikola Tesla B Obrenovac- TENT B nalazi se
na oko 40 km uzvodno od lokaliteta. Termoelektrane "Nikola Tesla A" i "Nikola Tesla B"
su poznati emiteri sumpor dioksida, azot oksida 1 suspendovanih cestica. Ove
termoelektrane godiSnje sagore oko 23 miliona tona uglja $to ih €ini jednim od najvec¢ih
globalnih zagadivaca. Pepeo nastao sagorevanjem uglja odlaze se na dve deponije povrSina
600 ha i1 400 ha. Jaki vetrovi koji karakteriSu ovo podrucje (prose¢no 124 dana godiSnje)
svojim dejstvom na pepeliste direktno ugrozavaju veliki deo teritorije Obrenovca. Pored
toga, ovo je podrucje intenzivne poljoprivredne aktivnosti. Od ukupno 31 826 ha
upotrebnog poljoprivrednog zemljista na teritoriji Obrenovca, 88 % predstavlja obradive
povrSine, a ostatak je pod voénjacima, vinogradima, livadama i paSnjacima. Emisija
zagadujucih materija poreklom od termoelektrana, upotreba vode loSeg kvaliteta za
navodnjavanje i prekomerna upotreba dubriva i pesticida predstavljaju potencijalne izvore
zagadenja poljoprivrednog zemljiSta i vode teskim metalima, ostacima pesticida, nitratima i

fosforom (Popovi¢ et al., 2012). U maju 2014. godine usled nepovoljnih hidroloskih uslova
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doslo je do obimnih poplava u slivu reke Save, kada su upravo ovo podruéje i grad

Obrenovac bili najvise pogodeni (Petrovi¢ et al., 2015).

20°15'E 20°20'E

H42°N - River network
<7 Country Boundaries

Slika 3.1. Lokalitet Duboko: 1. Mesto uzorkovanja, 2. Us¢e Kolubare u Savu, 3. Obrenovac, 4. TENT A sa

pripadajuéim pepeliStem

3.2.1.2 Lokalitet Visnjica

Na reci Dunav istrazivanje je vrSeno na lokalitetu Visnjica (44°49'55.20" N
20°32'50.30" E) koji se nalazi na desnoj obali Dunava (1162 rkm), na oko 8 km nizvodno
od usS¢a sa Savom i centra Beograda (Slika 3.2). Lokalitet ViSnjica okarakterisan je kao
jedno od glavnih Zarista fekalnog zagadenja na Dunavu (Kirschner et al., 2014). Ispust

najvecéeg kolektora otpadnih voda Beograda koje ¢ine meSavinu komunalnih i industrijskih
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otpadnih voda (Terzi¢ et al., 2008) nalazi se u rukavcu na Adi Huji, svega nekoliko
kilometara uzvodno od mesta uzorkovanja. Na ovom lokalitetu nalazi se i marina sa

brodovima za rekreaciju koja je Cesto izlozena sluajnom curenju goriva/nafte u okolnu
vodu (Vrankovi¢, 2015).
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Slika 3.2. Lokalitet Vi$njica

3.2.2 Uzorkovanje vode i tkiva ribe na odabranim lokalitetima
Na lokalitetu Duboko, uzorkovanje vode za procenu fizicko-hemijskih i
mikrobioloskih parametara, kao i tkiva deverike, krupatice i crnooke deverike vrSeno je u
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januaru (21.01.), februaru (19.02.), martu (20.03.), pocetkom juna (09.06.), krajem juna
(27.06.), u julu (14.07.), avgustu (20.08.) i oktobru (10.10.) 2014. godine. Voda je
uzorkovana sa drvene platforme, a riba je uhvacena pecanjem od strane lokalnih ribara.

Na lokalitetu Visnjica, uzorkovanje vode za procenu fizicko-hemijskih i
mikrobioloskih parametara, vrSeno je u januaru (23.01.), februaru (25.02.), martu (31.03.),
aprilu (29.04.), maju (30.05.), junu (20.06.), julu (15.07.), avgustu (20.08.), septembru
(24.09.), oktobru (29.10.), novembru (26.11.) i decembru (17.12.) 2014. godine.
Uzorkovanje tkiva deverike vrseno je u februaru (25.02.), aprilu (29.04.), avgustu (26.08.) i
novembru (26.11.) 2014. godine. Voda je uzorkovana sa motornog ¢amca na levoj obali,
sredini 1 desnoj obali Dunava, a jedinke deverike izlovljene su mrezama stajacicama i
povla¢nim mrezama. Kako je voda na lokalitetu Visnjica uzorkovana na levoj obali, sredini
i desnoj obali, podaci 0 fizicko-hemijskim parametrima i mikrobioloskim indikatorima
fekalnog 1 organskog zagadenja predstavljeni su kao prose¢na vrednost tri dobijene
vrednosti.

Pre disekcije, jedinke ribe anestezirane su uljem karanfili¢a (S0puL/L) i izmerene su
im standardna duzina (SL [cm]), ukupna duzina (TL [cm]) i masa (W [g]).

Radi odredivanja starosti jedinki uzorkovana je i krljust iznad boc¢ne linije, ispod
dorzalnog peraja. Nakon $to se ociste u destilovanoj vodi i osuse, po tri uzorka krljusti za
svaku jedinku smeStana su na mikroskopsku plocicu i pokrivena pokrovnim staklom koje je
pri¢vr§éeno uz pomoc¢ samolepljive trake.

Faktor kondicije, koji se ¢esto koristi da se pokaZe opste stanje riba, izracunat je na
osnovu duzinsko-tezinskog odnosa. Sto je riba teza pri odredenoj duzini tela, faktor ¢e biti
visi | smatra se da je riba u boljem stanju. Faktor kondicije se tradicionalno procenjuje

prema jednacini predlozenoj od strane Fulton (1911):

K = 100*W/L®
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3.2.3 Analize fizi¢ko-hemijskih parametara vode

Fizicko-hemijski parametri (pH, temperatura vode, koncentracija kiseonika,
elektroprovodljivost, NO,, NOg", NH,", PO,>) mereni su na samim lokalitetima, upotrebom
odgovaraju¢ih sondi i mobilne laboratorije (Hanna Instruments, WTW-Photolab
spectrophotometer). Klase kvaliteta vode na osnovu fizi¢ko-hemijskih parametara odredene
su prema Pravilniku o parametrima ekoloskog i hemijskog statusa za povrSinske vode
Republike Srbije (,,Sluzbeni glasnik RS” br. 74/2011) za reke Tip I.

Podaci o specificnim zagadujuéim supstancama za odgovarajué¢i mesec tokom
2014. godine, preuzeti su od Agencije za zastitu zivotne sredine Republike Srbije, koja vrsi
meseéni monitoring statusa povrSinske vode. Za reku Savu stanica najbliza lokalitetu
Duboko je Ostruznica i nalazi se na oko 10 km nizvodno od lokaliteta. Od Agencije su
preuzeti podaci za januar (30.01.), februar (19.02.), mart (19.03.), srednja vrednost za maj i
jun (14.05./25.06.), jul (16.07.), avgust (20.08.) i oktobar (15.10.) 2014. godine. Za Dunav,
stanica najbliza lokalitetu Visnjica je Vinca, i nalazi se na oko 26 km nizvodno. Od
Agencije su preuzeti podaci za januar (30.01.), februar (19.02.), mart (19.03.), april
(16.04.), maj (14.05.), jun (25.06.), jul (16.07.), avgust (20.08.), septembar (17.09.),
oktobar (15.10.), novembar (19.11.) i decembar (24.12.) 2014. godine.

Hidroloski podaci o variranju vodostaja tokom 2014. godine na Savi i Dunavu
preuzeti su od Republickog hidrometeoroloskog zavoda (RHMZ), sa mernih stanica
najblizih lokalitetima Duboko 1 Visnjica. Merna stanica na Savi, najbliza ispitivanom
lokalitetu je Beograd, koja se nalazi na oko 22 km nizvodno od Dubokog, tj. na manje od 1
km od usS¢a. Merna stanica na Dunavu, najbliZa ispitivanom lokalitetu je Pancevo, koja se

nalazi na oko 8 km nizvodno od Visnjice.

3.2.4 Analize mikrobioloskih parametara u vodi

Prilikom uzorkovanja vode za mikrobioloSke analize ispoStovana su pravila
sterilnog rada i uzorci su transportovani na odgovaraju¢i nacin do laboratorije, kako bi
dobijeni podaci odgovarali stvarnom kvalitetu vode. VVoda je uzorkovana u sterilne staklene

flaSe zapremine 1L, tako §to se flasa odSrafi 1 otvor se postavi upravno na povrsinu vode. U
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tom poloZaju flasa se potapa u vodu, do 30 cm dubine, a potom se pod vodom otvor flase
postavlja prema toku vode, da se flasa napuni. Odmah po uzimanju uzorka, boce se brzo
zatvaraju 1 smestaju u hladnu i mra¢nu torbu, kako bi se sprecila dalja deoba bakterija u
uzorku. U ovoj torbi uzorci su transportovani do laboratorije i procesuirani u najkra¢em
moguéem roku. U okviru mikrobioloskih analiza praceni su indikatori fekalnog i organskog

zagadenja.

3.2.4.1 Ispitivanje sanitarnog aspekta - metoda membranske filtracije

Ispitivanje sanitarnog aspekta na reci Savi obuhvatilo je izolaciju i kvantifikaciju
ukupnih koliforma, fekalnih (termotolerantnih) koliforma, enterokoka i C. perfringens,
metodom membranske filtracije i inkubacije na odgovaraju¢im selektivnim/diferencijalnim
podlogama. Metoda membranske filtracije zasniva se na filtriranju odredenih zapremina
uzorka, odnosno razblazenja uzorka, kroz celulozno-nitratni membranski filter, sa porama
precnika 0,45 um. Filtriranje se vr$i upotrebom sterilne jedinice za filtriranje prikljucene na
vakuum pumpu (Slika 3.3). Broj bakterija u ovoj metodi odreduje se indirektno na osnovu
prebrojavanja kolonija izraslih na povr$ini hranljivog medijuma nakon inkubacije i izrazava
se kao broj jedinica koje formiraju kolonije u 100 mL uzorka (engl. “colony forming units”
CFU/100 mL).

Slika 3.3. Jedinica za filtriranje uzoraka vode
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Za izolaciju ukupnih i fekalnih koliforma Koristi se Eosin methylene blue (EMB)
agar koji je istovremeno selektivna i diferencijalna podloga. Kada se uzorci profiltriraju,
sterilnom pincetom se filter pazljivo postavlja na povrsinu EMB podloge, a potom sledi
inkubacija u toku 24 h, na 37 °C za izolaciju ukupnih koliforma i na 44,5 °C za izolaciju
fekalnih (termotolerantnih) koliforma. Nakon inkubacije broje se tamno roze, crvenkaste i
braon kolonije i preraCunava se broj bakterija koji se izrazava kao CFU/100 mL uzorka
(Slika3.42ai3.4b).

Za izolaciju enterokoka nakon filtriranja odredenih zapremina uzorka, filteri se
postavljaju na povrSinu dekstroznog teluritnog agra (DTA), a potom inkubiraju na 37 °C,
24 h. Nakon inkubacije broje se karakteristi¢ne, crne kolonije i preracunava se CFU/100
mL uzorka (Slika 3.4 c).

Za izolaciju C. perfringens prvo smo pasterizovali 12 mL uzroka vode u dve sterilne
epruvete (2x6 mL) u vodenom kupatilu (60+2 °C, 15+1 min.). Temperatura je merena u
referentnoj epruveti ispunjenoj istom zapreminom dH,0O, kako bi 15 min. inkubacije poceli
da merimo kada uzorak dostigne temperaturu od 60 °C. Kada se uzorak ohladio, profiltrirali
smo 0,1 mL, 1 mL i 10 mL. Nakon filtriranja, filteri se postavljaju na povrsinu selektivne i
diferencijalne triptoza sulfit cikloserin (TSC) ¢vrste podloge. Podloge se potom smestaju u
kese sa medijumom za vezivanje Kiseonika i indikatorom prisustva kiseonika i kese se
odmah zatvaraju. Nakon inkubacije u anaerobnim uslovima, na 44,5 °C, 24 h, broje se

karakteristi¢ne, crne kolonije i preracunava se CFU/100 mL uzorka (Slika 3.4 d).

a) b)

Slika 3.4. Kolonije (a) ukupnih koliforma, (b) fekalnih koliforma, (c) enterokoka i (d) C. perfringens na

odgovarajuc¢im podlogama
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3.2.4.2 Ispitivanje sanitarnog aspekta - metoda enzimskog razlaganja supstrata

Ispitivanje sanitarnog aspekta na reci Dunav obuhvatilo je detekciju i kvantifikaciju
ukupnih koliforma, E. coli i enterokoka metodom enzimskog razlaganja definisanog
supstrata. Broj bakterija u ovoj metodi dobija se na osnovu broja pozitivnih enzimskih
reakcija i oCitava se iz tabela konstruisanih od strane proizvodaca pri ¢emu se dobija
najverovatniji broj bakterija u 100 mL uzorka, na osnovu statisticke analize poznate kao
“Most Probable Number” (MPN/100 mL).

Za detekciju ukupnih koliforma i E. coli primenjen je Colilert 18 sistem (ISO 9308-
2:2012) koji omogucava istovremenu detekciju obe grupe indikatorskih mikroorganizama.
U Colilert metodi koristi se definisani supstrat koji predstavlja meSavinu hromogenog
supstrata orto-nitro-fenil-B-D-galaktopiranozid (ONPG) i fluorogenog 4-metilumbeliferil-f-
D-glukuronid (MUG) supstrata. Ukupni koliformi poseduju enzim B-D-galaktozidazu koja
im omoguéava razlaganje hromogenog ONPG supstrata, pri ¢emu nastaje zuto obojeno
jedinjenje o-nitrofenol, dok E. coli poseduje enzim B-D-glukuronidazu, ima sposobnost
razgradnje fluorogenog MUG supstrata, pri ¢emu nastaje fluorescentni proizvod 4-
metilumbeliferon.

U sterilne, staklene flaSice sipa se 100 mL uzorka koji se testira ili razblaZzenog
uzorka u sterilnoj dH,O, doda se Colilert praskasti supstrat i promucka. Nakon potpunog
rastvaranja supstrata sadrzaj iz flaSica sipa se u Quanti-Tray/2000 ploce koje poseduju 97
komora (49 velikih 1 48 malih). Plo¢e se zatvaraju provlacenjem kroz Quanti-Tray
zavarivac (eng. sealer) i inkubiraju na 37 °C, 18 £ 6 h. Nakon inkubacije, za odredivanje
najverovatnijeg broja ukupnih koliforma broje se odeljci u kojima je doSlo do promene boje
medijuma iz bezbojne u Zutu (Slika 3.5 a). Najverovatniji broj E. coli u uzorku dobija se
kada se iste ploce izloze izvoru UV svetlosti (365 nm) 1 prebroji se broj odeljaka u kojima
je doslo do pojave fluorescencije (Slika 3.5 b). Na osnovu broja velikih i malih odeljaka u
kojima je doSlo do pozitivne reakcije (Zuta boja/fluorescencija) iz tabela dobijenih od

proizvodaca odreduje se najverovatniji broj bakterija u 100 mL uzorka.
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Slika 3.5. Enzimska metoda: (a) detekcija ukupnih koliforma i (b) E. coli

Za izolaciju enterokoka takode su razvijene enzimske metode, koje primenjuju
tehniku inkorporacije 4-metilumbeliferil-p-D-glukozid (MUD) fluorogenog supstrata u
selektivnu podlogu, kako bi se detektovao enzim karakteristican za enterokoke, -
glukozidaza. Za detekciju i kvantifikaciju enterokoka razvijeni su i minijaturizovani MPN
testovi. Metoda se zasniva na detekciji B-glukozidaze, €iji je supstrat MUD prisutan u
dehidratisanom stanju na dnu bunari¢a mikroploc¢e. U ovim testovima koriste se i
specijalizovani te¢ni diluenti za pravljenje razblaZzenja uzorka. Jedan od takvih diluenata je
DSM (eng. Special Microplate Diluent) koji sadrzi vestatku morsku so, destilovanu vodu i
indikator brom-fenol plavo. Koriséenjem DSM-a omogucava se razlikovanje razblaZenja po
obojenosti 1 olakSava njihova distribucija u bunari¢e. Supstrat se rehidratiSe nakon
dodavanja uzorka u bunari¢e. Enzimskim razlaganjem supstrata oslobada se fluorescentno
jedinjenje 4-metilumbeliferon, koje se detektuje pod UV svetlos¢u (365 nm). Pri analizi,
koristili smo dva razblaZenja 1/2 1 1/20. Za pravljenje razblaZzenja 1/2 u 18 mL DSM dodali
smo 18 mL uzorka vode. Za pravljenje razblazenja 1/20 u 18 mL DSM dodali smo 2 mL
prethodnog (1/2) razblaZenja. Mikrotitarska plo€a puni se uz pomo¢ multikanalne pipete
tako $to se u 8 uzastopnih redova dodaje po 200 pL razblazenja 1/2 (ukupno 64 bunara), a
potom u preostala 4 reda po 200 uL razblaZzenja 1/20 (ukupno 32 bunara) (Slika 3.6 a).
Mikrotitarska ploca zatvara se lepljivom, providnom folijom i stavlja na inkubaciju 48 h, na
44 °C. Nakon inkubacije ploce se stavljaju pod izvor UV svetlosti (365 nm) i broje se
bunari¢i u svakom od razblazenja u kojima je doslo do pojave fluorescencije (Slika 3.6 b).

Na osnovu broja bunari¢a u kojima je doslo do pozitivne reakcije (fluorescencije) u oba
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razblaZenja, iz tabela dobijenih od proizvodaca odreduje se najverovatniji broj enterokoka u

100 mL uzorka.

v oIS OSWOL
- X X X BN X

a)

Slika 3.6. Minijaturizovana enzimska metoda: (a) punjenje mikrotitarskih ploca, (b) o¢itavanje rezultata

nakon inkubacije

Na osnhovu broja ukupnih koliforma, fekalnih koliforma/E. coli i enterokoka
izvrSena je klasifikacija kvaliteta vode prema okvirnoj direktivi Evropske unije (EU) sa
integrisanim smernicama za kvalitet vode za kupanje (European Parliament & Council,
2006) na osnovu rada Kavka et al. (2006) (Tabela 3.1). Ova klasifikacija je u skladu i sa
Pravilnikom o parametrima hemijskog i ekoloskog statusa Republike Srbije (,,Sluzbeni
glasnik RS” br. 74/2011).

Tabela 3.1. Klasifikacija kvalteta vode na osnovu broja fekalnih indikatora (Kavka et al., 2006)

Klasa I I 1 v Vv
Zagadenje | Nisko | Umereno | Kriti¢no Jako Prekomerno
Ukupni 300 | <500 | <10000 | <100 000 | <1 000000 | >1 000 000
koliformi
Fekalni

koliformi/ | 100 mL <100 <1 000 <10000 | <100 000 >100 000
E. coli
Fekalne

enterokoke

100 mL <40 <400 <4 000 <40 000 >40 000
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3.2.4.3 Ispitivanje ekoloSkog aspekta

3.2.4.3.1 Heterotrofne i oligotrofne bakterije

Odredivanje ukupnog broja aerobnih heterotrofa i fakultativnih oligotrofa vrsi se u
cilju provere kvaliteta vode sa aspekta njenog organskog zagadenja tj. opterecenosti.
Aerobni heterotrofi odreduju se na bogatoj hranljivoj podlozi LA. Oligotrofi se odreduju na
10 puta razblazenoj LA podlozi (1/10 LA). Podloga se razblazuje kako bi se obezbedila
niska koncentracija nutrijenata neophodna za izolaciju oligotrofa. Po 0,1 mL odgovarajuc¢ih
razblaZzenja uzorka vode nanosi se na podloge LA 1 1/10 LA. Sterilisan stakleni Stapic¢
koristi se za utrljavanje uzorka “spread-plate” metodom na povrsinu podloge (Slika 3.7).
Inkubacija traje 3-5 dana, na 22-26 °C. Nakon inkubacije broje se sve kolonije i izraCunava

se ukupan broj heterotrofa/oligotrofa u 1 mL uzorka.
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Slika 3.7. Spread plate metoda za izolaciju heterotrofnih i oligotrofnih bakterija

Ocena ekoloskog statusa reka na osnovu broja aerobnih heterotrofa izvrSena je
prema Kohl (1975) i propisana Pravilnikom o parametrima hemijskog i ekoloskog statusa
Republike Srbije (,,Sluzbeni glasnik RS br. 74/2011) (Tabela 3.2).
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Tabela 3.2. Granice klasa ekolo$kog statusa reka na osnovu broja aerobnih heterotrofa (Kohl, 1975)

Klasa I-11 H-111 n-1v V-V

Broj aerobnih heterotrofa (metoda

1mL | 500 | 10000 | 100000 | 750000
Kohl)

3.2.4.3.2 Odredivanje fosfatazne aktivnosti vode

Za procenu organskog opterecenja vode meri se indeks fosfatazne aktivnosti koji
predstavlja srednju vrednost aktivnosti kiselih, neutralnih i alkalnih hidrolaza
fosfomonoestara i to njihove potencijalne aktivnosti (na odredenoj pH i temperaturi od 30
°C). Test se zasniva na hidrolitickom cepanju fosforne grupe jedinjenja para-nitrofenilfosfat
(p-NPP) pod dejstvom enzima fosfataza. Kao rezultat ovog cepanja nastaju ortofosfat (P) i

para-nitrofenol (p-NP), obojeno jedinjenje koje se moze spektrofotometrijski kvantifikovati
(Slika 3.8).

(P phosphate)
i
H-0—P—0-H

N =C g H
_,/N—C\\ /C—O—IIJ—O-H
0 c_c/ 0 H H
H

i n [ phophatase] 0\\ /t:c’\

"PNPP* 0,/N—[Z\\c_c%c—o—u
{p-nitro-phenyl-phosphate) 8 N
"PNP"

{p-nitro-phenol)
Slika 3.8. Cepanje molekula para-nitrofenilfosfata (p-NPP) na ortofosfat (P) i paranitrofenol (p-NP) pod
dejstvom fosfataza

U tri epruvete dodaje se po 2,4 mL uzorka vode, po 0,3 mL sterilnog rastvora TTA
pufera odgovarajuc¢eg pH (redom pH 5, 71 9) i po 0,3 mL 5 % rastvora pNPP. Za svaki
uzorak rade se tri ponavljanja (po tri puta za svaki pH), a kao negativna kontrola koristi se
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sterilna dH,0O. Mesavina se promucka i inkubira 1 h, na 30 °C. Nakon toga, reakcija se
prekida dodavanjem 0,1 mL 10N NaOH i smesa se centrifugira 10 min., 3000 rpm.

Kao posledica reakcije smesa se boji zuto usled nastanka para-nitrofenola (pNP), a
intenzitet boje srazmeran je nivou aktivnosti fosafataza u uzorku. Ekstinkcija se o€itava na
420 nm za kontrolu i uzorke, a kao slepa proba koristi se destilovana voda. Indeks

fosfatazne aktivnosti- IFA, izra¢unava se prema formuli:

IFA (umolpNP/s/dm3) = D-V-C-1000/ v-t-d

gde su:

D- razlika u ekstinkciji na 420 nm izmedu probe i kontrole

V- ukupna zapremina reakcione smese (mL)

C- koeficijent molarne ekstinkcije (za pH iznad 8,5 on iznosi 90,9)
v- zapremina uzorka (mL)

t- vreme trajanja reakcije u sekundama

d- duzina puta svetlosti kroz kivetu

Skraceni oblik formule je: IFA (umol/s/dm?®) = 33,667-D

Na osnovu indeksa fosfatazne aktivnosti takode se moZe vrsiti kategorizacija i
odredivanje kvaliteta vode prema klasifikaciji predlozenoj od strane Matavulj et al. (1989)
(Tabela 3.3).

Tabela 3.3. Klasifikacija vode prema vrednostima indeksa fosfatazne aktivnosti (Matavulj et al., 1989)

Indeks fosfatazne
aktivnosti (um/s/dm® Kategorija Karakteristike vode
pNP) 30 °C
<0,01 | A Maksimalno ¢ista
0,01-0,1 B Veoma Cista
0,1-0,25 I-11 Cista
0,25-0,50 I A Zadovoljavajuce Cista
0,50-1,0 B Malo zagadena
1,0-2,5 H-111 Umereno zagadena
2,5-5,0 i A Zagadena
5,0-7,5 B Veoma zagadena
7,5-10,0 -1V Prljava
10,0-15,0 v A Veoma prljava
>15,0 B Maksimalno prljava
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3.3 Odredivanje koncentracija metala i metaloida u tkivima
ribe

Na lokalitetu Duboko analize metala i metaloida u tkivima deverike, krupatice i
crnooke deverike radene su na jedinkama uzorkovanim u februaru (5 jedinki), pocetkom
juna (5 jedinki), julu (3 jedinke), avgustu (3 jedinke) i oktobru (2 jedinke), ukupno 18
jedinki. Na lokalitetu Vi$njica analize metala i metaloida u tkivima deverike radene su na
jedinkama uzorkovanim u februaru, aprilu, avgustu i novembru, po 5 jedinki tokom svakog
meseca, ukupno 25 jedinki. Nakon disekcije uzimani su uzorci $krga, jetre, misica i gonada.
Uzorci su odmah isprani destilovanom vodom, smesSteni u plastine kesice i na ledu
transportovani do laboratorije. Uzorci tkiva ¢uvani su na -20 °C do analize. Pre pocetka
analize, uzorci tkiva su odledeni na sobnoj temperaturi i izmerena im je ukupna masa

(vlazna masa, eng. wet weight- ww) (Slika 3.9).

Slika 3.9. Merenje vlazne mase uzoraka pre liofilizacije
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Nakon toga sledi liofilizacija (Freeze Dryers Rotational-Vacuum-Concentrator,
GAMMA 1-16 LSC, Nemacka) koja podrazumeva susenje tkiva na niskim temperaturama
(Slika 3.10).

Slika 3.10. Liofilizator (Freeze Dryers Rotational-Vacuum-Concentrator, GAMMA 1-16
LSC, Nemacka)

Nakon liofilizacije tezina uzoraka tkiva varirala je od 0,1-0,7 g suve mase. Ovako
osu$eni uzorci mase do 0,3 g izlozeni su smesi od 6 mL 65 % HNO3z i 4 mL 30 % H,0; i
smesteni u mikrotalasnu pe¢ u kojoj se vrsi digestija uzoraka (speedwaveTM MWS-3+,
Berghof Products + Instruments GmbH, Nemacka) (Slika 3.11 a i b). Proces digestije
izveden je sa temperaturnim programom za razlaganje uzoraka hrane, sa opsegom od 100
do 170 °C.
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Slika 3.11. Proces digestije: (a) dodavanje 65 % HNOs i 30 % H,0,; (b) mikrotalasna pe¢ (speedwave™
MWS-3+, Berghof Products + Instruments GmbH, Nemacka)

Po zavrSetku digestije uzorci se hlade do sobne temperature i1 razblaZzuju
destilovanom vodom do finalne zapremine od 25 mL. Detekcija metala i metaloida vrSena
je uz pomo¢ induktivno spregnute plazme-opticko emisione spektroskopije (ICP-OES,

Spectro Genesis EOP 11, Spectro Analytical Instruments GmbH, Nemacka) (Slika 3.12).
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Slika 3.12. Instrument sa induktivno spregnutom plazmom - opti¢ko emisionom
spektroskopijom (ICP-OES, Spectro Genesis EOP II, Spectro Analytical Instruments GmbH, Nemacka)

Ispitano je ukupno 16 elemenata koji su detektovani na slede¢im talasnim duzinama:

Al 396,152 nm
As 234,948 nm
Cd 226,502 nm
Cu 324,754 nm
B 249,773 nm

Ba 230,424 nm

Fe 259,941 nm
Sr 460,733 nm
Zn 213,856 nm
Li 460,289 nm

C0 228,616 nm

Cr 267,716 nm
Mn 257,611 nm
Mo 202,095 nm
Ni 231,604 nm

Pb 220,353 nm

Kwvalitet analitickog procesa kontrolisan je analizom referentnog materijala govede

jetre (BCR-185R) i tkiva lisaja (IAEA-336 Lichen). Sve vrednosti izrazene su u ug/g suve

mase tkiva (dw).
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Na osnovu dobijenih podataka moguce je izraCunati koncentracije elemenata u
misicu koje se izrazavaju u pg/g vlazne mase tkiva (ww), za koje su propisane maksimalne
dozvoljene koncentracije (MDK) u ribljem mesu prema Nacionalnoj regulativi (Sluzbeni
glasnik, 29/2014) i prema regulativi Evropske komisije (1881/2006/EC). Regulativa
Republike Srbije propisuje MDK vrednosti za As (2 ug/g ww), Pb (0,3 pg/g ww), Cd (0,05
Mo/g ww) i Hg (0,5-1 png/g ww). Regulativa Evropske komisije propisuje vrednosti za Pb,
Cd i Hg koje se poklapaju sa vrednostima propisanim nacionalnom regulativom. Dodatno,
Nacionalna regulativa propisuje MDK vrednosti za Zn, Fe i Cu u ribljim proizvodima u

limenoj ambalazi, i one iznose 100, 30 1 30 ng/g ww, respektivno.

3.3.1 Indeks zagadenja metalima (MPI- Metal pollution index)

Indeks zagadenja metalima (MPI) predstavlja matemati¢ki model koji omoguéava
da se svi podaci o koncentracijama pracenih elemenata u nekom tkivu predstave kao jedna
vrednost. Na ovaj nafin moguce je medusobno porediti analizirana tkiva i odrediti
opterecenost tkiva u smislu zagadenja metalima i metaloidima. Da bi se ovo postiglo mora
se 1zvesti normalizacija svih dobijenih vrednosti za pracene elemente, kako bi se omogucilo
sumiranje i svodenje koncentracija razli¢itih elemenata u jednu vrednost.

Indeks zagadenja metalima (MPI) izracunat je na osnovu formule (Usero et al.,
1997):

MPI = (C;xCypx...xCy)"

Gde je C,, koncentracija elemenata u odredenom tkivu, a n je ukupan broj elemenata koji se

koriste prilikom ra¢unanja MPL
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3.4 Komet test- elektroforeza pojedinacnih éelija

3.4.1 Uzorkovanje tkiva i pripremanje suspenzije éelija

Nakon disekcije, uzorci jetre i Skrga odmah se smeStaju u epruvete sa hladnim
1xPBS. Krv se uzima direktno iz srca heparinizovanim iglama i Spricevima, i oko 50 pL
krvi smesta se u ependorfice sa hladnim 1xPBS. Uzorci se transportuju do laboratorije, u
tamnoj i hladnoj kutiji i procesuiraju u roku od 1 h.

Uzorci jetre i Skrga prolaze mehani¢ku i enzimsku obradu kako bi se dobila
suspenzija c¢elija (pojedinacne Celije). Tkiva se smestaju u 0,2 mL Hank’s Balanced Saline
Solution (HBSS) i uz pomo¢ dva skalpela seckaju do homogenizacije. Ovako pripremljena
suspenzija Celija prebacuje se u epruvete sa 2,8 mL hladnog HBSS. U cilju enzimske
obrade suspenziji se dodaje 30 pL tripsina (finalna koncentracija 0,05 %) 1 vr$i se
inkubacija na sobnoj temperaturi, 10 min. uz konstantno muckanje u Sejkeru. Da bi se
zaustavilo dalje dejstvo tripsina, nakon inkubacije, epruvete se dopune do 10 mL hladnim
HBSS. Supernatant u kome su ¢elije paZljivo se prebacuje u nove epruvete (oko 9 mL) koje
se stavljaju na centrifugiranje 10 min., 4 °C, 2000 rpm. Nakon centrifugiranja ostavlja se
oko 1 mL supernatanta za resuspendovanje taloga u kome se nalaze celije. Ukoliko je
potrebno, suspenzija ¢elija moze se dodatno razblaziti u HBSS, kako bi se dobilo priblizno
50 000 ¢elija/mL.

3.4.2 Odredivanje vijabilnosti ¢elija diferencijalnim AO/EB bojenjem

Pre pocetka komet testa vrs$i se provera vijabilnosti Celija krvi, jetre 1 Skrga,
diferencijalnim bojenjem akridin oranz/etidijum bromid (AO/EB). Vijabilnost Ccelija
proverava se kako bi se iskljucila moguénost da je povecano prisustvo DNK prekida
rezultat citotoksi¢nosti (Lee & Steinert, 2003). Na mikroskopsku plo¢icu nanosi se 20 pL
suspenzije ¢elija i 2 uL AO/EB boje i pokriva se pokrovnim staklom. Celije se posmatraju
na fluorescentnom mikroskopu (Leica, DMLS, Nemacka) sa ekscitacionim filterom od 510
- 560 nm 1 emisionim filterom od 590 nm, pod 400x uveli¢anjem. Pri ovoj proceduri

proverava se integritet ¢elijske membrane. Ukoliko je membrana ¢elije neoStecena u ¢eliju

64



Materijal i metode

¢e moci da difunduje samo boja AO, za koju je membrana propustljiva i koja ¢e bojiti jedro
zelenom fluorescencijom. Ukoliko je ¢elijska membrana ostecena, u ¢eliju ¢e uci 1 EB, koji
dolazi do jedra i prekriva signal AO, usled Cega jedra emituju narandzasto-Crvenu
fluorescenciju (Squier & Cohen, 2001). Celije sa zelenim jedrima smatraju se Zivim, dok se
¢elije ¢ija su jedra narandzasta i crvena smatraju mrtvim (Slika 3.13). Broji se 100
nasumi¢no odabranih ¢elija i izraCunava se procenat vijabilnih ¢elija. Da bi rezultati komet

testa bili validni vijabilnost treba da je iznad 70 %.

Slika 3.13. Odredivanje vijabilnosti ¢elija diferencijalnim AO/EB bojenjem

3.4.3 Alkalni komet test

Kako bi pored dvolancanih prekida, detektovali i jednolancane prekide i alkalno-
labilna mesta na DNK molekulu, komet test je raden u alkalnim uslovima. S obzirom da
prirodna svetlost moze dodatno da oStett DNK molekul, ¢itava procedura komet testa
izvodi se u mraku ili pod zutim svetlom (Singh et al.,, 1988). U prvom koraku,
mikroskopske plocice temeljno se operu i osuse na sobnoj temperaturi tokom 24 h.
Sledeceg dana vrsi se oblaganje plocica slojem 1 % agaroze normalne tacke topljenja (1 %
NMP, eng. Normal Melting Point) tako $to se Citave ploCice potapaju u agarozu i ostavljaju
da se suse naredna 24 h. Na dan eksperimenta, na levu i desnu stranu plo¢ica nanosi se po

80 pL 1 % NMP agaroze i stavljaju se pokrovna stakla kako bi se agaroza ravnomerno
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rasporedila. PloCice se smesStaju na 4 °C, 5-10 min., da bi gel o¢vrsnuo. Nakon toga
pokrovna stakla se pazljivo uklanjaju, a na gelove sa leve 1 desne strane, nanosi se po 70 uL
¢elija prethodno pomesanih sa agarozom niske tacke topljenja (1 % LMP, eng. Low Melting
Point) u odnosu 30 pL ¢elija i 70 uL. 1 % LMP i ponovo se stavljaju pokrovna stakla.
Plocice se jo$ jednom smestaju na 4 °C, 5-10 min. Nakon uklanjanja pokrovnih stakala,
ploCice na kojima se sada nalaze celije ,,zarobljene* u agarozi smestaju se u kadice 1
prelivaju sveze napravljenim i dobro ohladenim rastvorom za lizu koji omoguéava
uklanjanje svih ¢elijskih membrana (2,5 M NaCl, 100 mM EDTA, 10 mM Tris, 1 % Triton
X-100, pH = 10). Plo¢ice na kojima se nalaze ¢elije krvi prekrivaju se rastvorom za lizu sa
dodatkom 10 % dimetil-sulfoksida (DMSO). Kako DMSO ima sposobnost vezivanja
gvozda, na ovaj nacdin spreCava se dodatni nastanak DNK os$te¢enja od strane radikala
formiranih pod dejstvom gvozda oslobodenog iz eritrocita tokom lize (Tice et al., 1991).
Plocice u rastvoru za lizu ostaju preko no¢i (16-18 h). Narednog dana, plocCice se vade iz
rastvora za lizu, smeStaju na papirne ubruse, prebacuju u kadicu za elektroforezu i
prekrivaju sveze pripremljenim, hladnim rastvorom visokog pH, u kome ¢e se vrsiti
denaturacija i elektroforeza (300 mM NaOH, 1 mM EDTA, pH 13). Kadica se zatvara
poklopcem 1 povezuje sa uredajem za snadbevanje elektricnom energijom (eng. power
supplier). U ovom rastvoru ploc€ice stoje 20 min., kako bi se izvr$ila denaturacija DNK, a
potom se u isti rastvor preko uredaja za napajanje uvodi struja i sledi elektroforeza 20 min.
(0,75 V/em, 300 mA). Nakon denaturacije 1 elektroforeze plo€ice se premestaju na papirne
ubruse, a potom u ciste kadice i prelivaju ohladenim rastvorom za neutralizaciju, 15 min.
(0,4 M Tris, pH 7,5). Nakon neutralizacije sledi fiksiranje u ledeno hladnom metanolu 15
min., a potom suSenje na 4 °C, 24 h, u mraku. Fiksirane plocice se do analize ¢uvaju u
klasteru, a neposredno pred analizu moze se vrsiti rehidratacija u hladnoj dH,O, 15 min.

Za vizuelizaciju kometa, gelovi se pokrivaju sa 20 pL boje AO (2 pg/mL) i
pokrovnim staklom. Plo¢ice se posmatraju pod fluorescentnim mikroskopom na uveéanju
400% (Leica, DMLS, Nemacka; ekscitacioni filter 510 — 560 nm, emisioni filter 590 nm).
Za kvantifikaciju DNK oSte¢enja koriS¢en je kompjuterski softver Comet IV Computer
Software (Perceptive Instruments, UK) (Slika 3.14). Za svaku jedinku pripremljena je jedna

plocica, sa dve replike gela (na levoj i desnoj strani). Na svakom gelu analizirano je po 25
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kometa, tj. 50 kometa po plocici/jedinki, odnosno 250 kometa za svako tkivo u okviru
jednog meseca uzorkovanja. Kada je broj jedinki u toku meseca bio manji od 5, analizirane
su dodatne komete, kako bi se dobilo 250 kometa po tkivu. Prema nasem saznanju, ovo je
prvi put da je komet test primenjen za detekciju DNK oste¢enja kod navedenih vrsta riba,
pa je nivo DNK ostec¢enja izrazen preko tri najéesce koriS¢ena parametra u komet testu:
intenzitet repa komete- eng. Tail intensity (Tl %), momenat repa komete- Olive tail
moment (OTM) i duzina repa komete- eng. Tail lenght (TLpix) kako bi ispitali

primenljivost svakog od parametara za predstavljanje DNK ostecenja.

9
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Slika 3.14. Kvantifikacija DNK oSte¢enja u kompjuterskom programu Comet IV Computer Software

(Perceptive Instruments, UK)
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3.5 HistopatoloSke analize jetre i Skrga

3.5.1 Uzorkovanje tkiva i pripremanje histoloskih preparata

Na lokalitetu Duboko za histopatoloSke analize uzorkovane su jetra i Skrge
deverike, krupatice i crnooke deverike izlovljenih u februaru, martu, junu, julu, avgustu i
oktobru (ukupno 26 jedinki). Na lokalitetu ViSnjica za histopatoloske analize uzorkovane
su jetra i Skrge deverika izlovljenih u februaru, aprilu, avgustu i novembru (ukupno 20
jedinki). Nakon disekcije uzorci jetre i Skrga smesteni su u 4 % formalin radi fiksiranja
tkiva. Fiksiranje ima za cilj da oCuva strukturu tkiva i1 spreci denaturaciju proteina, kao 1
autolizu Celija pod dejstvom enzima. Nakon fiksiranja uzorci su smeSteni u automatski
procesor (Leica TP 1020, Leica, Nemacka) (Slika 3.15), u kome se vrsi dehidratacija tkiva
sprovodenjem kroz seriju rastu¢ih koncentracija etanola (70 % - 2 x 30 minuta, 85 % - 30
minuta, 95 % - 30 minuta, 100 % - 2 x 30 minuta). Nakon dehidratacije automatski
procesor smesta tkiva u ksilol (2 x 30 minuta). Na ovaj nacin vr$i se zamena etanola u tkivu
ksilolom radi kalupljenja tkiva u parafinu, jer se ksilol jednako lako mesa i sa apsolutnim

etanolom i sa parafinom.

Slika 3.15. Automatski procesor tkiva (Leica TP 1020, Nemacka)
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Ovako pripremljena tkiva kalupe se u parafinu prethodno otopljenom na 60 °C
(Slika 3.16 a). Kalupi se montiraju na plasticne drzaCe i prave se preseci tkiva na
mikrotomu SM 2000R (Leica, Nemacka) (Slika 3.16 b). Preseci debljine 5 um pazljivo se
prebacuju u vodeno kupatilo (voda zagrejana na 40 °C), radi ispravljanja (opustanja) i
nakon kraceg vremena smestaju se na mikroskopske ploCice. Pre bojenja, preparati stoje u
termostatu kako bi se izvrSila deparafinizacija i kako bi na mikroskopskoj plocici ostao

samo presek tkiva.

a)

Slika 3.16. (a) Aparat za kalupljenje tkiva u parafinu; (b) mikrotom

U automatizovanom centru za bojenje preparata ST 4040 (Leica, Nemacka) (Slika
3.17) prvo se vrsi rehidratacija tkiva koja podrazumeva sve korake dehidratacije samo
obrnutim redosledom (ksilol, opadajuc¢i gradijent koncentracija etanola, dH,0). Ovako
spremni preparati boje se hematoksilin eozin (HE) bojenjem, po metodi Stevens & Wilson
(1996).

69



Materijal i metode

Slika 3.17. Automatizovani centar za bojenje preparata ST 4040 (Leica, Nemacka)

Mikrografije uzoraka pravljene su pomocu Leica DMLS mikroskopa sa Leica DFC
310 FX kamerom (Leica, Nemacka). Celokupno procesuiranje tkiva i obrada histoloskih
uzoraka uradena je u Laboratoriji za histologiju Poljoprivrednog fakulteta Univerziteta u

Beogradu.

3.5.2 Semikvantitativna analiza histopatoloskih promena

Tip 1 obim histopatoloSkih promena uocenih na presecima jetre i Skrga ocenjeni su
semikvantitativnom analizom opisanom od strane Bernet et al. (1999). Znacajnost svake
lezije zavisi od njene histoloske vaznosti tj. kako utice na funkciju organa i sposobnost ribe
da prezivi. Svaka lezija se ocenjuje faktorom znacajnosti (W) (eng. importance factor) ¢ija
vrednost moZe biti:

1 - minimalna patoloSka znacajnost, lezija je lako reverzibilna ¢im se izlaganje
Stetnom agensu prekine;

2 - umerena patoloSka znacajnost, lezija je reverzibilna u vecini slucajeva kada se
Stetni agens neutraliSe;

3 - velika patoloska znacajnost, lezija je ireverzibilna i vodi do delimi¢nog ili

potpunog gubitka funkcije organa.

Za svaki ispitani organ odredene patoloske promene mogu se klasifikovati u pet

razli¢itih kategorija (eng. reaction pattern): cirkulatorne promene, regresivne promene,
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progresivne promene, inflamatorne promene i neoplazije (u zagradi su prikazani faktori
znacajnosti svake promene).

Cirkulatorne promene nastaju usled patoloskih stanja toka krvi i protoka tkivnih

te¢nosti. Cirkulatorne promene su:

Hemoragije - isticanje krvi iz krvnih sudova (1);

Hiperemija - zaustavljanje krvi u organu izazvano promenama u venskom i/ili arterijskom
sistemu (1);

Aneurizma - prosirenje arterijskih krvnih sudova (1);

Intercelularni edem - pojava tkivne te¢nosti koja je filtracijom preko kapilara dosla u
tkivo (1).

Regresivne promene obuhvataju procese ¢iji krajnji ishod moze biti redukcija

funkcije ili prestanak rada organa. Regresivne promene su:

Strukturne promene - promene strukture tkiva, oblika i rasporeda ¢elija (1);

Promene u citoplazmi - hijalinske kapljice (granularne promene), koloidne kapljice
(koloidne promene), degenerativna masna vakuolizacija ili hidropske glikogenske kapljice,
kre¢njacke promene, zadebljanje finih vlakana vezivnog tkiva (hijalinske promene) (1);
Depoziti - meducelijske akumulacije supstanci primarno izazvane degenerativnim
procesima (1);

Jedarne promene - promene oblika jedra i strukture hromatina (2);

Atrofija celija - redukcija broja i1 zapremine celija 1/ili smanjenje koli¢ine meducelijskih
supstanci (2);

Nekroza - morfolosko stanje Celija ili tkiva koje nastaje usled nepovratnog gubitka funkcije
¢elije (3).

Progresivne promene obuhvataju procese koji vode ka povecanoj aktivnosti ¢elija ili

tkiva. Progresivne promene su:
Hipertrofija - povecanje volumena ¢elija ili tkiva bez povecanja broja ¢elija (1);
Hiperplazija - uvecéanje tkiva ili organa usled povecanog broja ¢elija bez promena

volumena c¢elija (2).
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Inflamatorne promene su:

Pojava eksudata - te¢nosti koja sadrzi visoku koncentraciju proteina i veliku koli¢inu
¢elijskih ostataka izlu€enih iz krvnih i limfnih sudova (1);

Aktivacija retikuloendotelnog sistema (RES) - hipertrofija RES koji se sastoji od
endotelnih ¢elija 1 makrofaga koje okruzuju male krvne sudove (1);

Infiltracija - prodor i ulazak leukocita iz krvnih sudova u okolno tkivo (2).

Neoplazije obuhvataju nekontrolisanu proliferaciju ¢elija i tkiva. Tumori se mogu
podeliti u dve klase:

Benigni tumori - diferencirane ¢elije koje zamenjuju originalno tkivo (tumorske celije li¢e
na celije originalnog tkiva) (2);

Maligni tumori - slabo definisane ¢elije koje se brzo dele, napadaju i unistavaju normalno
tkivo, gde se nekada mogu uociti i metastaze (3).

Pored faktora znacajnosti, zavisno od stepena i obima promene za svaku alteraciju
odreduje se i intenzitet lezije (a) (eng. score value) koji se krece od 0 (neizmenjena
morfologija), preko 2 (blago prisutna promena) i 4 (umereno prisutna promena) do 6
(ozbiljno prisutna promena- difuzne lezije).

Mnozenjem faktora znacajnosti (W) i intenziteta lezije (a) dobija se histopatoloski

skor za svaku kategoriju promena:
| org rp = Zait (Qorg rp alt X Worg rp alt)
za histopatoloski indeks organa:
I org = ZrpZait (Qorg rp alt X Worg rp al)
za ukupan histopatoloski indeks oba ispitivana organa (Skrge, jetra):
I 1= ZorgZrmpZait (Qorg rp at X Worg rp alt)

Frekvencija (ucestalost) lezija (FL) racuna se tako Sto se broj riba u kojima je

detektovana odredena lezija deli sa ukupnim brojem analiziranih riba prema formuli:

FL (%) = N|ezija X Nukupno-l X 100
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3.6 Statisti¢ke analize

Statisticke analize uradene su U programima Statistica 7.0. (StatSoft, Inc., 2001) i
SPSS 21.0 (SAD). Normalnost podataka za komet test ispitana je Kolmogorov-Smirnov
testom, dok je normalnost distribucije podataka za histopatoloske analize i metale ispitana
Shapiro-Wilk testom. Podaci za komet test nisu pokazali normalnu raspodelu, pa je za
testiranje znacajnih razlika odabran neparametrijski Kruskal-Wallis H test, a parovi grupa
poredeni su Mann—Whitney U testom, pri ¢emu je vrednost p korigovana u odnosu na
ukupan broj poredenja (p = 0,05/ukupan br. poredenja).

Kako su neki podaci dobijeni iz histopatoloskih analiza tkiva i podaci o
koncentracijama elemenata u tkivima odstupali od normalne raspodele, za testiranje
znacajnih razlika odabran je neparametrijski test Kruskal-Wallis sa Dunn-Bonferroni post
hoc metodom koja daje korigovanu vrednost p.

Korelacione analize vrSene su u zavisnosti od distribucije podataka Pearson ili
Spearman testom. Za sve testove nivo znacajnosti iznosio je p < 0,05. Pearson korelacija je
primenjena pri analizi korelacija medu parametrima komet testa, kao i izmedu nivoa DNK
oSteCenja u krvi, jetri 1 Skrgama. Spearman korelacija je primenjena za utvrdivanje
korelacija izmedu pracenih biomarkera: koncentracija metala 1 metaloida, nivoa DNK
oStecenja i histopatoloskih promena u okviru skrga i jetre.

Koncentracije metala i metaloida u jetri, Skrgama, gonadama i miSic¢u predstavljene
su kao srednja vrednostxSD; vijabilnost celija krvi, jetre i Skrga predstavljena je kao
srednja vrednost=SD; DNK ostecenje u celijama krvi, $krga i jetre predstavljeno je kao
srednja vrednost+SE; pojedinac¢ne histopatoloske promene u jetri i $krgama predstavljene
su kao srednja vrednost+SD; grupe histopatoloSkih promena $krga i jetre, histopatoloSki

indeks Skrga i jetre i ukupni histopatoloski indeks prikazani su kao srednja vrednost+SE.
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4 REZULTATI
4.1 Reka Sava - lokalitet Duboko

4.1.1 Analize fizicko-hemijskih i hemijskih parametara na lokalitetu
Duboko

Rezultati merenja fizicko-hemijskih parametara kvaliteta vode (pH, temperatura,
koncentracija kiseonika, saturacija kiseonikom, elektroprovodljivost, NO,, NOs,, NH,",
PO43') na lokalitetu Duboko tokom januara, februara, marta, pocetka juna, kraja juna, jula,
avgusta 1 oktobra 2014. godine, preuzeti su iz doktorske disertacije Kracun-Kolarevi¢
(2017) i dati u tabeli 4.1.

Tabela 4.1. Vrednosti fizicko-hemijskih parametara izmerene na lokalitetu Duboko

oH | Toc Elektroprovodljivost 0, NO, | NO;y | NH," | PO~

uS/cm mg/L % mg/L
Januar 8,5 8,9 373 11,2 / 0,074 | 586 | 1,743 | 0,37
Februar 8,5 8,7 338 11,5 99,0 0,051 | 505 | 1,322 | 0,27
Mart 8,8 11,8 376 12,0 | 120,0 | 0,059 | 159 | 1,877 | 0,24
PQézt;lk 78 | 197 365 85 | 90,3 | 0,080 | 1,10 | 1,245 | 0,20
KI’JaL; juna 8,6 21,6 / 9,6 108,6 | 0,060 | 1,46 | 0,534 | 0,22
Jul 8,7 22,0 372 / / 0,047 | 1,26 | 0,598 | 0,19
Avgust 8,3 23,2 439 58 67,7 0,050 | 0,60 | 0,570 | 14,70
Oktobar 7,7 16,9 405 7,1 73,0 0,040 | 2,60 | 0,110 | 1,20

* /- nije izmereno

Tokom ¢itavog perioda uzorkovanja pH je bila blago alkalna sa vrednostima viSim
od 8,5 tokom marta, krajem juna i jula §to je ukazivalo na IV-V klasu kvaliteta.
Koncentracija rastvorenog kiseonika bila je najniZza u avgustu, kada je zabeleZena i najviSa
temperatura vode, a tada je voda pripadala 11l kategoriji. U oktobru je voda prema
koncentraciji rastvorenog kiseonika pripadala Il kategoriji. Tokom ostalih meseci
koncentracija kiseonika u vodi bila je iznad 8,5 mg/L §to je upucivalo na I klasu kvaliteta

vode. Najvisa koncentracija NO; zabeleZena je poCetkom juna, a najniza u oktobru. Najvise
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koncentracije NO3 zabeleZene su tokom januara i februara kada se voda mogla svrstati u 111
klasu kvaliteta. Najniza koncentracija NO3™ zabeleZena je u avgustu i voda je tada pripadala
| klasi, a tokom svih ostalih meseci Il klasi kvaliteta. Prema koncentracijama NH," voda je
tokom januara, februara, marta i pocetka juna pripadala V klasi, a krajem juna, u julu i
avgustu I1I klasi. U oktobru je zabeleZena najniZa koncentracija NH," i tada je voda mogla
da se svrsta u II klasu kvaliteta. Najvisa koncentracija PO,¥ zabelezena je u avgustu i
oktobru kada je voda pripadala V klasi, a tokom ostalih meseci voda se mogla svrstati u IV
klasu kvaliteta.

Podaci o specificnim zagadujuéim supstancama za odgovaraju¢i mesec, ¢ije su
koncentracije varirale tokom razli¢itih meseci, dobijeni su od Agencije za zaStitu Zivotne
sredine RS, sa merne stanice Ostruznica (10 km nizvodno od lokaliteta) i prikazani su u
tabeli 8.1 (Prilog).

Kako je 2014. godina bila specifi¢na po meteoroloSkim i hidroloskim parametrima,
usled ¢ega su nastupile poplave tokom maja, koncentracije specifi¢nih zagadujuc¢ih materija
u vodi tokom 2014. godine poredene su sa prosecnim koncentracijama ovih materija za
poslednje tri godine na mernoj stanici Ostruznica. Na ovaj na¢in mogli bi da sagledamo
uticaj poplava na koncentracije zagaduju¢ih materija u vodi u poredenju sa prose¢nim
vrednostima, jer se pritisci na lokalitetu nisu zna¢ajno menjali od 2011. do 2014. godine.
Podaci su transformisani logaritmovanjem i predstavljeni preko radarskih grafikona (Slika
4.1), primenjenih u studiji Jovanovi¢ et al. (2017). Tokom januara su primecene povecane
vrednosti rastvorenog Fe 1 Al. Tokom februara 1 marta je primecen skok rastvorenog Fe. Za
maj i jun je izraunata srednja vrednost, kako je uzorkovanje vode i tkiva ribe u nasoj
studiji izostalo tokom maja, a vrSeno je po€etkom 1 krajem juna. U tom periodu primecen je
skok rastvorenog Pb 1 Fe u vodi. U julu je primecen skok ukupnog Cr, rastvorenog Fe 1 Mn.
U avgustu je primecen skok ukupnog i rastvorenog Cr i rastvorenog Fe, Mn i Pb. U oktobru
su primeéene povecane koncentracije metolahlora i terbutilazina, Cu, rastvorenog Mn, i

ukupnog i rastvorenog Zn.
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Slika 4.1. Poredenje koncentracija metala, metaloida i specifiénih zagaduju¢ih materija na mernoj stanici

Ostruznica tokom 2014. godine sa trogodi$njim prosekom (2011-2013)
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Podaci o0 dnevnom variranju vodostaja tokom 2014. godine na reci Savi dobijeni su
od Republickog hidrometeoroloskog zavoda (RHMZ) sa merne stanice Beograd, koja se
nalazi na oko 22 km nizvodno od lokaliteta Duboko, tj. na manje od 1 km od uséa sa

Dunavom i prikazani su na slici 8.1 (Prilog).

4.1.2 Analize mikrobioloskih indikatora na lokalitetu Duboko

4.1.2.1 Ispitivanje sanitarnog aspekta kvaliteta vode na lokalitetu Duboko

Koncentracije mikrobioloskih indikatora fekalnog zagadenja na lokalitetu Duboko
pracene su tokom januara, februara, marta, pocetka juna, kraja juna, jula, avgusta i oktobra
2014. godine i dobijene su primenom metode membranske filtracije i inkubacije na
odgovaraju¢im podlogama.

Najvisa koncentracija ukupnih koliforma zabelezena je krajem juna, a najniza u
februaru. Prema koncentraciji ukupnih koliforma voda je tokom svih meseci, izuzev

januara i februara, pripadala III klasi kvaliteta (kriticno fekalno zagadenje) (Slika 4.2).

Ukupni koliformi
o

Oktobar
Avgust
Jul I

Kraj juna
Pocetak juna i

Mart

Mesec uzorkovanj

Februar

Januar

L e T el

0 10000 20000 30000 40000 50000 60000
CFU/100 mL

Slika 4.2. Koncentracije ukupnih koliforma na lokalitetu Duboko tokom 2014. godine izrazene kao CFU/100

mL sa nazna¢enom granicom izmedu II i IIT klase
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Najvisa koncentracija fekalnih koliforma zabeleZena je pocetkom juna, a najniza u
februaru. Koncentracije fekalnih koliforma, koji se smatraju preciznijim indikatorima

fekalnog zagadenja, tokom svih meseci uzorkovanja ukazivale su na Il klasu kvaliteta
(kriti¢no fekalno zagadenje) (Slika 4.3).

Fekalni koliformi

Il 1]
Oktobar

Avgust

Jul

Krajjuna
Pocetak juna
Mart
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Februar
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T L T T T T T T T T
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0 1000 2000 3000 4000 5000 6000 7000 8000 9000 10000
CFU/100 mL

Slika 4.3. Koncentracije fekalnih koliforma na lokalitetu Duboko tokom 2014. godine izrazene kao CFU/100

mL sa nazna¢enom granicom izmedu II i IIT klase

Najvisa koncentracija enterokoka zabeleZena je tokom januara, a najniza u oktobru.
Na osnovu koncentracija enterokoka voda je tokom svih meseci pripadala Il klasi kvaliteta

(umereno fekalno zagadenje), izuzev oktobra kada je pripadala I klasi (nisko fekalno
zagadenje) (Slika 4.4).
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Enterokoke
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Slika 4.4. Koncentracije enterokoka na lokalitetu Duboko tokom 2014. godine izrazene kao CFU/100 mL sa

naznac¢enom granicom izmedu I i IT klase

Pracenje koncentracija spora C. perfringens u vodi koristi se kao dopunski podatak
u pracenju prisustva fekalnog zagadenja. Prisustvo ove bakterije ukazuje na postojano
fekalno zagadenje u vodenim ekosistemima. NajviSe koncentracije zabeleZene su tokom

februara, a najnize pocetkom juna (Slika 4.5).

C. perfringens

Oktobar
Avgust

Jul

Kraj juna
Pocetak juna

Mart

Mesec uzorkovanj

Februar

Januar

T T T T T T T 1

(o} 50 100 150 200 250 300 350
CFU/100 mL

Slika 4.5. Koncentracije C. perfringens na lokalitetu Duboko tokom 2014. godine izrazene kao CFU/100 mL
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4.1.2.2 Ispitivanje ekoloskog aspekta kvaliteta vode na lokalitetu Duboko

U cilju ispitivanja organskog optereéenja vode pracene su koncentracije
heterotrofnih i oligotrofnih bakterija, kao i indeks fosfatazne aktivnosti. Najvise
koncentracije heterotrofnih bakterija zabelezene su tokom februara, a najnize krajem juna.
Prema koncentracijama heterotrofnih bakterija voda je tokom svih meseci bila u Il klasi
kvaliteta (Slika 4.6).

Heterotrofne bakterije
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Slika 4.6. Koncentracije heterotrofnih bakterija na lokalitetu Duboko tokom 2014. godine izrazene kao

CFU/mL sa naznadenom granicom izmedu I i IT klase

Variranje koncentracija oligotrofnih bakterija tokom 2014. godine, prikazano je na
slici 4.7. Najvise koncentracije oligotrofnih bakterija zabelezene su pocetkom juna, a

najnize u julu.
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Mesec uzorkovanj
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Slika 4.7. Koncentracije oligotrofnih bakterija na lokalitetu Duboko tokom 2014. godine izraZene kao

CFU/mL

Prema indeksu fosfatazne aktivnosti najvise organsko opterecenje vode zabelezeno

je u avgustu, a najnize u januaru. Tokom januara, februara i jula vrednosti IFA bile su

preko 7,5 Sto ukazuje na klasu kvaliteta izmedu III i1 IV klase (prljava voda), tokom marta i

oktobra IFA je bio visi od 10 i voda je tada pripadala IVa klasi (veoma prljava voda), a

pocetkom juna, krajem juna i u avgustu IFA je imao vrednosti vece od 15 pa je voda

pripadala klasi IVb (maksimalno prljava) (Slika 4.8).
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Slika 4.8. Vrednosti indeksa fosfatazne aktivnosti na lokalitetu Duboko tokom 2014. godine sa granicama

izmedu III-1V, IVai Vb klase
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4.1.3 Uzorkovanje jedinki deverike, krupatice i crnooke deverike na
lokalitetu Duboko

Na lokalitetu Duboko na Savi istrazivanje je vrSeno na deverici, krupatici i crnookoj
deverici tokom januara, februara, marta, pocetkom juna, krajem juna, jula, avgusta i
oktobra 2014. godine. Starost uzorkovanih jedinki kretala se od 2+ do 4+. Detaljan pregled
podataka o duzini, tezini i faktoru kondicije (KF) jedinki dat je u tabeli 4.2. Najvise

vrednosti faktora kondicije zabelezene su krajem juna i u februaru, a najnize u martu i julu.

Tabela 4.2. Pregled uzorkovanih jedinki deverike, krupatice i crnooke deverike na lokalitetu Duboko sa

vrednostima faktora kondicije - KF izrazenim kao sr. vrednost+SD

Mesec
uzorkovanja ! ? 3 ) > “F
SL 17 17,2 16,5 17,5 17
Januar TL e 21,5 21,5 21 20,5 21 1,00+0,21
W g 133 83 98 83 76
SL 17,5 17,3 17 15,5 16
Februar TL e 22 21,5 21 19,9 19,5 1,21+0,07
W g 139 124 107 89 91
SL 16,5 15 15 16 15,5
Mart TL e 20,5 18 18,5 20 19 0,94+0,18
W g 69 72 63 65 60
SL 17 20 15,8 15 15
Pocetak juna TL e 21 24 20 18 18 1,00+0,22
W g 90 97 76 63 76
SL 13 15 12
cm
Kraj juna TL 16 18 15 1,22+0,17
W g 57 61 41
SL 17,5 12,5 15,5 14,5
Jul TL e 22,5 16 19,5 18,5 0,94+0,07
W g 97 41 73 58
SL 18 17,5 14,5 11,5 12,3
Avgust TL e 22,5 22,2 18 14,5 15 1,00£0,10
W g 103 98 61 31 38
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SL 10 15,5 18
cm
Oktobar TL 13 19 23 1,07+0,06
W g 22 76 133

* SL-standardna duzina ribe, TL-ukupna duZina ribe, W-teZina ribe

4.1.4 Koncentracije metala i metaloida u jetri, Skrgama, gonadama i
miSicu deverike, krupatice i crnooke deverike na lokalitetu
Duboko

Koncentracije metala i metaloida u jetri, Skrgama, gonadama i mi$i¢u deverike,
krupatice i crnooke deverike na lokalitetu Duboko ispitane su tokom februara, pocetka juna,
jula, avgusta i oktobra i prikazane u tabeli 4.3 kao srednja vrednost + SD. Tokom februara i
pocetkom juna anlizirano je po 5 jedinki, a tokom jula i avgusta po 3 jedinke. U tabeli 4.3
date su i znacajne razlike medu koncentracijama u odredenom tkivu tokom razli¢itih meseci
(mala slova) 1 znacajne razlike medu koncentracijama u razli¢itim tkivima u okviru istog
meseca (velika slova), pri ¢emu razliita slova oznaCavaju statisticki znacajne razlike.
Podaci dobijeni u oktobru nisu statisticki testirani jer su dobijeni analizom tkiva u samo dve
jedinke. Koncentracije elemenata u tkivima ribe izraZene su u ug/g suve teZine.

Tokom ¢itavog perioda uzorkovanja bor (B) je detektovan samo u gonadama jedne
jedinke pocetkom juna. Kadmijum (Cd) je detektovan samo u jetri i to u jednoj jedinki
tokom februara, u dve jedinke pocetkom juna i u svim jedinkama tokom avgusta
(0,17+0,17). Kobalt (Co) je detektovan u jetri u jednoj jedinki u februaru i jednoj jedinki
pocetkom juna i gonadama u dve jedinke u februaru i u svim jedinkama pocetkom juna
(0,20+0,23), u julu (0,29+0,21) i avgustu (0,22+0,15) i u jednoj jedinki tokom oktobra.
Litijum (Li) je detektovan samo u jetri u jednoj jedinki pocetkom juna. Nikl (Ni) je
detektovan u jetri u jednoj jedinki poc¢etkom juna i jednoj jedinki u avgustu. U $krgama, Ni
je detektovan u jednoj jedinki poc¢etkom juna i u svim jedinkama u avgustu (6,40+5,97). U
gonadama, Ni je detektovan u jednoj jedinki u avgustu, a u miSi¢u u po jednoj jedinki
pocetkom juna, u julu 1 u avgustu. Ovi elementi nisu uzeti u obzir prilikom izvodenja

statistickih analiza kako su se neredovno detektovali tokom uzorkovanja.
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Tabela 4.3. Koncentracije metala i metaloida u jetri, $krgama, gonadama i misi¢u deverike, krupatice i

crnooke deverike tokom razli¢itih meseci na lokalitetu Duboko

Mesec
uzorkovanja i br. JETRA SKRGE GONADE MISIC
jedinki
Februar 5| 9,09+10,61%" 11,52+7,06°* 13,26+12,92*" | 14,26+14,94*"
Podetak juna 5 | 42,32+77,31%" | 233,95+171,87°% | 20,47+8,86%"® | 19,62+18,88* *®

Al Jul 3| 66,74+97,42** | 81,07483,07** 9,06+0,38*# 7,1646,42* *
Avgust 3 6,84+6,12% A 14,26+11,00® A | 20,55+20,26%* | 7,24+2,07*"
Oktobar 2 | 20,56+27,44 94,069,00 11,75* 0,42+0,50
Februar 5 2,322,437 0,52* 0,66£0,54* " 0,35+0,32 "

Pocetak juna 5 1,21#1,73*A 1,54* 1,48+1,09° A 0,42*

As Jul 3 0,92+0,49° A ND 1,20+0,43* A 0,04*
Avgust 3 1,66* 0,03* 3,00+2,57° ND
Oktobar 2 2,26+2,92 0,27+0,23 2,62% ND
Februar 5 0,2820,22** 21,05+7,917 ~ 0,09+0,08%° 2,01£0,71°"®

Pocetak juna 5 2,56* 37,269,81% 4 0,30+0,08** 1,39+0,49% ©

Ba Jul 3| 0,38£0,28"° 38,85+2,20* # 0,25+0,06% ® 1,41£0,15* "8
Avgust 3 0,19* 42,56+8,15% # 1,52+2,29%~ 2,05+0,53* #
Oktobar 2 ND 41,90+4,44 0,24* 1,69+0,57
Februar 5| 022+0,11°"° 0,640,24** 0,18+0,07%*® 0,20£0,16°°

Podetak juna 5 | 0,23+0,18**® 1,44+0,34° A 0,10+0,09% ® 1,72+3,342 "8

Cr Jul 3| 0,170,03*%® 1,02+0,23% A 0,12+0,02%® 0,3740,34%®
Avgust 3 0,28+0,17%# 0,91+0,01% A 0,23+0,182 4 0,21+0,02* A
Oktobar 2 0,33+0,05 1,59+0,32 ND 0,20+0,00
Februar 5| 19,18+15,83*"¢ 0,31+0,44%° 11,8747,60°¢ | 1,05+0,67* "¢

Poetak juna 5 | 17,63+3,39*% 15,12+32,78*#® 0,29+0,24%® 0,83+0,31%°

Cu Jul 3| 19,59+4,29*4 1,140,612 "8 0,27+0,29* ® 0,67+0,24* *®
Avgust 3| 19,17+3,74*# 1,29+0,53% 8 0,28+0,18% B 0,42+0,18 A®
Oktobar 2 | 22,09+10,00 3,7945,12 0,74* 0,99+0,05
Februar 5 | 225,89+198,85° " | 148,42+54,63°" | 39,76%19,66*"° | 13,64+4,20*°

Pocetak juna 5 | 223,23+151,48°* | 331,41+215,19** | 23,12+10,43*"® | 16,57+12,95%®

Fe Jul 3 | 166,79+15,18°" | 261,55+258,28** | 26,72+20,90°* | 14,71%+11,10**
Avgust 3 | 295,26+99,83*" | 147,45+21,28%"% | 44,98+40,87*"® | 14,77+11,55%®
Oktobar 2 153,63+5,43 613,66+167,78 38,51* 11,26+0,30
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Februar 5| 4,90+1,117"® 13,63+6,30% " 12,036,912 *B 0,80+0,21%B
Podetak juna 5 | 6,34%2,042 P 81,22+35,18° 0,59+0,39 B 2,70+1,15% ®
Mn Jul 3| 6,15+1,24%48 90,34+15,86% * 1,12+1,00% B 3,70+0,50% AB
Avgust 3| 7,13+1,41%"® 94,19+14,31* A 1,09+0,95% B 4,89+0,53" A8
Oktobar 2 8,28+0,34 99,92+5,64 0,50* 3,10+0,42
Februar 5 0,28+0,15 * 1,65+1,492 A 0,25+0,24% A 0,21+0,19% A
Pocetak juna 5 0,56+0,57** 2,91+0,80*# 0,11+0,08 B 0,33+0,13*"®
Mo Jul 3 0,003* 2,67+0,55%~ 0,26* 0,33+0,19% 8
Avgust 3 0,60* 2,47+0,35% A 0,45+0,36% * 0,47+0,17% A
Oktobar 2 0,27+0,11 3,25+0,17 0,24* 0,40+0,04
Februar 5 0,53+0,25° # ND 0,12+0,13%F 0,11*
Podetak juna 5 0,30+0,21%# 1,07* 0,13+0,072 4 0,06+0,05* #
Pb Jul 3 0,11* ND 0,12+0,06%~ 0,09+0,02% A
Avgust 3 0,45+0,25 # 0,28* 0,10+0,09% B 0,01*
Oktobar 2 0,24+0,01 0,45+0,32 0,28* 0,09+0,04
Februar 5 0,38+0,14%~ 63,17+31,572 1,071,472 2 1,52+0,50% 8
Pocetak juna 5 0,30+0,11% A 86,05+38,57% & 0,15+0,05° 4 2,19+1,06% A8
Sr Jul 3| 0,540,242 48 73,357,132 A 0,11+0,10° B 2,250,172 AB
Avgust 3| 0,43+0,11%"8 77,4743 572 A 0,26+0,10% ® 3,83+0,85" A8
Oktobar 2 0,30+0,04 74,33+2,38 0,18* 2,31+0,71
Februar 5 | 55,20+24,522% 48,12+21,33** | 160,60+85,33%~ | 31,09+6,92¢
Pocetak juna 5 | 42,83+8,50% "8 59,38+7,98%* | 32,17+31,10°"® | 20,20+4,91°®
Zn Jul 3 | 56,40+19,234 66,09+3,012 A 15,20+11,82%~ | 22,55+8,50% A
Avgust 3 | 59,75+12,20°4 71,99+5,432 A 67,66+23,512~ | 21,78+4,88%"
Oktobar 2 76,73+4,58 57,26+3,01 7,95% 21,36+0,84

Podaci su predstavljeni kao sr. vrednost=SD i izraZeni u pg/g suve teZine. *° Vrednosti oznaGene

razli¢itim slovom su znaGajno razligite tokom razli¢itih meseci u jednom tkivu. *®¢ Vrednosti

oznalene razli¢itim slovom su znacajno razli¢ite izmedu razli¢itih tkiva u okviru istog meseca

(Kruskal-Wallis test sa Dunn-Bonferroni post hoc metodom, p < 0,05); ND- vrednosti ispod granice

detekcije; “ vrednost izmerena u jednoj jedinki; ~ vrednost izmerena u dve jedinke (sr. vrednost+SD).

U Skrgama je primecena najvisa koncentracija Al pocetkom juna i u julu, a najniza u

februaru. Koncentracija Al u Skrgama pocetkom juna bila je znafajno viSa u odnosu na
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koncentraciju detektovanu u februaru. Pocetkom juna je primeéena znacajno visa
koncentracija Al u Skrgama u odnosu na jetru.

As je bio dominantan u jetri i gonadama, a najmanje prisutan u misicu. Znacajne
razlike u koncentracijama tokom razli¢itih meseci, kao i izmedu razli¢itih tkiva nisu
uocene.

U Skrgama su primecene najviSe koncentracije Ba tokom svih meseci uzorkovanja,
dok je u jetri bio najmanje zastupljen. Koncentracija Ba u Skrgama bila je znacajno visa u
odnosu na gonade tokom februara i jula, a u odnosu na misi¢ pocetkom juna. U skrgama je
primecéeno postepeno povecanje koncentracija Ba od februara ka avgustu, ipak u okviru
pojedinacnih tkiva nisu primecene znacajne razlike u koncentracijama izmedu razlicitih
meseci.

Cr je bio dominantno prisutan u $krgama, a najmanje u gonadama. Koncentracija Cr
je bila znacajno visa u Skrgama u odnosu na misi¢ tokom februara i u odnosu na gonade
pocetkom juna i u julu. U Skrgama je primecena znacajno visa koncentracija Cr pocetkom
juna u odnosu na februar kada su zabelezene najnize koncentracije. U ostalim tkivima nisu
primecene znacajne razlike u koncentracijama Cr tokom razli¢itih meseci.

Koncentracija Cu bila je znac¢ajno visa u jetri u odnosu na Skrge tokom februara i u
odnosu na gonade pocetkom juna, u julu i avgustu. Cu je bio najmanje prisutan u
gonadama. Znacajne razlike u koncentracijama Cu tokom razliCitith meseci nisu primecene
ni za jedno tkivo.

NajviSe koncentracije Fe primecene su u jetri i Skrgama. Koncentracije Fe u
Skrgama 1 jetri bile su znacajno viSe u odnosu na misi¢ tokom februara i pocetkom juna,
dok je koncentracija Fe u jetri bila znacajno viSa u odnosu na misi¢ tokom avgusta. U
okviru pojedinacnih tkiva nisu primecene znacajne razlike u koncentracijama Fe tokom
razli¢itih meseci.

NajviSe koncentracije Mn zabeleZene su u Skrgama i bile su znacajno viSe u odnosu
na misi¢ tokom februara, u odnosu na gonade i misi¢ poCetkom juna, i u odnosu na gonade
tokom jula 1 avgusta. U miSi¢u je koncentracija Mn tokom avgusta bila znacajno visa u
odnosu na februar, dok u ostalim tkivima nisu primeéene znacajne razlike u

koncentracijama Mn izmedu razli¢itih meseci.
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Najvise koncentracije Mo zabeleZene su u $krgama i bile su znacajno vise u odnosu
na gonade poc¢etkom juna i u odnosu na misi¢ tokom jula. Generalno, u jetri su zabelezene
najnize koncentracije Mo. U okviru pojedinacnih tkiva nisu primeéene znacajne razlike u
koncentracijama Mo tokom razli¢itih meseci.

Koncentracije Pb u jetri bile su znacajno vise u odnosu na koncentracije u
gonadama tokom februara i avgusta. U skrgama su zabeleZene najnize koncentracije Pb. U
okviru pojedinac¢nih tkiva nisu primecene znacajne razlike u koncentracijama Pb tokom
razli¢itih meseci.

Najvise koncentracije Sr zabelezene su u S$krgama, a najnize u gonadama.
Koncentracije Sr u Skrgama bile su znacajno viSe u odnosu na koncentracije u jetri tokom
februara i pocetkom juna, a tokom svih meseci u odnosu na koncentracije u gonadama. U
gonadama je koncentracija Sr u februaru bila znacajno visa u odnosu na koncentracije
detektovane pocetkom juna i1 u julu. U miSicu je koncentracija Sr tokom avgusta bila
znaajno visa u odnosu na koncentraciju detektovanu u februaru. U jetri 1 Skrgama nisu
primecene znacajne razlike u koncentracijama Sr tokom razli¢itih meseci.

Koncentracija Zn u Skrgama tokom februara bila je znacajno visa od koncentracija
detektovanih u miSi¢u. U okviru pojedinacnih tkiva nisu detektovane znaajne razlike u
koncentracijama Zn tokom razli¢itih meseci.

Kako su vrednosti MDK za As, Pb, Cd, Cu, Fe i Zn prema Nacionalnoj regulativi i
regulativi EU izrazene u pg/g vlazne mase tkiva (ww), za ove elemente, izuzev Cd koji nije
bio detektovan, preracunate su koncentracije po jedinici vlazne mase za misi¢. U tabeli 4.4
date su koncentracije navedenih elemenata u pg/g ww i propisane MDK vrednosti radi
lakSeg poredenja. Tokom Ccitavog perioda uzorkovanja nijedan od elemenata nije bio

prisutan u koncentracijama viSim od MDK.
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Tabela 4.4. Koncentracije Pb, As, Cu, Fe i Zn u miic¢u riba na lokalitetu Duboko i propisane MDK vrednosti

uzo'\r/lkeos\?gnja Pb As Cu Fe Zn
Februar ND ND 0,28+0,18 | 3,51+0,98 | 8,08+1,93
Pocetak juna 0,01+0,01 ND 0,21+0,08 | 4,06£3,06 | 5,05+1,52
Jul 0,02+0,01 ND 0,14+0,05 | 2,98+2,12 | 4,62+1,54
Avgust ND ND 0,09+0,04 | 3,35+2,68 | 4,89+0,93
Oktobar 0,02+0,01 | 0,09+0,09 | 0,20+0,02 | 2,33+#0,02 | 4,41+0,01

MDK 0,3 2 30 30 100

*  ND- ispod praga detekcije. VVrednosti su prikazane kao sr. vrednost=SD i izraZene u pg/g

vlaZzne mase

Indeks zagadenja metalima (Metal pollution index- MPI) je izraunat u cilju
normalizacije podataka i poredenja ukupnog sadrzaja metala u razli¢itim tkivima tokom
razli¢itih meseci na lokalitetu Duboko. Podaci iz oktobra nisu uzeti u obzir, kako su
dobijeni analizom samo dve jedinke. Skrge su imale najvise vrednosti MPI tokom svih
meseci (pocetak juna, jul i avgust), izuzev februara kada su gonade imale najvisi MPI (2,1).
Gonade su imale najnizi MPI poc¢etkom juna 1 u julu (0,5). Jetra i miSi¢ su imali najvisi
MPI pocetkom juna, a najniZi u avgustu. Generalno, u Skrgama su zabeleZene najviSe

koncentracije elemenata tokom svih meseci, a u misic¢u najnize (Slika 4.9).
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Jul

Slika 4.9. Indeks zagadenja metalima (Metal pollution index- MPI) skrga, jetre, gonada i miSi¢a deverike,
krupatice i crnooke deverike na lokalitetu Duboko tokom Cetiri meseca (februar i pocetak juna- analizirano po

5 jedinki, jul i avgust- analizirano po 3 jedinke)

4.1.5 Detekcija oStecenja DNK molekula u ¢elijama krvi, jetre i Skrga

deverike, krupatice i crnooke deverike na lokalitetu Duboko

4.1.5.1 Odredivanje vijabilnosti ¢elija krvi, jetre i Skrga

Pre izvodenja komet testa neophodno je utvrditi procenat vijabilnih ¢elija u uzorku
tkiva, kako bi se isklju¢io eventualni doprinos apoptoze/nekroze ¢elija ukupnom DNK
ostec¢enju. Kako tkiva jetre i Skrga podleZzu mehanickoj i enzimskoj obradi u cilju dobijanja
suspenzije pojedinacnih celija, ova procedura bi potencijalno mogla da dovede do pada
vijabilnosti ¢elija. Prezivljavanje ¢elija odredeno je diferencijalnim akridin oranz/etidijum
bromid (AO/EB) bojenjem. Pregled vijabilnosti ¢elija krvi, jetre i Skrga deverike, krupatice
i crnooke deverike tokom razli¢itih meseci 2014. godine na lokalitetu Duboko dat je u
tabeli 4.5.
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Tabela 4.5. Vijabilnost ¢elija krvi, jetre i Skrga deverike, krupatice i crnooke deverike uzorkovanih na
lokalitetu Duboko

Mesec .
uzorkovanja Krv Jetra Skrge
Januar 99,4+0,9 78,8+21,5 98,8+1,3
Februar 87,0+9,3 75,2+5,1 81,0+7,7
Mart 100,0£0,0 97,4+2,6 95,044,5
Pocetak juna >70 >70 >70
Kraj juna 94,3+9,8 87,7£10,5 78,7+2,5
Jul 97,2+3,1 77,0£2,2 82,0+2,9
Avgust 96,8+3,3 86,4+3,0 85,8+3,1
Oktobar 88,7+2,1 78,0+2,0 80,0+7,2
* vrednosti su prikazane kao sr. vrednostxSD i izrazene u %

Tokom svih sezona ¢elije krvi pokazale su visu vijabilnost u odnosu na ¢elije jetre 1
skrga. Celije $krga pokazale su visi stepen vijabilnosti u odnosu na éelije jetre, izuzev u

martu, Krajem juna i u avgustu.

4.1.5.2 DNK oStecenje u ¢elijama Kkrvi, jetre i Skrga

Prema TI (%) parametru, krv i $krge su imale najvise ostecenje DNK krajem juna, a
jetra u avgustu. Krv je imala najniZze oStecenje u martu, Skrge u oktobru, a jetra pocetkom
juna (slova u boji za svako tkivo; razlicita slova oznacavaju statisticki znacajne razlike)
(Slika 4.10). U januaru krv je imala znacajno visi nivo DNK oste¢enja u odnosu na $krge,
koje su bile najmanje oStec¢eno tkivo. U februaru i martu jetra je imala znacajno nize DNK
oStec¢enje u odnosu na Skrge i krv. Pocetkom i krajem juna primecéene su znacajne razlike u
DNK ostecenju tri tkiva, pri ¢emu je krv imala najviSe oStecenje, a jetra najniZze. U julu se
ovaj trend nastavlja pri ¢emu se nivo DNK oste¢enja u Skrgama nije znacajno razlikovao u
odnosu na krv. U avgustu nije prime¢ena znacajna razlika u DNK oste¢enju tri tkiva. U
oktobru krv je imala znacajno visi nivo DNK oSte¢enja u odnosu na Skrge i jetru (bela slova

na dnu stubica; razlicita slova oznacavaju statisticki znacajne razlike) (Slika 4.10).
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Slika 4.10. Nivo DNK ostecenja u ¢elijama krvi, $krga i jetre izrazen preko TI (%) parametra sa statisticki
znacajnim razlikama u DNK ostecenju tri tkiva u okviru svakog meseca (bela slova na dnu stubica) kao i
mese¢nim razlikama u okviru svakog tkiva (iznad stubi¢a slova u boji za svako tkivo). a, b, ¢, d, e - razli¢ita

slova oznacavaju statisticki znacajne razlike. Vrednosti su predstavljene kao sr. vrednost+SE

Prema OTM parametru, takode su krv i Skrge imale najvisi nivo DNK ostecenja
krajem juna, a jetra u avgustu. NajniZe vrednosti OTM takode su primecene u martu za krv
1 poCetkom juna za jetru, dok je kod Skrga prema OTM parametru najnize DNK oStecenje
zabelezeno u martu (slova u boji za svako tkivo; razli¢ita slova oznacavaju statisticki
znacajne razlike) (Slika 4.11). U okviru pojedina¢nih meseci parametri T1 (%) i OTM su
pokazali iste rezultate, sa izuzetkom februara i jula. Prema OTM parametru u februaru nije
primecena znacajna razlika u DNK oS$tecenju tri tkiva, dok se u julu DNK oStecenje tri
tkiva znacajno razlikovalo, pri ¢emu je krv imala najvisi, a jetra najnizi nivo DNK
ostecenja (bela slova na dnu stubica; razlicita slova oznacavaju statisticki znacajne razlike)

(Slika 4.11).
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Slika 4.11. Nivo DNK ostecenja u ¢elijama krvi, Skrga i jetre izrazen preko OTM parametra sa statisticki
znacajnim razlikama u DNK ostecenju tri tkiva u okviru svakog meseca (bela slova na dnu stubica) kao i
meseénim razlikama u okviru svakog tkiva (iznad stubica slova u boji za svako tkivo). a, b, c, d, e - razli¢ita

slova oznacavaju statisti¢ki znacajne razlike. VVrednosti su predstavljene kao sr. vrednost+SE

Prema TL (pix) parametru takode su krv i1 §krge imale najvisi nivo DNK oStecenja
krajem juna, dok je jetra imala najvis$i nivo DNK ostecenja u julu, ali ne zna€ajno visi u
odnosu na avgust. U pogledu najnizeg DNK oste¢enja, parametar TL (pix) odstupa od
parametara T1 (%) i OTM, pa je tako najnize DNK ostecenje za krv zabelezeno u februaru,
za Skrge u januaru, a za jetru u martu (slova u boji za svako tkivo; razli€ita slova
oznacavaju statisticki znacajne razlike) (Slika 4.12). U pogledu DNK ostecenja tri tkiva u
okviru pojedinacnih meseci TL (pix) parametar je dao iste rezultate kao i druga dva
parametra za februar, pocetak juna, kraj juna, avgust i oktobar, dok se za januar, mart i jul
znalajnosti iskazane preko TL (pix) razlikuju u odnosu na parametre TI (%) 1 OTM. U
januaru je prema TL (piX) parametru primecena znacajna razlika u DNK ostecenju tri tkiva,
pri cemu je krv imala najviSe oStecenje, a Skrge najnize. U martu 1 julu DNK oste¢enje u
krvi je bilo znacajno viSe u odnosu na Skrge 1 jetru (bela slova na dnu stubica; razlicita

slova oznacavaju statisticki znacajne razlike) (Slika 4.12).
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Slika 4.12. Nivo DNK oste¢enja u ¢elijama krvi, Skrga i jetre izrazen preko TL (piX) parametra sa statistic¢ki
znacajnim razlikama u DNK ostecenju tri tkiva u okviru svakog meseca (bela slova na dnu stubi¢a) kao i
mese¢nim razlikama u okviru svakog tkiva (iznad stubi¢a slova u boji za svako tkivo). a, b, ¢, d, e, f - razli¢ita

slova oznacavaju statisti¢ki znacajne razlike. Vrednosti su predstavljene kao sr. vrednost+SE

Korelacione analize (Pearson korelacija, p < 0,05) pokazale su visoku i statisticki
znacajnu pozitivnu korelaciju izmedu parametara TI (%) i OTM (r = 0,97, p = 0,0000)
(Slika 4.13 a), izmedu parametara TT (%) i TL (pix) (r = 0,83, p = 0,0000005) (Slika 4.13
b), kao i1 izmedu parametara OTM i TL (pix) (r = 0,85, p = 0,0000001) (Slika 4.13 ¢) u

prikazivanju nivoa DNK osteéenja.

93



Rezultati

‘d) 50

45
40
35

30

TI%

25

| OTM:TI%: r* =0.9472; r=0.9732, p = 0.0000

b) @

45

a0 L
5 10 15 20 25 30

c) 90

85

45

40

Ti%

35

40

45

50

[omMTLpix #=04718; r=06869,p = 0.0002

O™

Slika 4.13. Korelacija izmedu parametara T1 (%), OTM i TL (pix) pri prikazivanju DNK ostecenja; (a)

korelacija izmedu parametara TI (%) i OTM; (b) korelacija izmedu parametara TL (pix) i T1 (%); (c)

korelacija izmedu parametara TL (pix) i OTM (Pearson korelacija, p < 0,05)
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Kako bi proverili podudarnost u odgovoru tri tkiva, uradene su korelacione analize
(Pearson korelacija, p < 0,05) izmedu DNK oste¢enja krvi, jetre i $krga izrazenog preko
parametra T1 (%) (Slika 4.14). Kako je pokazana visoka pozitivna i statisticki znacajna
korelacija izmedu tri dostupna parametra u komet testu, odabrali smo da korelacije medu
tkivima predstavimo kori§¢enjem samo parametra TI (%). Primeéena je znacajna pozitivna
korelacija u nivou DNK oste¢enja izmedu krvi i Skrga (r = 0,45, p = 0,0068) (Slika 4.14 a).
Izmedu DNK ostecenja krvi i jetre (r = 0,09, p = 0,5900) nije primeéena korelacija (Slika
4.14 b), dok je izmedu Skrga i jetre primeéena znacajna pozitivna korelacija (r = 0,35, p =

0,0400) (4.14 c).

95



Rezultati

a) 50
[ KrvBkege: = 0.2016; r=0.4490, p = 0.0068]
45 0

40

35

Skrge

5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55

b) 28

26 ) [

5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55
Krv

‘:) 28
26

© e

Jetra

5 10 15 20 25 30 35 40 45 50
Skrge

Slika 4.14. Korelacija izmedu tkiva u nivou DNK oste¢enja izrazenog preko parametra T1 (%); (a) korelacija
izmedu krvi 1 $krga; (b) korelacija izmedu krvi i jetre; (C) korelacija izmedu jetre i $krga (Pearson korelacija,

p <0,05)
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4.1.6 HistopatoloSke promene na jetri i Skrgama deverike, krupatice i
crnooke deverike na lokalitetu Duboko

Pojedinacne histopatoloske promene uocene u jetri i Skrgama tokom uzorkovanja
prikazane su u tabeli 4.6, sa naznaCenim znacajnim razlikama izmedu razli¢itih meseci. U
tabeli 4.7 date su ucestalosti javljanja promena u Skrgama i jetri tokom razli¢itih meseci.

Kod riba na lokalitetu Duboko, $krzni aparat nije bio intenzivno oSteen. Promena
najveceg intenziteta u Skrgama bila je hiperemija koja pripada grupi cirkulatornih, lako
reverzibilnih promena, sa srednjim vrednostima vi$§im od 2 (od maksimalnih 6). Procenat
pojavljivanja hiperemije iznosio je 80 % tokom januara i februara i 100 % tokom ostalih
meseci. Od regresivnih promena najveceg intenziteta bili su izdizanje respiratornog epitela
sa najvisom srednjom vrednoséu 4 tokom avgusta, poremecena arhitektura sa najviSom
srednjom vredno§c¢u od 2,8 tokom marta i mukozne ¢elije u sekundarnim lamelama koje su
tokom avgusta dostigle vrednost od 2,5. Ucestalost izdizanja respiratornog epitela bila je
najvisa tokom januara i avgusta (100 %), a najniza u julu (33,3 %). Poremecena arhitektura
bila je najzastupljenija u februaru i martu (80 %), a najmanje zastupljena u januaru (40 %).
Mukozne ¢elije u sekundarnim lamelama imale su najviSu zastupljenost pocetkom juna (60
%), a najnizu krajem juna i u julu (33,3 %). Nekroza, koja se smatra regresivnom
promenom najvece histopatoloske vaznosti, nije imala vrednosti vee od 1, a najvisa
frekvenca nekroze zabeleZena je u julu (100 %). Od progresivnih promena, proliferacija
mukoznih Celija imala je srednju vrednost 2,4 u januaru i vrednosti ispod 2 tokom ostalih
meseci. Proliferacija mukoznih ¢elija je u januaru bila prisutna kod svih uzorkovanih
jedinki, dok je tokom jula potpuno izostala.

lako se ove promene smatraju blagim one mogu prouzrokovati smetnje u funkciji
Skrga. Znacajne razlike tokom razli¢itth meseci nisu uocene ni za jednu od promena u

Skrznom aparatu.
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Tabela 4.6. Pojedina¢ne histopatoloske promene (HP) u jetri i $krgama riba sa lokaliteta Duboko tokom razli¢itih meseci sa brojem analiziranih jedinki

HP MESEC UZORKOVANJA
JETRA w) Januar Februar Mart Pocetak juna Kraj juna Jul Avgust Oktobar
BROJ JEDINKI 5 5 5 5 3 4 5 2
IP Infiltracija leukocita 2 08+11° 28+11% [ 12+18° 1,6 +0,9% 1,3+12® | 6,0+00° | 44+1,7° | 40+0,0™
cp Staze u krvnim sudovima 1 08+1,1° 3609 | 24+£17° | 16+267 6,0+0,0° | 40+1,6% | 44+1,7" | 1,0+£14"
Kongestija sinusoida 1 2,0+1,4°% 2,4+26% 32+23° 2,4+26% 53+1,2% 50+2,0° 48+18° 2,0+28"
PP Fibroza krvnih sudova 2 0,4+0,9 0,4+0,9° 0,4 +0,9° 12+1,1° 0,7+1,2% 2,0+28° 0,8+1,1% 3,0+1,4™
Fokalne promene hepatocita 2 1,2+1,1° 0,4+0,9 0,4+0,9° 0,4+0,9 0,7+1,2% 1,0+£1,2% 0,0+£0,0* | 1,0+1,4"™
RP Vakuolizacija hepatocita 2 3,6 +2,6° 0,0 £0,0 2,0+2,8° 0,8+1,1% 0,0 £0,0° 0,5+1,0° 0,0 £0,0° 1,0 +1,4™
Nekroza 3 2,0+1,4° 0,0 £0,0 0,4 +0,9° 0,8+1,8 1,3+1,2% 15+1,0° 0,4+0,9 1,0 +1,4™
SKRGE Januar Februar Mart Pocetak juna Kraj juna Jul Avgust Oktobar
BROJ JEDINKI 5 ) 5 5 3 3 4
Hiperemija 1 2,4+1,7° 32+23 40+20° 32+1,8 2,7+12% 53+1,2% 50+20° /
cP Edem primarnog epitela 1 0,4+0,9° 0,0+0,0% 1,2+1,8 0,4+0,9 0,7+1,2% 0,7+1,2% 2,0+1,6° /
Hipertrofija epitelnih celija 1 0,4+0,9° 0,0 £0,0 0,4 +0,9° 12+1,1% 0,0 £0,0° 0,7+1,2% 0,0 £0,0° /
PP Hiperplazija epitelnih ¢elija 2 0,7+0,7° 0,3+0,5% 0,7+0,8° 1,2+1,0° 0,5+0,6% 0,9+0,6% 0,0 £0,0° /
Proliferacija mukoznih ¢elija 1 2,4+0,9° 0,4+0,9 1,2 +1,8 0,4 +0,9 13+2,3 0,0 £0,0° 0,5+1,0° /
Nekroza 3 0,6+1,2° 0,2+0,4% 1,0+1,7° 0,1+0,3% 0,4+0,4% 0,8+0,5° 0,1+0,2° /
Izdizanje respiratornog epitela 1 2,4+0,9 12+1,1% 2,0+2,0° 20+1,4% 13+1,2% 13+2,3 40+23° /
RP Poremeéena arhitektura 1 08+1,1° 1,6 +0,9° 28+ 1,8 2,0 £24° 2,0+2,0° 1,3+1,2° 2,0+ 1,6 /
Mukozne izazlzr;eak””dam'm 1 | 00£00° | 00£00° | 0000 | 12+11° | 13%23" | 20£35 | 25+30° /
%k

metodom, p < 0,05). nt- nije testirano, /- nema podataka

IP- inflamatorne promene, CP- cirkulatorne promene, PP- progresivne promene, RP- regresivne promene; w- faktor znacajnosti; vrednosti su predstavljene kao

sr. vrednost+SD. *° - Vrednosti oznacene razlicitim slovima su znacajno razlicite tokom razli¢itih meseci (Kruskal-Wallis test sa Dunn-Bonferroni post hoc
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Tabela 4.7. Ucestalost javljanja histopatoloskih promena (HP) u jetri i $krgama tokom razli¢itih meseci (%)

na lokalitetu Duboko sa brojem analiziranih jedinki

HP MESEC UZORKOVANJA
JETRA W) Januar | Februar | Mart P(.)Lcjz;ak I.Zrna; Jul Avgust
BROJ JEDINKI 5 5 5 15 J3 4 5
IP | Infiltracija leukocita | 2 | 40% | 100% | 40% | 80% | 66,7% | 100% | 100%
taze u Krvni
Staze u krvnim 1 | 40% | 100% | 80% | 40% | 100% | 100% | 100 %
CP sudovima
Kongestija sinusoida 1 80 % 60 % 80 % 60 % 100% | 100% | 100 %
PP | Fibrozakrvnihsudova | 2 | 20% | 20% | 20% | 60% | 333% | 50% | 40%
Fokalne promene 2 | 60% | 20% | 20% | 20% |333% | 50% | NN
hepatocita
RP Vakuolizacij
axuolizaclja 2 | 80% | NN | 40% | 40% NN | 25% | NN
hepatocita
Nekroza 3 | 80% | NN | 20% | 20% | 667% | 75% | 20%
9 Pocetak Kraj
SKRGE Januar | Februar | Mart (.)52: N ; Jul Avgust
BROJ JEDINKI 5 5 5 15 13 3 4
o Hiperemija 1 | 80% | 80% | 100% | 100% | 100% | 100% | 100 %
Edem primarnog epitela | 1 20 % NN 40 % 20 % 333% [ 333% | 75%
s i
Ipertrofija epitelni 1] 20% | NN | 20% | 60% | NN |333%| NN
celija
PP H'perp'izéfsaep'te'”'h 2 | 80% | 40% | 60% | 80% | 667% | 100% | NN
Proliferacija mukoznih
celia 1 |100% | 20% | 40% | 20% |333%| NN | 25%
Nekroza 3 | 40% | 20% | 40% | 20% | 66.7% | 100% | 25%
e
Zd'zamz;ise‘:;ratomog 1 |100% | 60% | 60% | 80% | 667% |333% | 100%
RP :
Poremecena arhitektura | 1 | 40% | 80% | 80% | 60% | 667% | 66.7% | 75%
Mukozne celije u 1| NN NN NN | 60% | 333% |333% | 50%
sekundarnim lamelama

*

w- faktor znacajnosti; NN- nije nadeno
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Neke od histopatoloskih promena uocenih u $krgama tokom ispitivanja, prikazane

su na slici 4.15.

"‘h“‘i

P

Slika 4.15. HistopatoloSke promene u $krgama: a. izdizanje respiratornog epitela (vrh strelice) (HE x200); b.
hiperplazija (hy) epitelnih ¢elija koja vodi kompletnoj fuziji sekundarnih lamela, sa rupturom krvnog suda i
hematomom (vrh strelice) (HE x200); c. hiperplazija epitelnih ¢elija (hy), skra¢ivanje sekundarnih lamela
(strelice), staza u centralnom venskom sinusu (vrh strelice) (HEx200); d. prisustvo mukoznih ¢elija u

sekundarnim lamelama (vrh strelice) (HE x400)

U jetri, promene najveéeg intenziteta bile su kongestija sinusoida i staza u krvnim
sudovima, koje pripadaju grupi cirkulatornih promena. Obe promene su imale najvise
srednje vrednosti krajem juna (kongestija sinusoida 5,3 i staza 6). Kongestija sinusoida se
pojavljivala sa ucestalo$¢u od 60 % u februaru i pocetkom juna, do 100 % krajem juna, u
julu i avgustu. Staza je imala ucestalost od 40 % u januaru i po¢etkom juna, dok je
ucestalost od 100 % zabelezena takode krajem juna, u julu i avgustu. Za stazu je primeéena

znacajna razlika medu vrednostima zabelezenim u januaru i krajem juna.
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Tre¢a promena po intenzitetu bila je infiltracija leukocita, koja pripada grupi
inflamatornih promena, sa histopatoloskim skorom 6 u julu i znafajnom razlikom u
vrednostima izmedu januara i jula. Najniza ucestalost infiltracije zabeleZena je u januaru i
martu (40 %), a najvisa u februaru, julu i avgustu (100 %). Fokalne promene hepatocita,
vakuolizacija i nekroza koje pripadaju regresivnim promenama imale su najvi$e vrednosti i
ucestalost tokom januara, ali znacajne razlike medu vrednostima tokom razli¢itih meseci
nisu zabelezene. Od progresivnih promena, detektovana je samo fibroza krvnih sudova sa
najvisom vredno$¢u 2, tokom jula, bez znacajnih razlika izmedu razlic¢itih meseci.

Neke od histopatoloskih promena uocenih u jetri, prikazane su na slici 4.16.

Slika 4.16. Histopatoloske promene u jetri: a. infiltracija leukocita u parenhim jetre, pogotovo oko krvnih

sudova (vrh strelice); posebno je primetna intenzivna fibroza (fi) krvnih sudova (HE x200); b. kongestija
sinusoida (strelice) i prisustvo staze unutar krvnih sudova (vrh strelice) (HE x200); c. vakuolizacija hepatocita
(HE x400); d. patoloske promene na nukleolusu (vrh strelice) (HE x1000)
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4.1.6.1 Kategorizacija histopatoloskih promena u $krgama i jetri na lokalitetu Duboko

Zabelezene promene u Skrgama mogle su se kategorisati u tri grupe promena-
progresivne (I GP), cirkulatorne (I GC) 1 regresivne (I GR). Tokom citavog perioda
uzorkovanja u Skrgama je primecena dominacija regresivnih promena, dok su progresivne
promene bile najnizeg intenziteta. Progresivne promene bile su veéeg intenziteta u odnosu
na cirkulatorne jedino tokom januara i pocetkom juna. Ipak, nisu primeéene znacajne

razlike u intenzitetu promena tokom razli¢itih meseci (Slika 4.17).
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Slika 4.17. Kategorizacija pojedina¢nih promena u $krgama: progresivne (I GP), cirkulatorne (I GC) i
regresivne (I GR) promene. Vrednosti su prikazane kao sr. vrednost+SE. Statisti¢ki znacajne razlike izmedu
razli¢itih meseci nisu primecene ni za jednu od kategorija histopatoloskih promena u §krgama (Kruskal-

Wallis test, p < 0,05)

Zabelezene promene u jetri mogle su se kategorisati u Cetiri grupe promena-
progresivne (I LP), cirkulatorne (I LC), regresivne (I LR) i inflamatorne (I LI). Regresivne

promene tokom januara bile su znacajno viSeg intenziteta u odnosu na februar i avgust.
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Inflamatorne promene su tokom jula imale znacajno visi intenzitet u odnosu na januar i
mart (Slika 4.18).
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Slika 4.18. Kategorizacija pojedina¢nih promena u jetri: progresivne (I LP), cirkulatorne (I LC), regresivne (I
LR) i inflamatorne promene (1 L1). Vrednosti su prikazane kao sr. vrednost+SE; """ - statisticki znatajne
razlike u okviru regresivnih promena tokom razlicitih meseci; ¢,** - statisti¢ki znacajne razlike u okviru

inflamatornih promena tokom razli¢itih meseci (Kruskal-Wallis test sa Dunn-Bonferroni post hoc metodom, p

<0,05)

Na osnovu dobijenih podataka izracunati su histopatoloski indeks Skrga (GI),
histopatoloski indeks jetre (LI), kao i ukupni histopatoloski indeks (HI) koji predstavlja zbir
promena na Skrgama i jetri u jednoj jedinki.

Podaci su predstavljeni kao srednja vrednost + SE. Histopatoloski indeks Skrga nije
pokazao znacajne razlike tokom razliC¢itih meseci, dok je histopatoloski indeks jetre
pokazao znacajno viSe vrednosti tokom jula u odnosu na februar. Ukupni histopatoloski

indeks nije pokazao zna¢ajna variranja vrednosti tokom razli¢itih meseci (Slika 4.19).
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Slika 4.19. Histopatoloski indeks $krga (GI), jetre (LI) i ukupni histopatoloski indeks (HI) predstavljeni kao
st. vrednost+SE tokom razli¢itih meseci uzorkovanja. = - statisti¢ki zna¢ajne razlike u okviru
histopatoloskog indeksa jetre tokom razli¢itih meseci (Kruskal-Wallis test sa Dunn-Bonferroni post hoc

metodom, p < 0,05)

4.2 Reka Dunav - lokalitet Visnjica

4.2.1 Analize fizicko-hemijskih i hemijskih parametara na lokalitetu

Visnjica

Rezultati merenja fizicko-hemijskih parametara kvaliteta vode (pH, temperatura,
koncentracija kiseonika, saturacija kiseonikom, elektroprovodljivost, NO,, NOs,, NH,",
PO,*) na lokalitetu Visnjica, tokom januara, februara, marta, aprila, maja, juna, jula,
avgusta, septembra, oktobra, novembra i decembra 2014. godine, dati su u tabeli 4.8.
Tokom c¢itavog perioda uzorkovanja pH vode je bila blago alkalna sa vrednostima ispod
8,5, izuzev u januaru, februaru i martu kada su zabelezene pH vrednosti iznad 9 $to je

ukazivalo na V klasu kvaliteta. Koncentracija rastvorenog kiseonika bila je najniza u
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avgustu, a tada je voda pripadala IV klasi. Tokom juna, septembra i novembra prema
koncentraciji rastvorenog kiseonika voda se mogla svrstati u Ill klasu kvaliteta, tokom
maja, oktobra i decembra u Il klasu, a u januaru, februaru, martu i aprilu voda je pripadala I
klasi. Najvisa koncentracija NO, zabeleZena je u septembru. Najvisa koncentracija NO3’
zabeleZena je tokom januara i februara kada se voda mogla svrstati u IV klasu, tokom
marta, avgusta, oktobra i decembra voda je pripadala Il Klasi, a tokom aprila, maja, juna,
jula, septembra i novembra II klasi. Najvisa koncentracija NH4" zabeleZena je u februaru, a
najniza u oktobru. Prema koncentracijama NH;" voda je tokom januara, februara, marta,
aprila, juna i jula pripadala V klasi, tokom maja i septembra Il klasi, tokom avgusta i
novembra II klasi, a tokom oktobra i decembra I klasi. Najvisa koncentracija PO43‘
zabeleZena je u novembru, a voda je prema koncentracijama PO, od avgusta do decembra
pripadala V klasi. Prema koncentraciji PO4>, tokom januara, marta, aprila, juna i jula voda
je pripadala IV Kklasi, u maju 111 klasi, dok je tokom februara koncentracija PO, bila ispod

nivoa detekcije.

Tabela 4.8. Vrednosti fizi¢ko-hemijskih parametara izmerene na lokalitetu Visnjica

B Elektroprovodljivost 0, NO, NOs; | NH," | PO/
puS/cm mg/L % mg/L

Januar 9,10 | 7,10 425 10,46 | 85,53 0,05 8,38 1,48 0,24

Februar | 9,07 | 8,47 356 9,37 | 77,53 0,06 7,74 2,33 | <0,20
Mart 9,43 | 14,43 416 11,53 | 110,83 0,05 5,16 1,83 0,24
April 8,23 | 16,50 354 13,27 / 0,06 1,05 2,16 | 0,20
Maj 8,47 | 19,03 355 7,52 | 81,80 0,08 1,28 0,67 | 0,19
Jun 7,83 | 21,43 345 5,74 | 65,40 0,08 1,17 1,24 0,27
Jul 8,17 | 23,60 353 / / 0,07 1,36 1,23 | 0,26
Avgust 8,17 | 22,30 371 4,79 | 53,27 0,06 5,10 0,12 6,10
Septembar | 7,76 | 15,03 420 546 | 54,67 0,13 2,50 0,50 | 3,40
Oktobar | 8,07 | 12,53 435 7,04 | 73,17 0,07 3,50 0,05 | 5,50
Novembar | 7,81 | 7,73 352 6,72 | 56,40 0,02 2,0 0,17 | 9,00
Decembar | 7,93 | 7,50 452 7,65 | 66,07 0,04 3,6 0,08 1,30

* /- nije izmereno
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Podaci o specificnim zagaduju¢im supstancama za odgovaraju¢i mesec, Cije su
koncentracije varirale tokom razli¢itih meseci, dobijeni su od Agencije za zaStitu Zivotne
sredine RS, sa merne stanice Vinca (22 km nizvodno od lokaliteta) i prikazani su u tabeli
8.2 (Prilog).

Vrednosti parametara izmerenih u vodi na mernoj stanici Vin¢a poredene Su sa
vrednostima izmerenim na mernoj stanici Bezdan, Agencije za zaStitu Zivotne sredine,
tokom 2014. godine. Za reku Dunav odabran je lokalitet Bezdan kao relativno nezagaden s
obzirom da pripada Gornjem Podunavlju koje predstavlja Specijalni rezervat prirode.
Podaci su transformisani logaritmovanjem i predstavljeni preko radarskih grafikona (Slika
4.20). Tokom januara su primecene povecane vrednosti rastvorenog Mn, Al 1 Fe, kao 1
ukupnog Fe i Co. Tokom februara su primeéene povecane vrednosti rastvorenog Fe, Al i
Cr, kao 1 ukupnog Fe, Al, Co i Cd. Tokom marta primecen je skok ukupnog i rastvorenog
As, rastvorenog Cr i ukupnog Pb, Co, Ni, Zn, Al i Fe. Tokom aprila bile su prisutne
povecane koli¢ine ukupnog i1 rastvorenog As, i rastvorenog Co. U maju su primecene
poveéane koncentracije rastvorenog Mn, Cr, Pb, Cd, Al i ukupnog Cr. U junu vrednosti
izmerene na mernoj stanici Vinca nisu bile poveéane u odnosu na vrednosti na mernoj
stanici Bezdan. U julu je primecen skok ukupnog Cr i1 Co, kao i rastvorenog Fe, Mn, Al i B.
U avgustu su primecene vise koncentracije ukupnog i rastvorenog Cr, kao i rastvorenog Al,
B 1 Cd. U septembru je primecena visa koncentracija Co i rastvorenog Al. U oktobru su bile
prisutne viSe koncentracije ukupnog i rastvorenog Cr, kao i rastvorenog Mn i Cu. U
novembru su bile prisutne viSe koncentracije rastvorenog Fe, Mn, Ni, Zn, ukupnog i
rastvorenog Cu, kao i ukupnog Cr i Mn. U decembru su primecene viSe koncentracije

ukupnog Co i Cr, kao i rastvorenog Pb i Cd.
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Slika 4.20. Poredenje koncentracija metala, metaloida i specifiénih zagadujuc¢ih materija na mernoj stanici

Vinc¢a i mernoj stanici Bezdan tokom 2014. godine

Podaci o dnevnom variranju vodostaja tokom 2014. godine na reci Dunav, dobijeni
su od Republi¢kog hidrometeoroloSkog zavoda (RHMZ), sa merne stanice Pancevo, koja se

nalazi na oko 8 km nizvodno od lokaliteta Visnjica i prikazani su na slici 8.2 (Prilog).

4.2.2 Analize mikrobioloskih indikatora na lokalitetu ViSnjica

4.2.2.1 Ispitivanje sanitarnog aspekta kvaliteta vode na lokalitetu Visnjica

Koncentracije ukupnih koliforma, E. coli i enterokoka na lokalitetu Visnjica,
dobijene su primenom metode enzimskog razlaganja supstrata, dok je koli¢ina C.
perfringens odredena primenom metode membranske filtracije 1 inkubacije na TSC podlozi.

NajviSa koncentracija ukupnih koliforma zabelezena je u martu kada je voda
pripadala IV klasi kvaliteta (jako fekalno zagadenje). Najniza koncentracija ukupnih

koliforma zabelezena je u maju, a voda je tokom maja, januara i novembra pripadala II
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klasi (umereno fekalno zagadenje). Tokom ostalih meseci voda je pripadala III klasi

kvaliteta (kriti¢no fekalno zagadenje) (Slika 4.21).

Ukupni koliformi

Decembar
Novembar
Oktobar
Septembar
Avgust

Jul

Jun

Maj

April

Mart
Februar

Mesec uzorkovanj

Januar

t 1 1 t t t t 1
0 10000 20000 30000 40000 50000 60000 70000 80000 90000 100000110000
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Slika 4.21. Koncentracije ukupnih koliforma na lokalitetu Visnjica tokom 2014. godine izrazene kao

MPN/100 mL sa naznacenom granicom izmedu II, III i IV klase

Najvise koncentracije E. coli zabelezene su takode u martu i aprilu, kada je voda
pripadala IV klasi (jako fekalno zagadenje). Tokom ostalih meseci uzorkovanja voda je
pripadala III klasi kvaliteta (kritiéno fekalno zagadenje), a najniza koncentracija E. coli

zabelezena je u maju (Slika 4.22).
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Slika 4.22. Koncentracije E. coli na lokalitetu Vi$njica tokom 2014. godine izraZene kao MPN/100 mL sa

naznacenom granicom izmedu II, IIT i IV klase

Najvisa koncentracija enterokoka zabelezena je u aprilu, kada je voda pripadala 1V
klasi (jako fekalno zagadenje). Tokom ostalih meseci voda je pripadala III klasi kvaliteta

(kriticno fekalno zagadenje), a najniza koncentracija enterokoka zabeleZzena je u maju
(Slika 4.23).
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Slika 4.23. Koncentracije enterokoka na lokalitetu Visnjica tokom 2014. godine izrazene kao MPN/100 mL sa

naznacenom granicom izmedu II, IIT i IV klase
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Najvise koncentracije C. perfringens zabeleZene su tokom aprila, a najnize tokom
maja (Slika 4.24).

C. perfringens
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Slika 4.24. Koncentracije C. perfringens na lokalitetu Visnjica tokom 2014. godine izrazene kao CFU/100 mL

4.2.2.2 Ispitivanje ekoloskog aspekta kvaliteta vode na lokalitetu Visnjica

U cilju ispitivanja organskog optere¢enja vode pracene su koncentracije
heterotrofnih i oligotrofnih bakterija, kao i indeks fosfatazne aktivnosti. Prema
koncentracijama heterotrofnih bakterija voda je tokom vecine meseci bila u II klasi
kvaliteta, dok je tokom februara, marta i maja pripadala Ill klasi (Slika 4.25). Najvise

koncentracije zabelezene su tokom marta, a najnize u novembru.
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Heterotrofne bakterije
I
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Slika 4.25. Koncentracije heterotrofnih bakterija na lokalitetu Vi$njica tokom 2014. godine izrazene kao CFU/

mL sa naznacenom granicom izmedu II i III klase

Variranje koncentracija oligotrofnih bakterija tokom 2014. godine, prikazano je na
slici 4.26. Najvise koncentracije oligotrofnih bakterija zabelezene su u martu, a najnize u

januaru.

Oligotrofne bakterije
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Slika 4.26. Koncentracije oligotrofnih bakterija na lokalitetu Vi$njica tokom 2014. godine izraZzene kao CFU/
mL
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Prema indeksu fosfatazne aktivnosti vode, najvise organsko opterecenje zabelezeno
je u aprilu, a najnize u januaru, kao i na lokalitetu Duboko (Slika 4.27). Tokom januara i
februara vrednosti IFA nisu bile veée od 7,5, pa se voda mogla svrstati u Illb kategoriju
(veoma zagadena), a u maju je bila izmedu III i IV kategorije (prljava voda). U julu i
novembru, voda je pripadala IVVa kategoriji (veoma prljava), dok je tokom marta, aprila,

juna, avgusta i septembra pripadala 1\Vb kategoriji (maksimalno prljava).
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Slika 4.27. Vrednosti indeksa fosfatazne aktivnosti na lokalitetu Visnjica tokom 2014. godine sa granicama
izmedu b, -1V, IVai IVb klase

4.2.3 Uzorkovanje jedinki deverike na lokalitetu Visnjica

Uzorkovanje jedinki deverike na lokalitetu Visnjica na Dunavu vrseno je tokom
februara, aprila, avgusta i novembra 2014. godine. Svakog meseca uzorkovano je po 5
jedinki. Starost jedinki deverike uzorkovanih na lokalitetu Visnjica kretala se od 2+ do 4+.
Detaljan pregled podataka o duzini, tezini i faktoru kondicije (KF) jedinki dat je u tabeli

4.9. Najvisa vrednost faktora kondicije zabelezena je u aprilu, a najniza u novembru.
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Tabela 4.9. Pregled uzorkovanih jedinki deverike na lokalitetu Vi$njica sa vrednostima faktora kondicije - KF

1zrazenim kao sr. vrednost=SD

Mesec
uzorkovanja : 2 3 4 > “F
SL 25,5 29 31 26 27,5
Februar TL o 31 34 37 31 335 1,30+0,04
W g 395 502 687 379 482
SL 27 29 27 27 28,5
April TL e 32,5 35 31 33 34,5 1,42+0,15
W g 491 568 491 509 517
SL 27 24 26,5 26,5 25,5
Avgust TL e 32,5 29,5 32,5 33 32 1,29+0,09
W g 449 368 429 449 400
SL 27 28,5 27,5 26,5 25
Novembar  TL e 32,5 34 34,5 31,5 31 1,22+0,06
W g 440 500 478 365 359

* Sl -standardna duzina ribe, TL-ukupna duZina ribe, W-tezina ribe

4.2.4 Koncentracije metala i metaloida u jetri, Skrgama, gonadama i
miSicu deverike na lokalitetu ViSnjica

Koncentracije metala i metaloida u jetri, $krgama, gonadama i misicu deverika na
lokalitetu Visnjica ispitane su tokom februara, aprila, avgusta i novembra i prikazane u
tabeli 4.10 kao srednja vrednost + SD. Tokom svakog meseca analizirana su tkiva po 5
jedinki. Ispitane su statisti¢ki znacajne razlike medu koncentracijama elemenata u svakom
tkivu tokom razli¢itih meseci (mala slova) kao i statistiCki znaajne razlike medu
koncentracijama elemenata u razli¢itim tkivima u okviru istog meseca (velika slova), pri
¢emu razlicita slova oznacavaju statisti¢ki znacajne razlike.

Tokom ¢itavog perioda uzorkovanja bor (B) je detektovan u jetri u jednoj jedinki
tokom februara i u skrgama u jednoj jedinki tokom avgusta. Kadmijum (Cd) je detektovan
samo u jetri i to u jednoj jedinki tokom februara i svim jedinkama tokom aprila
(0,06+0,07), avgusta (0,05+0,04) i novembra (0,17£0,13). Litijum (Li) je detektovan samo
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u Skrgama, u po dve jedinke tokom februara i avgusta i svim jedinkama u novembru
(1,54+0,37). Nikl (Ni) je detektovan u jetri u jednoj jedinki u februaru i jednoj u avgustu, u
Skrgama u jednoj jedinki u februaru, jednoj u aprilu i dve jedinke u avgustu, u gonadama u
jednoj jedinki u avgustu i u misi¢u u dve jedinke u aprilu i1 jednoj u avgustu. Ovi elementi
nisu uzeti u obzir prilikom izvodenja statistickih analiza s obzirom da su se neredovno

detektovali tokom perioda uzorkovanja.

Tabela 4.10. Koncentracije metala i metaloida u jetri, $krgama, gonadama i misi¢u deverike tokom razli¢itih

meseci na lokalitetu Visnjica

Mesec JETRA SKRGE GONADE MISIC
uzorkovanja
Februar 6,95+10,50% 4% 61,19+26,042 4~ 1,40+1,2428 5,99+10,482 "8
A April 0,69+0,76%" 64,68+57,59%° 5,80+8,08%® 4,00+4,882 8
Avgust 9,28+11,79%4® 31,69+22, 2704 1,68+1,57%8 15,85+23,862 %
Novembar 5,29+3,88%4 5,35+8,17° A 10,47+6,20% 4 8,07+1,61%4
Februar 0,22* ND 1,75+0,75%4 1,73+2,3924
A April 0,14+0,18** 3,20* 1,21+0,89%4 0,46+0,35%"
S
Avgust ND ND 1,61+1,37° ND
Novembar ND ND 1,04* ND
Februar 0,10* 28,47+4 213~ 0,23* 1,15+0,43%B
5 April 0,06* 19,82+13,98%A 17,88* 1,25+0,34%~
a
Avgust 0,25* 27,433,564 0,05+0,01** 1,30+0,63%®
Novembar ND 22,78+4,10*~ 0,03+0,02 B 0,90+0,172/8
Februar 0,08+0,07%~ 0,05+0,03%A 0,18+0,27%A ND
. April 0,11+0,04%A 0,18+0,13** 0,11+0,172A ND
(0]
Avgust 0,12+0,10%4 0,16+0,18%4 0,19+0,1324 ND
Novembar 0,07+0,03%A 0,060,042~ 0,13+0,10%A ND
Februar 0,25+0,072 "8 1,32+0,252 4 0,08+0,09%B 0,26+0,08%"F
. April 0,18+0,0224 0,91+0,64*4 0,18+0,17*# 0,30+0,21*4
r
Avgust 0,200,042 A8 3,71+6,30*# 0,10+0,0728 0,33+0,222 48
Novembar 0,21+0,05%/8 0,760,102~ 0,21+0,10%/8 0,19+0,05%B
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Februar 44,25+58,29°* 2,110,59°"° 1,16£2,25°F 1,13+1,24*F
April 22,07+19,29°4 0,85+0,64% B 1,54+2,49%8 1,41+1,72278
c Avgust 44,06+11,98*4 1,76+0,69%° A8 1,31+1,30%48 0,66+1,102®
Novembar 64,66+22,25** 0,98+0,13°® 0,810,41%° 1,49+0,98°"°
Februar 177,56+127,08* "% 428,22+78,90*" 20,67+15,73°° 9,72+6,83°F
April 225,11+94,66%" | 158,45+11579% " | 33,80+33,34"8 14,23+6,56*®
e Avgust 190,35+62,9724 167,64+36,09%°4 28,12+13,76%"8 27,64+24,93*8
Novembar 177,74+78,89*# 117,00+£31,04°# 29,26+9,40% 8 15,40%5,07%®
Februar 5,64+2,15% % 44,4949 442~ 2,9346,19°° 1,42+1,26%°
April 5,74%1,47°4 26,77+18,05°# 8,45+11,74*A 1,67+0,97°4
Mn Avgust 6,64+1,592 % 42,79+18,35°4 4,83+8,27°" 1,98+1,69%8
Novembar 4,45%0,61%"° 33,38+9,85%4 1,05+0,44°° 1,42+0,29*°
Februar 0,52+0,29°"° 2,06+0,68°" 0,22+0,17°F 0,32+0,23%F
April 0,66+0,182 1% 1,91+1,39%4 0,42+0,312® 0,43+0,15%®
Mo Avgust 0,73+0,242 18 1,54+0,16%4 0,24+0,15%® 0,36+0,25°
Novembar 0,27+0,23%8 8,38+10,18*4 0,09+0,08%° 0,21%0,14%4°
Februar 0,20+0,13** 0,23* 0,08+0,05%* 0,08+0,04 #
April 0,05+0,04%4 0,12* 0,08+0,03*4 ND
i Avgust 0,47+0,84%4 ND 0,09+0,054 ND
Novembar 0,110,07° ND ND ND
Februar 0,2240,11°% 159,04+18,93%F 0,20%0,26°" 3,20+3,52°"F
April 0,36+0,24%4 105,78+79,01%B 17,62+39,0224 3,72+2,092 8
> Avgust 0,21+0,05%# 134,45+14,50% B 0,12+0,08%4 3,54+2,212A8
Novembar 0,24%0,05%4¢ 130,77+16,39%° 0,14%0,04%# 3,280,682 ¢
Februar 76,27+36,50°" 67,48+7,61°" 69,65+113,63*" 26,49+7,632"
April 49,40+13,14%4 48,99+34,1424 53,68+64,74%" 24,42+4,95% 4
zn Avgust 76,74+12,09°4 67,19+2,87%4 80,32+73,29°4 21,673,294
Novembar 91,93+15,26° 57,75+5,69° A% 34,96+18,46°° 20,582,558
*  Podaci su predstavljeni kao sr. vrednost+SD i izrazeni u pg/g suve teZine. b Vrednosti oznaene

razli¢itim slovom su znagajno razligite tokom razli¢itih meseci u okviru jednog tkiva. “®€ Vrednosti

oznaCene razliCitim slovom su znadajno razli¢ite izmedu razliCitih tkiva u okviru istog meseca

(Kruskal-Wallis test sa Dunn-Bonferroni post hoc metodom, p < 0,05); ND- vrednosti ispod granice

detekcije; “vrednost izmerena u jednoj jedinki; ~ vrednost izmerena u dve jedinke (sr. vrednost+SD)
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Znacajne razlike u koncentracijama elemenata tokom razli¢itih meseci uocene su
samo u Skrgama za Al, Cu i Fe. Koncentracije Al u Skrgama bile su znacajno vise u
februaru 1 aprilu u odnosu na novembar. Koncentracije Cu i Fe u Skrgama bile su znacajno
viSe u februaru u odnosu na novembar.

Al je bio najzastupljeniji u Skrgama. U toku februara i avgusta, Skrge su imale
znacajno visu koncentraciju Al u odnosu na gonade, u toku aprila u odnosu na jetru, dok
tokom novembra nisu primeéene znacajne razlike u koncentracijama Al izmedu Cetiri tkiva.

As je detektovan u gonadama svih ispitivanih jedinki tokom februara, aprila i
avgusta, kao 1 u miSi¢u svih jedinki tokom februara 1 aprila, a najmanje je bio prisutan u
Skrgama 1 jetri. Nisu primecene znacajne razlike u koncentracijama As izmedu gonada i
misica.

Tokom svih meseci Ba je bio prisutan kod svih jedinki u Skrgama i miSi¢u, a u
gonadama je kod svih jedinki detektovan samo u novembru. U jetri su zabeleZene najnize
koncentracije Ba, on je detektovan u po jednoj jedinki u februaru, aprilu i avgustu, a u
novembru nije detektovan. Koncentracije Ba u Skrgama bile su znacajno vise u odnosu na
koncentracije u miSi¢u tokom februara i avgusta i u odnosu na koncentracije u gonadama
tokom novembra.

Co je detektovan u jetri i gonadama svih jedinki tokom svih meseci, u $krgama je
detektovan u februaru, avgustu i novembru u svim jedinkama i u aprilu u dve jedinke, dok u
miSi¢u nije detektovan. Nisu primecene znacajne razlike u koncentracijama Co izmedu
razlicitih tkiva u okviru istog meseca.

U skrgama je primecena znacajno visa koncentracija Cr u odnosu na gonade tokom
februara i avgusta, kao 1 u odnosu na misi¢ tokom novembra.

NajviSe koncentracije Cu zabeleZene su u jetri 1 bile su znac¢ajno viSe u odnosu na
koncentracije u gonadama tokom februara, aprila i novembra, u odnosu na koncentracije u
misi¢u tokom februara i avgusta, a u odnosu na koncentracije u Skrgama tokom novembra.

Najvise koncentracije Fe primecene su u jetri i Skrgama. Tokom februara Skrge su
imale znacajno viSe koncentracije Fe u odnosu na gonade 1 misi¢. Tokom aprila jetra je
imala znac¢ajno viSe koncentracije Fe u odnosu na misi¢. Tokom avgusta i novembra jetra i

Skrge su imale znacajno vise koncentracije Fe u odnosu na misic.
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NajviSe koncentracije Mn primecene su u Skrgama i1 bile su znacajno viSe od
koncentracija detektovanih u gonadama i misi¢u tokom februara, avgusta i novembra.

Najvise koncentracije Mo primeéene su u Skrgama i bile su znacajno vise u odnosu
na koncentracije u gonadama tokom svih meseci i u odnosu na koncentracije u misicu
tokom svih meseci izuzev novembra.

Pb je detektovan u svim jedinkama u jetri tokom aprila, avgusta i novembra, u
gonadama tokom februara, aprila i avgusta, kao 1 u misicu tokom februara. Nisu primecene
znacajne razlike medu razli¢itim tkivima u okviru pojedina¢nih meseci.

Sr je dominantno bio prisutan u Skrgama. Koncentracije Sr u Skrgama bile su
znacajno viSe u odnosu na koncentracije u jetri i gonadama tokom svih meseci.
Koncentracije Sr u misi¢u tokom novembra bile su znacajno vise u odnosu na koncentracije
u gonadama.

Zn je bio obimno prisutan u jetri, Skrgama i gonadama. Koncentracije Zn u jetri bile

su znacajno vise u odnosu na koncentracije u gonadama i misi¢u tokom novembra.

Za Pb, As, Cd, Cu, Fe i Zn propisane su vrednosti MDK po jedinici vlazne mase
(ww) za misi¢. Kako bi smo mogli da izvr§imo poredenje dobijenih vrednosti sa propisanim
MDK, za sve elemente izuzev Cd koji nije bio detektovan, preracunate su koncentracije po
jedinici vlaZzne mase miSi¢a. Rezultati su prikazani u tabeli 4.11 sa propisanim MDK
vrednostima radi lakSeg poredenja. Koncentracije elemenata u mesu ribe (misi¢), bile su

ispod propisanih maksimalno dozvoljenih koncentracija.

Tabela 4.11. Koncentracije Pb, As, Cu, Fe, Zn u miSi¢u riba na lokalitetu Visnjica i propisane MDK vrednosti

Pb As Cu Fe Zn
Februar 0,02+0,01 0,43+0,58 0,29+0,33 2,46x1,89 6,55+1,94
April ND 0,11+0,08 0,32+0,36 3,35x1,50 5,75+1,37
Avgust ND ND 0,15+0,26 6,45+5,98 4,93+0,75
Novembar ND ND 0,35+0,23 3,57£1,25 4,75x0,77
MDK 0,3 2 30 30 100
* ND- ispod praga detekcije. Vrednosti su prikazane kao sr. vrednost+SD i izraZzene u

ng/g vlazne mase
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Indeks zagadenja metalima (Metal pollution index- MPI) izraunat je u cilju
normalizacije podataka 1 poredenja ukupnog sadrzaja metala u razli¢itim tkivima tokom
razlicitih meseci na ispitivanom lokalitetu. Prema MPI, u skrgama su zabelezene najvise
koncentracije elemenata tokom svih meseci. Najvise vrednosti MPI u Skrgama zabeleZene
su u februaru i avgustu (2,8), u jetri tokom avgusta (0,7), u gonadama u aprilu (1,0), a u
misicu tokom februara i aprila (0,5). U februaru jetra je imala najnizi MPI (0,4), u aprilu
jetra 1 misi¢ (0,5), u avgustu misi¢ (0,3), a u novembru gonade (0,2). Generalno, u misi¢u

su zabelezene nize koncentracije metala i metaloida tokom veéine meseci (Slika 4.28).

Februar
30 T

e—Skrge

—Jetra
Novembar H——+—"—+—+—&0 , ——+—+—+— April
—Gonade

Misic

Avgust

Slika 4.28. Indeks zagadenja metalima (Metal pollution index- MPI) skrga, jetre, gonada i miSi¢a deverike na

lokalitetu Visnjica tokom Cetiri meseca (za svaki mesec analizirano je po 5 jedinki)
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4.2.5 Detekcija oSte¢enja DNK molekula u éelijama krvi, jetre i Skrga

deverike na lokalitetu Visnjica

4.2.5.1 Odredivanje vijabilnosti ¢elija krvi, jetre i Skrga

Pregled vijabilnosti ¢elija krvi, jetre i $krga deverike tokom razli¢itih meseci 2014.

godine na lokalitetu Visnjica dat je u tabeli 4.12.

Tabela 4.12. Vijabilnost ¢elija krvi, jetre i $krga deverike uzorkovane na lokalitetu Visnjica

Mesec .
. Krv Jetra Skrge
uzorkovanja
Februar 94,4427 81,0+14,1 90,645,8
April 98,0+1,9 87,4+4,2 92,2+6,9
Avgust 95,6+4,3 88,6+5,9 81,8+6,3
Novembar 96,6+4,0 83,0+7,1 93,6+10,1

*  Vrednosti su prikazane kao sr. vrednost£SD i izraZzene u %

Tokom svih meseci ¢elije krvi pokazale su viSu vijabilnost u odnosu na ¢elije jetre 1
skrga. Celije $krga pokazale su visi stepen vijabilnosti u odnosu na éelije jetre, izuzev u

avgustu.

4.2.5.2 DNK ostecenje u ¢elijama krvi, jetre i Skrga

Prema TI (%) parametru, sva tri tkiva imala su najvise DNK oSte¢enje u avgustu.
Celije krvi imale su najniZe osteéenje u februaru i novembru, ¢elije $krga u aprilu, a éelije
jetre u februaru (Slika 4.29) (slova u boji za svako tkivo; razli¢ita slova oznacavaju
statisticki znacajne razlike). U februaru se DNK ostecenje tri tkiva znacajno razlikovalo, pri
¢emu su skrge imale najvisi nivo DNK ostecenja, a jetra najnizi. U aprilu krv je imala
znacajno visi nivo DNK ostecenja u odnosu na Skrge i jetru. U avgustu se DNK oStecenje
tri tkiva znacajno razlikovalo, pri ¢emu je krv imala najvisi nivo DNK ostecenja, a jetra
najnizi. U novembru su $krge imale najvisi nivo ostecenja, a krv najnizi (Slika 4.29) (bela

slova na dnu stubica; razli¢ita slova oznacavaju statisticki znacajne razlike).
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Slika 4.29. Nivo DNK ostecenja u ¢elijama krvi, $krga i jetre izrazen preko TI (%) parametra sa statisticki
znacajnim razlikama u DNK ostecenju tri tkiva u okviru svakog meseca (bela slova na dnu stubica) kao i
mese¢nim razlikama u okviru svakog tkiva (iznad stubi¢a slova u boji za svako tkivo). a, b, ¢- razlidita slova

oznadavaju statisti¢ki znacajne razlike. Vrednosti su predstavljene kao sr. vrednost+SE

U pogledu najviSeg i najnizeg nivoa DNK oSstecenja u tri tkiva OTM parametar dao
je iste rezultate kao i Tl (%) parametar, izuzev u slucaju ¢elija krvi, kako se prema OTM
parametru nivo DNK oste¢enja u ¢elijama krvi u februaru i novembru znacajno razlikovao
(Slika 4.30) (slova u boji za svako tkivo; razli¢ita slova oznaCavaju statisti¢ki znacajne
razlike). Takode, u okviru pojedina¢nih meseci parametri TI (%) i OTM su pokazali iste
rezultate znacajnih razlika u DNK oste¢enju tri tkiva (Slika 4.30) (bela slova na dnu

stubica; razlicita slova oznacavaju statisticki znacajne razlike).
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Slika 4.30. Nivo DNK ostec¢enja u ¢elijama krvi, $krga i jetre izrazen preko OTM parametra sa statisticki
znacajnim razlikama u DNK ostecenju tri tkiva u okviru svakog meseca (bela slova na dnu stubica) kao i
mese¢nim razlikama u okviru svakog tkiva (iznad stubi¢a slova u boji za svako tkivo). a, b, ¢, d- razli¢ita

slova oznacavaju statisticki znacajne razlike. Vrednosti su predstavljene kao sr. vrednost+SE

Prema TL (pix) parametru takode su krv i jetra imale najviSi nivo DNK oStecenja u
avgustu, dok su Skrge imale najvi$i nivo DNK oSte¢enja u februaru, ali ne statisticki
znacajno visi od DNK oSte¢enja tokom avgusta. Krv je imala najnize DNK oSte¢enje u
novembru, ali ne znacajno razli¢ito u odnosu na april, skrge su imale najnize DNK
oStecenje U aprilu, a jetra u aprilu i februaru (Slika 4.31) (slova u boji za svako tkivo;
razli¢ita slova oznacavaju statisti¢ki znacajne razlike). U pogledu DNK ostecenja tri tkiva
tokom pojedinacnih meseci, TL (pix) parametar je dao iste rezultate kao i1 druga dva
parametra za februar i april, dok prema TL (pix) parametru u avgustu i novembru nije
primec¢ena znacajna razlika u DNK ostecenju Skrga i jetre (Slika 4.31) (bela slova na dnu

stubica; razlicita slova oznacavaju statisticki znacajne razlike).
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Slika 4.31. Nivo DNK oste¢enja u ¢elijama krvi, $krga i jetre izrazen preko TL parametra sa statistic¢ki
znacajnim razlikama u DNK ostecenju tri tkiva u okviru svakog meseca (bela slova na dnu stubi¢a) kao i
mese¢nim razlikama u okviru svakog tkiva (iznad stubi¢a slova u boji za svako tkivo). a, b, ¢- razlidita slova

oznadavaju statisti¢ki znacajne razlike. Vrednosti su predstavljene kao sr. vrednost+SE

Korelacione analize (Pearson korelacija, p < 0,05) pokazale su visoku i znacajnu
pozitivnu korelaciju izmedu parametara TI (%) i OTM u prikazivanju DNK oStec¢enja (r =
0,98, p = 0,00000004) (Slika 4.32 a). Takode, pokazana je visoka i znacajna pozitivna
korelacija izmedu parametara TI (%) i TL (pix) (r = 0,82, p = 0,001) (Slika 4.32 b), kao i
izmedu parametara OTM i TL (pix) (r = 0,84, p = 0,0006) (Slika 4.32 c).
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Slika 4.32. Korelacija izmedu parametara T1 (%), OTM i TL (pix) pri prikazivanju DNK ostecenja; (a)
korelacija izmedu parametara T1 (%) i OTM; (b) korelacija izmedu parametara TL (pix) i TI (%); (c)

korelacija izmedu parametara TL (pix) i OTM (Pearson korelacija, p < 0,05)
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Kako bi proverili podudarnost u odgovoru tri tkiva, uradene su korelacione analize
(Pearson korelacija, p < 0,05) izmedu DNK oste¢enja krvi, jetre i $krga izrazenog preko
parametra T1 (%) (Slika 4.33). Primecena je pozitivna i statisticki znacajna korelacija u
DNK ostecenju izmedu krvi i Skrga (r = 0,62, p = 0,0036) (4.33 a) i izmedu krvi i jetre (r =
0,53, p = 0,0167) (4.33 b), dok izmedu Skrga i jetre nije primecena statisticki znacajna
korelacija (r = 0,35, p = 0,1250) (4.33 c).
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Slika 4.33. Korelacija izmedu tkiva u nivou DNK oste¢enja izrazenog preko parametra T1 (%); (a) korelacija
izmedu krvi 1 $krga; (b) korelacija izmedu krvi i jetre; () korelacija izmedu jetre i $krga (Pearson Korelacija,
p <0,05)
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4.2.6 HistopatoloSke promene na jetri i Skrgama deverike na lokalitetu
VisSnjica

Pojedinac¢ne histopatoloske promene uocene u jetri i Skrgama deverika na lokalitetu
Visnjica sa ucestalo$¢u pojavljivanja (FL %) prikazane su u tabeli 4.13, sa nazna¢enim
znacajnim razlikama izmedu razli¢itih meseci. Tokom svih meseci analiza je vrSena na po 5
jedinki deverike.

Kod riba na lokalitetu Visnjica, Skrzni aparat nije bio intenzivno ostecen i veéina
detektovanih promena je pripadala grupi lako reverzibilnih promena (vrednost
histopatoloskog indeksa 1). Kao i kod riba na lokalitetu Duboko, promena najveceg
intenziteta u skrgama bila je hiperemija koja pripada grupi cirkulatornih, lako reverzibilnih
promena, sa srednjim vrednostima viSim od 2 tokom aprila, avgusta i novembra, bez
znacajnih razlika tokom razli¢itih meseci. U novembru je edem $krga imao vrednost od 5,6,
znacajno viSe u odnosu na februar.

Od progresivnih promena, proliferacija mukoznih ¢elija je bila najviseg intenziteta,
sa vrednostima preko 4 tokom februara i novembra. Intenzitet proliferacije mukoznih éelija
je bio znacajno visi tokom februara u odnosu na april i avgust.

Od regresivnih promena najviseg intenziteta bili su izdizanje respiratornog epitela
sa najvecom srednjom vredno$¢u 4 tokom aprila, 1 poremecena arhitektura sa najve¢om
srednjom vredno$¢u od 2,4 tokom novembra. lako se ove promene smatraju blagim one
mogu prouzrokovati smetnje u funkciji skrga. Nekroza tkiva, koja predstavlja ireverzibilnu
promenu detektovana je samo u jednoj jedinki tokom aprila i jednoj jedinki tokom avgusta.

Neke od histopatoloskih promena uocenih u Skrgama tokom ispitivanja, prikazane

su na slici 4.34.

127



Rezultati

Tabela 4.13. Pojedinaéne histopatoloske promene (HP) u jetri i $krgama deverika sa lokaliteta Vi$njica tokom razli¢itih meseci i u¢estalo$¢u pojavljivanja

lezija (FL %)
HP

JETRA (w) | Februar FL% April FL% Avgust FL% | Novembar | FL%

IP Infiltracija leukocita 2 [ 08+1,1° | 40% | 4,4+1,7* [ 100% | 0,4+0,9° | 20% | 3,2¢23" | 80%
cp Staze u krvnim sudovima 1 1,6+0,9% 80 % 3,2+¢1,1* | 100% | 4,0+1,4* | 100 % 3,2+1,8% 100 %
Kongestija sinusoida 1 2,0+1,4% 80 % 3,2+2,3% 80 % 3,2+3,0° 60 % 3,242, 7% 80 %

PP Fibroza krvnih sudova 2 | 0,4+0,9* | 20% | 2,4+0,9* | 100% | 0,4+0,9° | 20% 2,0+1,4% 80 %
Fokalne promene hepatocita 2 0,4+0,9° | 20% | 12427 | 20% | 0,0£0,0™ NN 2,0+1,4° 80 %

ap Vakuolizacija hepatocita 2 | 32+23* | 80% | 04409 | 20% | 2,0+2,0° | 60% | 0,0+0,0™ NN
Nekroza 3 0,0+0,0™ NN 1,2+1,1° 60% | 0,0+0,0™ NN 0,8+1,8° 20 %

Jedra pomerena u stranu 2 | 12+411% | 60% | 0,0£0,0™ | NN 1,2#1,8" | 40% | 0,0£0,0™ NN

SKRGE Februar April Avgust Novembar

cp Hiperemija 1 1,6+1,7° 60 % 2,8+2,3° 80 % 3,6+0,9% | 100 % 3,2+1,8% 100 %
Edem primarnog epitela 1 | 1,6¢26° | 40% | 32+23® | 80% | 0,0+0,0™ [ NN 5,6+0,9° | 100 %

op Hiperplazija epitelnih éelija 2 0,3+0,3* | 60 % 2,4+1,8* | 100% | 1,1+1,0*° | 60% 2,0+1,4% 80 %
Proliferacija mukoznih éelija 1 4,4+0,9° | 100% | 0,8+1,1° | 40% | 0,4+0,9° | 20 % 42+1.8% | 100 %
'Zdiza”jz rietselﬁl’;ratomf’g 1 | 24£17* | 80% | 40£14* | 100% | 12:11° | 60% | 28+23° | 80%
RP Poremec’e?la arhitektura 1 1,2+1,8* | 40% 2,0+14* | 80% | 2,0£1,4* | 80% 2,4+0,9* | 100 %
sek?r%iﬁ?;izﬁﬁzma 1 | 00£00° | NN | 00£00° | NN | 0409° | 20% | 1,626 | 40%

* |P- inflamatorne promene, CP- cirkulatorne promene, PP- progresivne promene, RP- regresivne promene; w- faktor znacajnosti; FL-
frekvencija lezija (%); NN- nije nadeno; vrednosti su predstavljene kao sr. vrednost+SD. **“- Vrednosti oznacene drugacijim slovima
su znadajno razli¢ite tokom razli¢itih meseci (Kruskal-Wallis test sa Dunn-Bonferroni post hoc metodom, p < 0,05). ™- nije testirano, /-

nema podataka
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Slika 4.34. Histopatolo$ke promene u $krgama: a. edem primarnog epitela i proliferacija mukoznih ¢elija (HE
x200); b. infiltracija leukocita u sekundarnu lamelu (vrh strelice) (HE x400); c. hematomi i telangiektazije
(HEx100); d. prisustvo nekroze na jednoj strani $krga (levo) (HE x200)

Kao i na lokalitetu Duboko, promene najveceg intenziteta u jetri bile su kongestija
sinusoida i staza, koje pripadaju grupi cirkulatornih promena. Obe promene su imale
srednje vrednosti veée od 3 tokom aprila, avgusta i novembra, bez znacajnih razlika u
vrednostima tokom razli¢itih meseci.

Tre¢a promena po intenzitetu bila je infiltracija leukocita u parenhim jetre, koja
pripada grupi inflamatornih promena, sa histopatoloskim skorom 4,4 tokom aprila,
znacajno viSim u odnosu na vrednosti detektovane u avgustu.

Od progresivnih promena, detektovana je samo fibroza sa srednjom vredno$cu
iznad 2 tokom aprila, bez zna¢ajnih razlika izmedu razli¢itih meseci.

U okviru regresivnih promena najveceg intenziteta bila je vakuolizacija hepatocita

sa najviSom vrednosti tokom februara, ali bez znac¢ajnih razlika izmedu razlicitith meseci.
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Fokalne promene hepatocita, ekscentri¢na jedra i nekroza imale su srednje vrednosti manje

od 2, bez znacajnih razlika u vrednostima tokom razli¢itih meseci.

Neke od histopatoloskih promena uocenih u jetri, prikazane su na slici 4.35.

Slika 4.35. Histopatolo$ke promene u jetri: a. kongestija sinusoida (HE x200); b. prisustvo granuloma u
jetrinom parenhimu (HE x400); c. intenzivna infiltracija leukocita u parenhim jetre (HE x400); d. nekroza

jetrinog parenhima (strelica), pracena pojavom piknotickih jedara (vrh kra¢ih strelica) (HE x400)

4.2.6.1 Kategorizacija histopatoloskih promena u $skrgama i jetri na lokalitetu
Visnjica
Zabelezene promene u Skrgama mogle su se kategorisati u tri grupe promena-
cirkulatorne (I GC), regresivne (I GR) i progresivne (I GP). Tokom februara i novembra
progresivne promene su imale najviSe vrednosti, dok su tokom aprila i avgusta cirkulatorne
promene imale najviSe vrednosti, a progresivne najnize. U okviru cirkulatornih promena

primecene su znacajno viSe vrednosti u novembru u odnosu na februar i avgust (Slika 4.36).
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Slika 4.36. Kategorizacija pojedina¢nih promena u $krgama: progresivne (I GP), cirkulatorne (I GC) i
regresivne (I GR) promene. Vrednosti su prikazane kao sr. vrednost+SE. ™" Statisticki znacajne razlike
izmedu razli¢itih meseci u okviru cirkulatornih promena (Kruskal-Wallis test sa Dunn-Bonferroni post hoc

metodom, p < 0,05)

Zabelezene promene u jetri mogle su se kategorisati u Cetiri grupe promena-
cirkulatorne (I LC), regresivne (I LR), progresivne (I LP) i inflamatorne (I LI). U februaru
su regresivne promene bile najviseg intenziteta, u aprilu inflamatorne, u avgustu
cirkulatorne, a u novembru su podjednako bile zastupljene cirkulatorne, regresivne i
inflamatorne promene. U okviru inflamatornih promena primefene su znacajno vise

vrednosti u aprilu u odnosu na avgust (Slika 4.37).
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Slika 4.37. Kategorizacija pojedinaénih promena u jetri: progresivne (I LP), cirkulatorne (I LC), regresivne (I
LR) i inflamatorne (I LI) promene. Vrednosti su prikazane kao sr. vrednost+SE. ~""Statisticki znatajne razlike
izmedu razli¢itih meseci u okviru inflamatornih promena (Kruskal-Wallis test sa Dunn-Bonferroni post hoc

metodom, p < 0,05)

Na osnovu dobijenih podataka izracunati su histopatoloski indeks skrga (GI),
histopatoloski indeks jetre (LI), kao i ukupni histopatoloski indeks (HI). Podaci su
predstavljeni kao srednja vrednost + st.greSka. Generalno, histopatoloski indeks jetre
pokazao je viSe vrednosti u odnosu na histopatoloski indeks skrga tokom februara, aprila i
avgusta. Histopatoloski indeks Skrga imao je znacajno vise vrednosti u novembru u odnosu
na avgust. HistopatoloSki indeks jetre imao je najviSe vrednosti u aprilu, a najnize u
avgustu, bez statisti¢ki znacajnih razlika u vrednostima tokom razli¢itih meseci. Ukupan
histopatoloski indeks imao je najvise vrednosti u novembru, a najnize u avgustu, ali bez

znacajnih razlika medu razli¢itim mesecima (Slika 4.38).
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Slika 4.38. Histopatoloski indeks $krga (GI), jetre (LI) i ukupni histopatoloski indeks (HI) predstavljeni kao

sr. vrednost = SE tokom razlic¢itih meseci uzorkovanja. *,**- statisticki znacajne razlike u okviru

histopatoloskog indeksa $krga tokom razli¢itih meseci (Kruskal-Wallis test sa Dunn-Bonferroni post hoc
metodom, p < 0,05)

4.3 Korelacije medu pracenim biomarkerima na lokalitetima

Duboko i Visnjica

Na oba lokaliteta u okviru skrga uocene su znacajne pozitivne korelacije izmedu
svih kategorija promena (I GP, I GC i I GR), histopatoloskog indeksa skrga (GI) i ukupnog
histopatoloskog indeksa (HI). Pored toga, na oba lokaliteta uoc¢ena je znacajna pozitivna
korelacija izmedu cirkulatornih (I GC) i regresivnih promena (I GR) u $skrgama (Tabele 8.3
i 8.5, Prilog).

Na lokalitetu Visnjica, primeCena je znacajna pozitivna korelacija izmedu
histopatoloSkog indeksa Skrga (GI) i regresivnih promena u Skrgama (I GR) sa
histopatoloskim indeksom jetre (LI). Dodatno, primecena je znacajna negativna korelacija
progresivnih promena (I GP) i GI sa nivoom DNK osteCenja u Skrgama. Pokazana je

znaajna negativna korelacija izmedu koncentracija Cu i Fe sa | GC, kao i pozitivna
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znacajna korelacija izmedu koncentracije Sr i | GP. Primecen je veliki broj znacajnih
korelacija medu metalima u Skrgama na lokalitetu Visnjica. Al je korelisao sa Cr, Cu, Fe,
Mo, Sri Zn. Ba je korelisao sa Cr, Cu, Fe, Mn, Sr i Zn. Cr je korelisao sa Cu, Fe, Mn, Mo,
Sri Zn. Cu je korelisao sa Fe, Mn i Zn, Fe je korelisao sa Mn, Mo, Sr i Zn, Sr je korelisao
sa Mn, Mo i Zn, a Zn je korelisao sa Mn i Mo (Tabela 8.5, Prilog).

Na lokalitetu Duboko, primeéena je znacajna pozitivna korelacija koncentracija Al
sa progresivnim promenama u Skrgama (I GP), kao i znaCajna pozitivna korelacija Zn sa
nivoom DNK o$teéenja u Skrgama. Pokazane su znalajne pozitivne korelacije medu
koncentracijama ispitivanih elemenata u skrgama. Al je korelisao sa Cr, Fe i Mo, Ba sa Cu i
Mn, Cr sa Fe, Mo sa Cr, Fe, Mn i Zn, a Zn sa Sr i Mn (Tabela 8.3, Prilog).

U okviru jetre, na oba lokaliteta, uocene su znacajne pozitivne korelacije izmedu
svih kategorija promena (I LP, I LC, I LR i I LI), histopatoloskog indeksa jetre (LI) i
ukupnog histopatoloskog indeksa (HI). Dodatno, na oba lokaliteta pokazana je pozitivna
znacajana korelacija izmedu inflamatornih (I LI) 1 progresivnih promena (I LP) u jetri
(Tabele 8.4 1 8.6, Prilog).

Na lokalitetu Visnjica, pokazana je znaCajna pozitivna korelacija izmedu
cirkulatornih promena (I LC) i nivoa DNK ostecenja u jetri. Pokazana je znac¢ajna pozitivna
korelacija izmedu inflamatornih promena (I LI) i koncentracije Fe u jetri. Takode,
primecene su znacajne pozitivne korelacije Mo sa Co, Fe i Mn, Zn sa Cr i Cu, Fe sa Co, |
Cr sa Mn (Tabela 8.6, Prilog).

Na lokalitetu Duboko pokazana je znacajna negativna korelacija izmedu
cirkulatornih i regresivnih promena u jetri. Takode, pokazana je visoka znacajna negativna
korelacija izmedu koncentracija Mo 1 histopatoloskog indeksa jetre, regresivnih promena 1
nivoa DNK osteéenja u jetri. Dodatno, uo¢ene su znacajne pozitivne korelacije Al sa Cu, Cr

saMni Zn, kao i Srsa Cui Mn (Tabela 8.4, Prilog).

134



5 | DISKUSIJA



Diskusija

5 DISKUSIJA

U ovoj studiji, odredivanje kvaliteta povrSinske vode vrSeno je na Savi na lokalitetu
Duboko i na Dunavu na lokalitetu Visnjica tokom 2014. godine, kako bi se procenilo
variranje kvaliteta vode tokom razliCitih sezona. Kvalitet vode tokom razliCitih sezona
procenjen je pracenjem fiziCko-hemijskih, hemijskih, mikrobioloskih parametara, analize
metala i metaloida u tkivima riba i odgovora biomarkera riba - DNK ostecenje u ¢elijama i
histopatoloske analize tkiva. Procena variranja nivoa zagadenja u rekama tokom razli¢itih
sezona daje realne informacije o ulasku prirodnih i antropogenih zagadivaca iz tackastih i
difuznih izvora zagadenja (Ouyang et al., 2006). Usled velikog broja razli¢itih zagadivaca u
slatkovodnim ekosistemima na izloZenim organizmima mogu Se uociti razliciti Stetni efekti.
Stoga, biomonitoring zahteva primenu vise biomarkera kako bi se procenile promene na
razli¢itim nivoima bioloske organizacije. Kada se ovi efekti ispituju in situ, dobija se
informacija koja reflektuje zdruzeni uticaj svih prisutnih zagadivaca i prirodnih fenomena
na akvati¢ne ekosisteme (Azevedo et al., 2013).

Lokalitet Duboko je odabran usled izlozenosti razliitim i brojnim izvorima
zagadenja kao §to su intenzivna poljoprivredna aktivnost, najvece termoelektrane u Srbiji
“Nikola Tesla” A i B sa pepelistima i us¢e Kolubare koja je pored netretiranih otpadnih
voda Obrenovca izlozena 1 zagadenju poreklom od rudarskog basena “Kolubara”.
Poljoprivredni, industrijski i urbani izvori zagadenja oznaceni su kao glavni izvori ulaska
hemikalija i organskih materija u akvaticne ekosisteme (Ouyang et al., 2006). Brojne
agencije za zaStitu zivotne sredine oznalile su otpadne vode rudarstva i spiranje
poljoprivrednih povrsina kao jedne od najvecih pretnji za slatkovodne ekosisteme. Otpadne
vode rudarstva unose visoke koncentracije metala u vodu, dok su poljoprivredne aktivnosti
izvor zagadenja metalima i razlicitim organskim zagadivacima (Barisi¢ et al., 2015).
Istrazivanje na lokalitetu Duboko zapoceto je u januaru 2014. godine, sa ciljem pracenja
sezonskog variranja kvaliteta vode. Sredinom maja 2014. godine usled nepovoljnih
hidroloskih uslova doSlo je do obimnih poplava (stogodiSnje poplave) na ispitivanom
lokalitetu, kada je upravo teritorija Obrenovca bila najvise pogodena. Ovaj katastrofalni

dogadaj, dao nam je priliku da pored sezonskog variranja, ispitamo i uticaj ovog vaznog
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prirodnog fenomena na stanje parametara u akvati¢énim ekosistemima, koncentraciju metala
i metaloida u tkivima riba i odgovor biomarkera riba. Stoga, na lokalitetu Duboko vrsena je
procena zdruzenog uticaja vise antropogenih izvora zagadenja tokom razlicitih sezona I
poplava na pra¢ene parametre i odgovor biomarkera u jedinkama visoko srodnih vrsta
deverike, krupatice i crnooke deverike.

Lokalitet ViSnjica na reci Dunav odabran je usled izlozenosti ispustu najveceg
gradskog kolektora koji sakuplja otpadne vode sa citave teritorije Beograda. Ovaj lokalitet
je identifikovan kao jedno od zariSta fekalnog zagadenja u srpskom delu toka Dunava
(Kirschner et al., 2014). Prema White & Rasmussen (1998) gradske otpadne vode
predstavljaju slozene smeSe otpadnih voda domacinstava i industrije sa Vvisokim
genotoksi¢nim potencijalom. Na lokalitetu Visnjica, vrSena je procena uticaja netretiranih
gradskih otpadnih voda na pra¢ene parametre i odgovor biomarkera u jedinkama deverike

tokom razli¢itih sezona.

5.1 Analiza kvaliteta vode reka Save i Dunava

5.1.1 Procena fizicko-hemijskih i hemijskih parametara na lokalitetima

Duboko i Visnjica

Na lokalitetu Duboko tokom citavog perioda uzorkovanja pH vrednost vode bila je
blago alkalna, sa vrednostima iznad 8,5 tokom marta, krajem juna i u julu kada je voda
pripadala IV-V kategoriji. Na lokalitetu Visnjica pH vrednost vode takode je bila blago
alkalna, sa vrednostima ispod 8,5 tokom vecéine meseci, izuzev u januaru, februaru i martu,
kada su vrednosti iznad pH 9 ukazale na V klasu kvaliteta. Vrednosti iznad pH 8 mogu
predstavljati stres za ribe jer pod odredenim uslovima i u kombinaciji sa drugim stresorima,
kao §to je amonijak, mogu izazvati povecanje O difuzione distance u skrgama (Lease et
al., 2003). Najvise temperature vode, kao i najniZze koncentracije kiseonika na oba lokaliteta
zabeleZene su u avgustu. Prema koncentraciji O, u avgustu, na lokalitetu Duboko voda je

pripadala Il Kklasi, a na lokalitetu Visnjica IV klasi. Elektroprovodljivost je na lokalitetu
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Duboko varirala od 338-439 uS/cm, a na lokalitetu Visnjica od 345-452 puS/cm. Prema
studiji Camargo & Martinez (2007) elektroprovodljivost iznad 100 puS/cm moze biti znak
narusenog kvaliteta vode. Tokom veéeg broja meseci na lokalitetu Visnjica su uocene vise
koncentracije NOz, NOs', NH,* i PO,%, u odnosu na lokalitet Duboko. Koncentracije NO3
su generalno najviSe tokom kasne zime i prole¢a, smanjuju se tokom leta, a ponovo se
povecavaju tokom jeseni i rane zime (Laznik et al., 1999), sto je u skladu sa sezonskim
promenama rasta biljaka. Kako je primena neorganskih dubriva (obi¢no amonijum nitrata)
veoma Cesta, prisustvo NOs na lokalitetima moze biti znak spiranja poljoprivrednih
zemljista. Poljoprivredne aktivnosti takode mogu uticati na visoke nivoe NH4" u vodi, ali
ovaj zagadiva¢ moze nastati i kao proizvod razgradnje azotnih organskih jedinjenja kao $to
su proteini i urea, koji se obimno nalaze u gradskim otpadnim vodama (Vega et al., 1998).
Na oba lokaliteta najvise koncentracije PO,> uodene su tokom leta i jeseni. Visoke
koncentracije PO, mogu biti poreklom od ispusta gradskih otpadnih voda jer su fosfati
vazna komponenta deterdzenata (Vega et al., 1998). Carpenter et al. (1998) oznacili su
poljoprivredne 1 urbane aktivnosti kao glavne izvore fosfora i azota u akvati¢nim
ekosistemima. Visoke koncentracije fosfata u vodi tokom jeseni mogu se pripisati
poljoprivrednim aktivnostima i vecoj koli¢ini padavina tokom ove sezone (Kolarevi¢ et al.,
2012). Povisene koncentracije PO,> tokom leta mogu biti uzrokovane sporijim tokom reke
u ovoj sezoni (Laznik et al., 1999), ali i njegovim poveéanim oslobadanjem iz sedimenta u
uslovima hipoksije i anoksije (Paerl et al., 1998).

Variranje koncentracija rastvorenih metala i metaloida u vodi moze biti rezultat
nekoliko prirodnih i antropogenih faktora. IspuStanje otpadnih voda i spiranje zemljiSta
mogu dovesti do povecanja koncentracija ukupnih metala u vodi, dok promene fizi¢ko-
hemijskih parametara deluju na stanje i redistribuciju metala u vodi (Dragun et al., 2009).
Pri analizi podataka dobijenih od Agencije za zaStitu Zivotne sredine na oba lokaliteta
(Ostruznica na Savi i Vin¢a na Dunavu) tokom 2014. godine primeéene SU najvise
koncentracije rastvorenog Fe i Al tokom januara, rastvorenog As u julu, ukupnog As i
rastvorenog Cr u avgustu, kao 1 najviSe koncentracije ukupnog Zn i rastvorenog Zn i Cuu
oktobru. Povecane koncentracije Zn i Cu u vodi na reci Savi tokom jeseni uoCene su i u

studiji Vukovi¢ et al. (2011).
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Na reci Savi, na mernoj stanici Ostruznica, najvise koncentracije ve¢ine elemenata
zabelezene su u periodu maj/jun i tokom leta u avgustu. U maju/junu zabeleZene su najvise
koncentracije ukupnog Mn, Pb, Cd i Co, rastvorenog Pb, Cd i Co, kao i svih pesticida u
vodi. Povecane koncentracije Pb, Cd i pesticida mogu biti prisutne u rekama nakon poplava
(Albering et al., 1999). Pored toga, pri sagorevanju lignita u povrSinskom sloju pepelista
termoelektrana mogu se naci visoke koncentracije ovih elemenata (Baba, 2000; Pavlovi¢ et
al., 2004; Sushil & Batra, 2006). Upravo, visoke koncentracije ovih elemenata uo¢ene su u
zemlji$tu u neposrednoj blizini pepeli§ta termoelektrana “Nikola Tesla” A i B (Cuji¢ et al.,
2016). Moguce je da su povecane koncentracije ovih elemenata dospele u vodu tokom
poplava, spiranjem okolnog zemljiSta 1 pepeliSta. PoviSene koncentracije metala u vodi
tokom leta mogu se pripisati veCem uticaju otpadnih voda tokom sus$nih sezona i
povecanom zalivanju poljoprivrednih useva, $to moze uneti u vodu jedinjenja koja sadrze
ove elemente (Tuna et al., 2007).

Generalno, na Dunavu, na mernoj stanici Vinc¢a, zabelezene su viSe koncentracije
vecine elemenata u odnosu na Savu (Ostruznica) (Tabela 8.7, Prilog). Gradske otpadne
vode su glavni izvor metala kao sto su Cd, Cu, Cr, Mn, Ni, Zn i Pb, posebno u velikim
gradovima gde intenzivne industrijske aktivnosti izostaju, kao §to je sluc¢aj sa Beogradom
(Davis & Jacknow, 1975; Sorme & Lagerkvist, 2002; Tuna et al., 2007). Na Dunavu
(Vinca) u martu su zabeleZene najvise koncentracije vecine elemenata- ukupnog Fe, Mn,
Cr, Pb, Cd, Al i Co. U izvestajima Agencije za zaStitu zivotne sredine Republike Srbije 0
havarijskom zagadenju naden je podatak da se 29.01.2014. godine u Dunavu kod Vince
prevrnula barza natovarena piritom (Fe,S). Analize sadrzaja elemenata u prirodnom piritu
Cesto pokazuju da on sadrzi znacajne koli¢ine teskih metala (Schoonen, 2004). Pored toga,
pokazano je da sulfidni minerali i pirit mogu sadrzati elemente kao $to su Mn, Cr, Pb, Cd,
Al i Co (Huerta-Diaz & Morse, 1990; Dorronsoro et al., 2002). U martu je zabelezena
koncentracija Fe u vodi od 1797 mg/L po ¢emu se voda mogla svrstati u III-1V klasu
zagadenja prema Uredbi o grani¢nim vrednostima zagadujuc¢ih materija u povrSinskim i
podzemnim vodama i sedimentu i rokovima za njihovo dostizanje (,,Sluzbeni glasnik RS”
br. 50/12). U poredenju koncentracija ovih elemenata na drugim mernim stanicama

Agencije na Dunavu tokom marta, kao $to su Zemun i Smederevo, uofene su znatno nize
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vrednosti. Stoga, moze se zakljuciti da povecane koncentracije ovih elemenata u Dunavu
kod Vinc¢e najverovatnije nisu uzrok prirodnih faktora ve¢ pomenute havarije.

Na oba lokaliteta uoCene Su najvise koncentracije pesticida terbutilazina,
desetilterbutilazina i metolahlora tokom juna (Dunav), odnosno maja/juna (Sava). Jedan od
najcesce koris¢enih dvokomponentnih pesticida, Gardoprim plus gold 500 SC, predstavlja
kombinaciju upravo metolahlora i terbutilazina (lordache & Borza, 2011). Koncentracije
ovih zagadivaca bile su gotovo duplo vece na Savi, u poredenju sa Dunavom. Ovo se moze
objasniti ve¢om blizinom poljoprivrednih povrSina i poplavama koje su se desile na ovom
podrucju, ali i ve¢im kapacitetom reke Dunav u odnosu na Savu, usled ¢ega dolazi do
razblazenja (Loos et al., 2010). Pored toga, povecane koncentracije fluorantena, atrazina 1
acetohlora zabelezene Su na Dunavu u aprilu. Povecane koncentracije pesticida u vodi

oc¢ekuju se u periodu njihove primene, tj. od aprila do jula (Vrana et al., 2015).

5.1.2 Procena mikrobioloskih indikatora fekalnog i organskog zagadenja

na lokalitetima Duboko i ViSnjica

MikrobioloSke analize fekalnog zagadenja na lokalitetu Duboko obuhvatile su
pracenje ukupnih koliforma, fekalnih koliforma i enterokoka primenom metode
membranske filtracije 1 inkubacije na selektivnim podlogama. Na lokalitetu Vi$njica
analiza fekalnog zagadenja obuhvatila je pracenje ukupnih koliforma, E. coli i enterokoka
primenom enzimskih metoda. Enzimske metode smatraju se ekvivalentnim ili boljim od
metode membranske filtracije u pogledu osetljivosti i specifi¢nosti (Eckner, 1998). Pored
toga, na oba lokaliteta praceno je prisustvo C. perfringens primenom metode membranske
filtracije i inkubacije na TSC podlozi.

Generalno, viSe koncentracije svih indikatorskih mikroorganizama fekalnog
zagadenja 1 loSiji kvalitet vode zabeleZeni su na lokalitetu Visnjica §to ukazuje da je on
izloZzen vecem pritisku netretiranih gradskih otpadnih voda. U naSoj studiji (Kosti¢ et al.,
2016) na lokalitetu Vi$njica koncentracije NO,, NOz, NH," imale su sli¢an trend kao i
indikatori fekalnog zagadenja, Sto je potvrdilo da je najveéi pritisak zagadenja na ovom

lokalitetu povezan sa prilivom netretiranih gradskih otpadnih voda.
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Na lokalitetu Visnjica najniZze koncentracije svih indikatorskih mikroorganizama
fekalnog zagadenja zabelezene su u maju. Posebno je interesantno napomenuti da smo pri
pracenju koncentracija E. coli na lokalitetu Duboko enzimskom metodom takode uodili
najmanje koli¢ine pocetkom juna (09.06.2014.) (uzorkovanje na Visnjici bilo je krajem
maja 30.05.2014.) (Aborgiba et al., 2016). Najnize koncentracije E. coli na oba lokaliteta
pocetkom juna/u maju mogu se objasniti evakuacijom stanovnistva sa podruc¢ja Obrenovca
tokom poplava, kada je uticaj fekalnog zagadenja putem gradskih otpadnih voda bio gotovo
potpuno iskljucen. Ovde je pokazana veca preciznost E. coli kao indikatora fekalnog
zagadenja u odnosu na grupu fekalnih (termotolerantnih) koliforma kojoj pored E. coli
pripadaju i vrste rodova Klebsiella, Citrobacter i Enterobacter, od kojih nisu sve fekalnog
porekla. Zbog ovoga je cak predlozeno da naziv fekalni koliformi nije odgovarajuci, ve¢ da
bi trebalo samo koristiti termin ,,termotolerantni koliformi (Alonso et al., 1999; Hachich et
al., 2012).

Sezonsko variranje obima 1 tipa fekalnog zagadenja, ekoloski uslovi koji utiCu na
prezivljavanje fekalnih bakterija i hidroloski uslovi koji uti¢u na remobilizaciju ovih
bakterija su faktori koji mogu doprineti variranju koli¢ine fekalnih indikatora i patogena
tokom razli¢itih sezona (Wilkes et al., 2009). Ukoliko se izuzme maj, kao mesec kada su se
dogodile poplave, u nasoj studiji zabeleZene su niZze koncentracije ukupnih koliforma,
fekalnih koliforma i E. coli tokom hladnijih meseci, $to je uo¢eno u mnogim studijama
(Canale et al., 1973; Barcina et al., 1986; Bagde & Rangari, 1999). Pored toga, velike
koli¢ine padavina i ubrzan tok reke mogu uzrokovati pomeranje sedimenta i oslobadanje
vece koli¢ine fekalnih bakterija u vodeni stub (Obiri-Danso & Jones, 1999), ¢ime se mogu
objasniti najviSe koncentracije svih indikatorskih mikroorganizama fekalnog zagadenja na
Visnjici tokom marta i aprila.

Procena organskog zagadenja na lokalitetima Duboko i1 ViSnjica obuhvatila je
pracenje koncentracija heterotrofa, oligotrofa i fosfatazne aktivnosti vode. Tokom vecine
meseci uocene su vise koncentracije heterotrofnih i oligotrofnih bakterija na lokalitetu
Visnjica, u odnosu na lokalitet Duboko. Na lokalitetu Duboko uocena je dominacija
heterotrofa tokom februara, marta i jula, a oligotrofa tokom ostalih meseci. Na lokalitetu

Visnjica uocen je slian obrazac variranja izmedu heterotrofa i oligotrofa, s tim Sto su od
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januara do avgusta heterotrofi imali vecu brojnost, a od avgusta do decembra oligotrofi.

Tokom veéine meseci primeéene su viSe vrednosti indeksa fosfatazne aktivnosti
(IFA) na lokalitetu Visnjica u odnosu na lokalitet Duboko. Najnize vrednosti IFA na
lokalitetu Visnjica zabelezene su u januaru, a najvise u aprilu, kada su zabelezene i najvise
koncentracije enterokoka i C. perfringens. Najnize vrednosti IFA na lokalitetu Duboko
zabelezene su takode U januaru, a najvisSe u avgustu. U avgustu su zabelezene najviSe
koncentracije fosfata u vodi i najnize koncentracije kiseonika, §to moze ukazati na proces
razgradnje organske materije (Paerl et al., 1998).

Ovi rezultati pokazuju da je lokalitet Visnjica pod veéim pritiskom organskog
optereCenja u odnosu na lokalitet Duboko. Organsko zagadenje u rekama moze biti
poreklom od fekalnog otpada, razlaganja hranljivih materija, organskih dubriva koja se
koriste u poljoprivredi, cvetanja algi i antropogenih aktivnosti (Kolarevié et al., 2011).

5.2 Analiza koncentracija metala i metaloida u jetri, Skrgama,

gonadama i miSi¢u riba na lokalitetima Duboko i ViSnjica

Koncentracije metala i metaloida u tkivima riba mogu se posmatrati kao biomarker
izlaganja datim elementima. U naSoj studiji koncentracija metala i metaloida odredena je u
jetri, Skrgama, gonadama i misi¢u odabranih vrsta, primenom metode induktivno spregnute
plazme-opticko emisione spektroskopije (ICP-OES) i izrazena je u pg/g suve mase tkiva.

Prema indeksu zagadenja metalima (MPI) na oba lokaliteta pokazano je da su Skrge
organ koji je kvantitativno i kvalitativno pod najve¢im pritiskom metala i metaloida iz
zivotne sredine. Usled bentosnog nacina Zivota ribe koje se hrane na dnu konstantno
pomeraju sediment koji Cesto sluzi kao rezervoar mnogih toksi¢nih metala (Salem et al.,
2014). Stoga, nije iznenadujuce Sto su u naSoj studiji Skrge bile tkivo Sa najvisSim
koncentracijama vecine analiziranih elemenata. Skrge su glavni organ za regulaciju jona.
Brojni neesencijalni i toksi¢ni metali mogu putem “jonske mimikrije” i aktivnog transporta
dospeti u organizam riba preko Skrga (Wood, 2011). Pored toga, najvisa koncentracija
elemenata u Skrgama ukazuje da bi voda mogla biti glavni izvor zagadenja (Kraal et al.,

1995).
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Prema koncentracijama elemenata u Cetiri analizirana tkiva i vrednostima MPI moze
se zakljuciti da su ribe na lokalitetu Duboko pod vec¢im pritiskom zagadenja metalima i
metaloidima. Ovo naizgled nije u saglasnosti sa prethodno pomenutim rezultatima da su na
Dunavu, na mernoj stanici Vinca izmerene viSe koncentracije vecine elemenata, u
poredenju sa mernom stanicom Ostruznica na Savi. Ovakvi kontradiktorni rezultati ukazuju
da na lokalitetu Duboko voda ipak nije bila glavni izvor unosa metala u organizam riba, ve¢
najverovatnije sediment (Jezierska & Witeska, 2006). Najvise koncentracije analiziranih
elemenata u Skrgama, jetri i miSi¢u zabelezene su upravo pocetkom juna, Sto se moze
pripisati uticaju poplava na pomeranje sedimenta i oslobadanje metala i drugih zagadivaca.

Generalno, uoceno je viSe znacajnih razlika medu tkivima u akumulaciji odredenih
metala, nego razlika tokom razli¢itih meseci u pojedinacnim tkivima. Na oba lokaliteta
pokazana je specificnost skrga u akumuliranju Al, Ba, Cr, Mn, Mo i Sr, kao i jetre u
akumuliranju Cu, Pb i As koji je detektovan samo u jetri riba na lokalitetu Duboko. Jetra i
Skrge su akumulirale relativno visoke koncentracije Fe. Relativno visoke koncentracije Zn
akumulirala su sva Cetiri tkiva, posebno jetra, Skrge i gonade. Generalno, akumulacija
esencijalnih metala kao $to su Fe, Zn, Cu, Mn i Co je tkivno specifi¢na. Tako ¢e se Cu cak i
pri niskim koncentracijama u zivotnoj sredini akumulirati u jetri, a Zn u gonadama, jer tu
ispoljavaju svoje metaboli¢ke funkcije. Kada postoji zagadenje metalima, oni ¢e se
akumulirati u ovim organima i potencijalno indukovati toksi¢ne efekte (Jezierska &
Witeska, 2006). Poklapanje u akumulaciji ovako velikog broja elemenata na dva lokaliteta
istiCe fizioloSku i ekolosku sli¢nost ispitivanih vrsta. Studija Lenhardt et al. (2012) takode
je pokazala visoku sli¢nost deverike i krupatice u pogledu akumulacije metala i metaloida.
Mnoge studije su pokazale sli¢an afinitet Skrga i jetre prema akumulaciji pomenutih
elemenata (Visnji¢-Jefti¢ et al., 2010; Lenhardt et al., 2012; Sunjog et al., 2012; Suboti¢ et
al., 2013). Interesantno je da je u ovim studijama, jetra oznacena kao glavni organ za
akumulaciju Mo, dok su u nasoj studiji najviSe koncentracije Mo primecene u Skrgama.
Nivo akumulacije Mo u Skrgama oslikava nivo koncentracije Mo u vodi, $to je pokazano u
Skrgama nekoliko vrsta riba u studiji Regoli et al. (2012). Vazan antropogeni izvor Mo u
akvaticnim ekosistemima moze biti spiranje poljoprivrednih povrsina kKoje mogu sadrzati

visoke koncentracije dubriva na bazi molibdena (McNeely et al., 1979). U studiji Farkas et
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al. (2000) u tri vrste riba Cu je imao najviSu stopu akumulacije u jetri, u poredenju sa
Skrgama 1 miSi¢em, bez znaCajnog sezonskog variranja, §to je u skladu sa naSim
rezultatima. Visoki nivoi Cu i Zn u jetri mogu se objasniti njihovom povezano$¢u sa
proteinima male molekulske mase (metalotioneini) koji se koncentrisu u jetri sa ulogom u
odrzavanju balansa ovih esencijalnih metala (Hamilton & Mehrle, 1986). Pored uloge u
regulaciji esencijalnih metala, metalotioneini ucestvuju u detoksikaciji ovih i1 drugih
neesencijalnih metala. Kako su metali poznati induceri oksidativnog stresa u akvati¢nim
organizmima, vezivanjem za metalotioneine spreCava se nastanak oksidativnog osteéenja
od strane metala (Sevcikova et al., 2011). Takode, proteini u jetri kao $to su hemokuprein i
hepatokuprein, kao i nekoliko oksidativnih enzima, zahtevaju Cu kao vaznu komponentu za
njihovo funkcionisanje (Avenant-Oldewage, 2000). Bogata snadbevenost jetre krvlju moze
biti uzrok visih koncentracija Fe u jetri (Omar et al., 2013). Mnoge studije su pokazale da je
jetra glavno mesto akumulacije As (Sorensen et al., 1979; Farombi et al., 2007; Jari¢ et al.,
2011). U nasoj studiji As je detektovan samo u jetri riba na lokalitetu Duboko, dok je na
Visnjici detektovan u jednoj jedinki u februaru i dve jedinke u aprilu. Prema Bhattacharya
& Bhattacharya (2007) As ima potencijal da indukuje oksidativni stres u jetri riba i izmeni
hematoloske parametre. Sorensen et al. (1980) pokazali su pozitivhu korelaciju izmedu
nivoa akumuliranog As u jetri ribe suncice (Lepomis cyanellus) i nivoa histopatoloskog
ostecenja u ovom tkivu. Olovo je oznaceno kao Cest toksi¢an metal u zivotnoj sredini koji
dospeva iz izvora kao Sto su gradske 1 industrijske otpadne vode 1 spiranje poljoprivrednih
povrsina (Olojo et al, 2005). Takode, studija Vinodhini & Narayanan (2008) pokazala je
afinitet Pb u akumulaciji u jetri riba.

Gonade su pokazale afinitet prema akumuliranju As, Pb i Co koji je detektovan
samo na Visnjici. Alhashemi et al. (2012) uocili su akumuliranje Pb i Co u gonadama dve
vrste riba i istakli potencijal ovih elemenata da deluju na reproduktivni status riba, dok je
studija Yamaguchi et al. (2007) pokazala potencijalni inhibitorni efekat As i Pb na
spermatogenezu soma.

Generalno, u naSoj studiji pokazana je relativno niza akumulacija elemenata u
misicu riba nego u drugim tkivima. To se moze objasniti ¢injenicom da mi$i¢ nije u

direktnom kontaktu sa metalima i metaloidima iz vode kako je zasticen kozom koja je
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keratinizovana i poseduje sloj sluzi, a nije ni aktivno mesto za detoksifikaciju, pa je
transport metala iz drugih tkiva u misi¢ relativno slab (Alhashemi et al., 2012).

Na lokalitetu Duboko, u jetri riba nije uo¢eno znacajno variranje koncentracija
elemenata tokom razli¢itih meseci. U Skrgama su Al i Cr imali znacajno viSe koncentracije
pocetkom juna u poredenju sa ostalim mesecima. Povecane koncentracije ovih toksi¢nih
metala pocetkom juna mogu biti u vezi sa poplavama i unosom zagadivaca sa okolnih
povrsina i iz sedimenta (Kosti¢ et al., 2017). U gonadama su uocene znacajno vise
koncentracije Sr u februaru u odnosu na pocetak juna i jul. U mi$i¢u su uoc¢ene znacajno
niZze koncentracije Mn 1 Sr u februaru u odnosu na avgust. Prema Regoli et al. (1998)
ocekivano je da ¢e koncentracija metala u tkivima varirati tokom razli¢itih sezona, usled
promena u ulasku zagadenja i metabolizmu organizama. Sa poveéanjem temperature
povecava se stopa metabolizma, ishrane i aktivnost riba $to moze rezultovati u pove¢anom
unosu i akumulaciji metala (Salem et al., 2014).

Na lokalitetu ViSnjica, znaCajne razlike u koncentracijama elemenata tokom
razli¢itih meseci uoc¢ene su samo u $krgama, kao i na lokalitetu Duboko. U Skrgama su
primecene znacajno vise koncentracije Al, Cu i Fe u februaru u odnosu na novembar. U
februaru su primecene i povecane koncentracije ukupnog i rastvorenog Al i Fe u vodi na
mernoj stanici Vinca, u odnosu na Bezdan. Ovo se moZe pripisati havariji koja se desila
kod Vince krajem januara 2014. godine, kada su velike koli¢ine pirita dospele u Dunav.
Izlaganje visokim nivoima Fe moze indukovati povecanu ekskreciju mukusa na Skrgama,
koja ¢e povecati difuzionu distancu i smanjiti sposobnost $krga da usvajaju O; 1 oslobadaju
CO,. Pokazano je da su Skrge 1 mukus glavna mesta apsorpcije Al iz vode (Handy & Eddy,
1989). Takode, iako je Cu esencijalan element, u prekomernim koncentracijama moze
indukovati strukturno oStecenje Skrga, promene u fiziologiji, osmoregulaciji 1 respiraciji
(Salem et al., 2014). Stavise, u $krgama su u februaru detektovane najvise vrednosti
proliferacije mukoznih ¢elija. Generalno, vise koncentracije metala primeéene su u prolece
1 leto, u odnosu na jesen i zimu. Povecanje nivoa metala tokom ovih sezona moze se
pripisati povecanoj fizioloSkoj aktivnosti riba tokom ovih sezona, Sto je izazvano

prvenstveno povecanjem temperature vode (Canpolat & Calta, 2003).
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U ekoloskim ispitivanjima, akumulacija metala i metaloida u misi¢u je od velikog
interesa jer se on koristi u ishrani ljudi (Lenhardt et al., 2012; Salem et al., 2014). Kako bi
poredili podatke dobijene u ovoj studiji sa propisanim MDK metala u misicu, prema
Nacionalnoj regulativi i regulativi EU, sve koncentracije metala za koje su propisane MDK
(Pb, As, Cu, Fe i Zn) u miSic¢u transformisane su iz suve u vlaznu masu. U nasoj studiji,
nijedan od pomenutih metala nije presao propisane MDK vrednosti, $to ukazuje da su

ispitivane vrste riba relativno bezbedne za ljudsku ishranu.

5.3 Analiza oSte¢enja DNK molekula u ¢elijama krvi, jetre i

Skrga

Za procenu genotoksi¢nog potencijala Save i Dunava na odabranim lokalitetima i
kao biomarker izlaganja praceno je ostecenje DNK molekula u ¢elijama krvi, Skrga i jetre
riba alkalnim komet testom. PoSto je pokazana visoka i znacajna korelacija izmedu tri
koriS¢ena parametra u komet testu i na Savi i na Dunavu, radi jednostavnosti, rezultati ¢e
biti diskutovani samo prema parametru TI (%). Brojne studije su preporucile upotrebu
parametra TI (%) (Belpaeme et al., 1998; Akcha et al., 2003; Sunjog et al., 2013; Kosti¢ et
al., 2016). Kako je ve¢ napomenuto, TI (%) se pokazao kao najpouzdaniji parametar za
prikazivanje nivoa DNK ostecenja i interlaboratorijska poredenja rezultata.

Pri primeni komet testa na ribama, jedno od najcesc¢e korisc¢enih tkiva je krv, jer se
lako uzorkuje i ne zahteva disocijaciju tkiva. Ipak, razli€ita tkiva akumuliraju metale i
druge zagadivace razli¢itom stopom, zavisno od biohemijskih karakteristika zagadivaca.
Stoga, izbor tkiva u komet testu treba da se oslanja na sposobnost tkiva da usvaja i
metaboliSe zagadivace (Monteiro et al., 2011). U ovoj studiji, upotreba celija Skrga 1 jetre,
pored celija krvi, zasniva se na ¢injenici da su Skrge prvi organ u direktnom kontaktu sa
zagadivacima iz vode, dok je jetra odabrana usled uloge u metabolizmu, akumulaciji i
detoksikaciji zagadivaca.

U ovoj studiji, na lokalitetu Duboko, DNK ostecenje u ¢elijama krvi i $krga bilo je
najvise krajem juna, a u ¢elijama jetre u avgustu. Dobro je poznato da stopa metabolizma i

fiziologija svih ektotermnih organizama visoko zavisi od temperature u Zivotnoj sredini
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(Clarke & Johnston, 1999). Studija De Andrade et al. (2004 a) pokazala je da povecana
temperatura utice na povecanje nivoa DNK ostec¢enja u ¢elijama krvi dve vrste riba, kako
onih u kontroli, tako i onih tretiranih metil metansulfonatom (MMS) u in vitro uslovima.
Ista grupa istrazivaca izvestila je o visokoj osetljivosti komet testa u in situ ispitivanjima i
sezonskom variranju DNK ostecenja u ¢elijama krvi, sa viS§im vrednostima tokom toplijih
sezona (De Andrade et al., 2004 b). Kako je najvise DNK ostecenje u ¢elijama krvi i $krga
uoceno krajem juna, jedan mesec nakon poplava, moguce je da je ovaj dogadaj imao veliki
uticaj na DNK ostecenje u ovim tkivima. Moze se pretpostaviti da je voda koja se povlacila
sa susednih poljoprivrednih povrsina i pepelista termoelektrana unela visoke koncentracije
genotoksi¢nih supstanci koje su ispoljile svoj efekat u direktnom kontaktu sa Skrgama.
Prema Polard et al. (2011), najviSe koncentracije pesticida u vodotokovima blizu
poljoprivrednih povrsSina primeéene su tokom poplava, usled spiranja zemljista. Pored toga,
poplave imaju veliki uticaj na pomeranje sedimenta i resuspenziju adsorbovanih zagadivaca
(Hollert et al., 2000). Brinkmann et al. (2010) su pokazali da se genotoksi¢ni efekti
ispoljavaju nakon relativno kratkog izlaganja resuspendovanom sedimentu u simuliranom
dogadaju poplava. Pored toga, tokom ovog perioda uocene Su najvise koncentracije Mn, Pb,
Cd, Co, kao i svih pesticida u vodi, prema podacima Agencije za zastitu zivotne sredine.
Koncentracije terbutilazina su bile oko 20 puta vece, metolahlora oko 10 puta vece, a
desetilterbutilazina oko 4 puta veCe u odnosu na prethodne mesece. Kao S§to je vec
pomenuto, jedan od najc¢esce koriséenih pesticida, Gardoprim plus gold 500 SC, predstavlja
mesSavinu terbutilazina i metolahlora. Ovaj pesticid je okarakterisan kao veoma toksican za
akvati¢ne organizme, a u studiji akutne toksicnosti na kiSnim glistama pokazao se kao
ekstremno toksic¢an (lordache & Borza, 2011). U studiji Dobsikova et al. (2012) pokazane
su promene hematoloskih, biohemijskih parametara i patoloSke promene na $krgama i jetri
Sarana izlozenih ovom pesticidu. Sa druge strane, jetra je imala najvis$i nivo osSteenja
tokom avgusta u odnosu na sve mesece. Ovo se moze objasniti pove¢anom metabolickom
aktivno$¢u riba tokom leta, kada su temperature bile najvise. Takode, moguce je da se
DNK ostecenje u jetri povecalo tokom avgusta kao rezultat procesuiranja velike koli¢ine
genotoksi¢nih supstanci, unetih u vodu, sediment i organizme tokom poplava (Pailler et al.,

2009). Poznato je da su Skrge glavno mesto ulaska metala u organizam riba i da preko njih
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dospevaju direktno u krvotok, a putem krvi do ostalih organa u kojima se akumuliraju, ili
do jetre gde se transformisu i akumuliraju (Nussey, 2000; Omar et al., 2013). Prema tome,
oc¢ekivano je da ¢e genotoksi¢ne supstance svoj efekat ispoljiti prvo na ¢éelijama Skrga i
krvi, a potom i jetre. Takode, tokom avgusta je zabelezena najniza koncentracija O, u vodi,
kao i najvisa koncentracija PO,> na lokalitetu Duboko. Najvii nivo fosfatazne aktivnosti u
avgustu, ukazuje na prisustvo visokih koncentracija organskih zagadivafa. Organski
zagadiva€i mogu izazvati niz promena u jetri ciprinidnih riba, od biohemijskih do
morfoloskih (Gl et al., 2004).

Na lokalitetu Visnjica tokom februara su zabeleZene znacajne razlike u DNK
oStecenju tri tkiva, pri cemu su Skrge imale najvisi nivo DNK oStecenja, a jetra najnizi. U
aprilu krv je imala znacajno visi nivo DNK oste¢enja u odnosu na skrge i jetru. U avgustu
su opet zabelezene znacajne razlike u DNK ostecenju tri tkiva, pri ¢emu je krv imala najvisi
nivo oSteCenja, a jetra najniZi. U novembru Skrge su imale znacajno viSi nivo DNK
ostecenja u odnosu na krv 1 jetru. Razlika u odgovoru tri tkiva nije iznenadujuca, znajuci da
razlike izmedu celija u pogledu metabolickog kapaciteta, kapaciteta za reparaciju DNK |
antioksidativnog statusa mogu doprineti razli¢itom odgovoru pod uticajem genotoksi¢nih
agenasa (Mitchelmore & Chipman, 1998). Na osnovu nivoa DNK oste¢enja u sva tri tkiva
detektovan je snazan odgovor na prisustvo stresora u Zzivotnoj sredini, koji je znacajno
varirao tokom razliCitih sezona. U naSoj studiji na lokalitetu Visnjica (Kosti¢ et al., 2016)
primetili smo znaCajan uticaj izbora tkiva 1 sezone uzrokovanja na variranje DNK
oSte¢enja, prema sva tri parametra (TI %, OTM, TLpix). Krv je imala najnizi nivo ostecenja
u februaru i novembru, jetra u februaru, Skrge u aprilu. Februar i novembar su bili meseci
sa najnizim temperaturama, dok je april bio mesec u kom je zabelezena najviSa
koncentracija O, u vodi. U vodama visoko zasi¢enim kiseonikom moze doc¢i do redukcije
funkcionalne povrsine skrga i izmenjenog difuzionog kapaciteta (Sollid & Nilsson, 2006).
Ovo bi potencijalno moglo da uzrokuje smanjenu razmenu Krvi i zagadivaca iz vode, a
samim tim i smanjeno DNK oSteCenje u Skrgama tokom aprila. Takode, u prole¢nim
mesecima su brzina toka 1 zapremina reka znacajno povecani, $to moze doprineti velikom
razblaZzenju zagadenja iz vode i umanjiti efekat zagadivaca na Skrge. Najvisi nivo DNK

oSte¢enja u sva tri tkiva zabeleZen je u avgustu, kada je temperatura vode bila najvisa, a
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koncentracija kiseonika najniza. Cavas & Ergene-Goziikara (2005) oznacili su temperaturu
vode kao jedan od najznacajnijih faktora koji doprinosi sezonskom variranju ucestalosti
mikronukleusa u ribi Mugil cephalus. U nizu studija, pokazana je pozitivna korelacija
izmedu temperature vode i DNK ostec¢enja u Skoljkama (Buschini et al., 2003; Kolarevi¢ et
al., 2013) i ribama (Buschini et al., 2004; Pereira et al., 2010; Osman et al., 2012).
Pretpostavka je da se stopa metabolizma povecava sa temperaturom, kao i stopa reparacije
DNK, Sto uzrokuje povecan nivo prekida DNK lanaca, kao intermedijera u reparaciji
(Buschini et al., 2004). U avgustu su u odnosu na lokalitet Bezdan primecene poveéane
koncentracije ukupnog i rastvorenog Cr, kao i rastvorenog Al, B i Cd, $to je moglo da
doprinese pove¢anom nivou DNK ostecenja tokom ovog meseca. Brojne studije su izvestile
0 genotoksi¢nom potencijalu Cr, Al, i Cd (Pruski & Dixon, 2002; Zhu et al., 2004; Goodale
et al., 2008; Garcia-Medina et al., 2011), a ova tri elementa oznacena su kao prioritetne
hazardne supstance. Oni se nalaze u povrSinskim vodama i sedimentu, a njihove povecane
koncentracije ukazuju na prisustvo zagadenja poreklom od industrijskih 1 poljoprivrednih
aktivnosti, jer ulaze u sastav brojnih pesticida i insekticida.

Na oba lokaliteta, tokom veéine meseci krv je bila tkivo sa najvisSim nivoom DNK
osteCenja, potom slede Skrge, dok je jetra tokom veéine meseci imala najnize DNK
oSte¢enje. Na lokalitetu Duboko, krv je bila tkivo sa najve¢im brojem znacajnih razlika
izmedu razliCitith meseci. Ovo potencijalno ukazuje na dovoljnu osetljivost Celija krvi da
diskriminiSu razli¢ite uslove sredine tokom razli¢itih meseci. Jetra je bila tkivo sa
najmanjim brojem znacajnih razlika tokom razli¢itih meseci, $to ukazuje na njen kapacitet
da odrzi balans u razli¢itim uslovima Zivotne sredine. Na lokalitetu Visnjica, sva tri tkiva su
pokazala isti broj znacajnih razlika izmedu razli¢itih meseci.

Na lokalitetu Duboko pokazana je znacajna pozitivna korelacija u odgovoru c¢elija
Skrga sa Celijama krvi i jetre, dok je na lokalitetu Visnjica pokazana znacajna korelacija
izmedu celija Krvi sa celijama Skrga i jetre. Takode, na oba lokaliteta su uoceni sli¢ni
odgovori tkiva tokom meseci sa slicnom temperaturom, kao $to su januar, februar, mart i
oktobar na lokalitetu Duboko i februar i novembar na lokalitetu Visnjica. U studiji Sunjog
et al. (2014) takode je uocen sli¢an odgovor ¢elija u pogledu DNK oste¢enja tokom meseci

sa slicnim temperaturama.
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U skrgama riba sa oba lokaliteta pokazana je ve¢a akumulacija metala i metaloida u
odnosu na jetru. Metali u sprezi sa histopatoloskim promenama u Skrgama kao $to su
povecana produkcija mukusa, povecana difuziona distanca izmedu krvi i vode 1 smanjena
funkcionalna povrSina Skrga mogu izazvati povecanje ventilacione frekvencije. Ovakav
respiratorni stres moze povecati nivo oksidativnog ostecenja 1 biti razlog viseg nivoa DNK
oStecenja u Skrgama u poredenju sa jetrom.

Generalno, uocene su Vise vrednosti DNK os$tec¢enja u ¢elijama krvi na lokalitetu
Visnjica i1 viSe vrednosti DNK ostecenja u ¢elijama $krga na lokalitetu Duboko, dok su
maksimalne vrednosti DNK os$tecenja u ¢elijama jetre na oba lokaliteta bile priblizno
jednake. Vise vrednosti DNK ostecenja u $krgama na lokalitetu Duboko u saglasnosti su sa
viSim vrednostima MPI u Skrgama riba na lokalitetu Duboko u poredenju sa ribama na

lokalitetu Visnjica.

5.4 HistopatoloSske analize Skrga i jetre riba na lokalitetima

Duboko i Visnjica

Histopatoloske analize razlicitih organa Siroko su koriS¢ene i predloZene kao korisni
i osetljivi biomarkeri u monitoringu opsteg stanja riba i zagadenja povrSinske vode (Bernet
et al., 1999). Medu tkivima riba, jetra 1 Skrge se najceS¢e koriste u proceni zagadenja
akvati¢nih ekosistema jer akumuliraju zagadivace razliitim stopama (Vasanthi et al.,
2013). Van Dyk et al. (2012) su istakli da se pri proceni histopatoloSkih promena u tkivima
riba, pored prac¢enja nivoa zagadujucih materija, mora uzeti u obzir i uticaj sezonskog

variranja.

5.4.1 Histopatoloske analize §krga

Skrzni filamenti i lamele predstavljaju veliku povrinu u direktnom i stalnom
kontaktu sa zagadivac¢ima iz vode §to Skrge Cini izuzetno osetljivim na hemikalije u vodi
(Bernet et al., 1999; Au, 2004). Brojne lamele skrga pokrivene su multifunkcionalnim
epitelom, a ¢ine i do 90 % ukupne povrsine tela ribe (Wendelaar Bonga & Lock, 1991).
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Ipak, odgovori skrga na zagadenje su nespecificni 1 razliciti zagadivaci mogu izazvati sli¢ne
reakcije.

Na lokalitetu Duboko histopatoloski indeks Skrga (GI) je imao najnize vrednosti u
februaru, a najviSe u avgustu i martu, ali bez znacajnih razlika izmedu razli¢itih meseci.

Tokom svih meseci na lokalitetu Duboko, regresivne promene su bile najveceg
intenziteta, sa najnizim vrednostima u februaru, a najvisSim u avgustu. lzdizanje
respiratornog epitela i mukozne ¢elije u sekundarnim lamelama imale su najviSe vrednosti u
avgustu. U avgustu su takode zabeleZzene najviSe vrednosti cirkulatornih promena u
Skrgama. Prema Mallatt (1985), izdizanje respiratornog epitela je najces¢a promena u
histopatoloskim ispitivanjima $krga. Ova reverzibilna promena nastaje relativno brzo kao
odgovor na stresne uslove 1 prisustvo zagadenja, a rezultuje u povecanoj difuzionoj distanci
izmedu vode i krvi (Figueiredo-Fernandes et al., 2007). U novoformiranim uslovima
redukovanih koncentracija kiseonika, dolazi do poveéanja toka krvi §to uzrokuje poveéanje
nivoa cirkulatornih promena (Kleinow et al., 2008; Raskovi¢ et al., 2013). U ovoj studiji,
najzastupljenije cirkulatorne promene bile su edem i hiperemija, koja upravo predstavlja
povecan dotok krvi usled poremecene razmene gasova (Raskovi¢ et al., 2010), a imala je
najviSe vrednosti u julu i avgustu. Znacajna pozitivna korelacija izmedu regresivnih i
cirkulatornih promena na skrgama, uocena u ovoj studiji, potvrduje povezanost ove dve
grupe promena. U avgustu je zabeleZena najviSa temperatura i1 najniza koncentracija
kiseonika u vodi, kao i najviSe koncentracije PO,> i IFA na lokalitetu Duboko. Prema
Mallatt (1985) iako su neka istrazivanja pokazala da sa porastom temperature vode neki
zagadivaci 1 pri niskim koncentracijama mogu postati toksi¢ni za ribe, generalno za
promene na Skrgama nije nadeno da zavise od temperature. Povecana koncentracija PO, i
IFA na lokalitetu Duboko tokom avgusta, ukazuju na poveéano prisustvo organske
materije, Sto moZe biti rezultat ispustanja otpadnih voda domacinstava i poljoprivrede, ali i
prirodnih faktora kao sto su usporavanje toka reke i nizak vodostaj koji mogu uticati na
povecéanje koncentracije zagadivaca u vodi. Martins Silva Santos et al. (2012) primetili su
niz regresivnih, progresivnih 1 cirkulatornih promena na Skrgama riba izloZenih visokoj
koncentraciji organskih Cestica i fosfata. Na sve ovo, povecanje koncentracija organske

materije moze dovesti do nize koncentracije O, U vodi (Overstreet, 1988). Najcesce uoCena
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reakcija riba na niske koncentracije O, u vodi je da povecaju zapreminu vode koja prelazi
preko Skrga, povecanjem ventilacije, Sto moze uzrokovati da povecane koncentracije
zagadivaca dolaze u kontakt sa epitelom Skrga, koji je glavno mesto njihove apsorpcije
(Lloyd, 1961). Takode, tokom avgusta na mernoj stanici OstruZznica zabeleZene su i
poviSene koncentracije ukupnog i rastvorenog Cr, kao i rastvorenog Fe, Mn, Pb i Cu u
odnosu na trogodisnji prosek. NaruSena osmotska i jonska funkcija Skrga riba izlozenih
metalima kao §to su Cr, Fe, Mn, Pb i Cu pokazana je u nekoliko studija (Cerqueira &
Fernandes, 2002; Abdel-Moneim et al., 2012; Javed & Usmani, 2013). U Skrgama riba
izlozenih Cr upravo su primecene promene kao $to su izdizanje respiratornog epitela 1
povecana sekrecija mukusa (Mishra & Mohanty, 2008).

U martu su primeéene najvisSe vrednosti regresivnih promena poremecene
arhitekture i nekroze u Skrgama. Tada je zabelezen najvisi nivo pH vode (pH 8,8) i najvisa
koncentracija NH,". Pri visokim vrednostima pH vode ribe imaju problem sa ekskrecijom
amonijaka, koja se odvija niz gradijent koncentracije, tj. pasivnom difuzijom. Kada je
kiselinsko-bazna ravnoteza izmedu vode i tkiva naruSena, strana koja poseduje nizi pH
privladi¢e dodatne molekule amonijaka (Svobodova et al., 1993). Usled ovoga, pri visokim
vrednostima pH vode, ¢ak i niske koncentracije nejonizovanog amonijaka (NH3z) u vodi
mogu predstavljati stres za ribe, jer ¢e dovesti do nakupljanja amonijaka u organizmu
(Wang et al., 2003). Raskovi¢ et al. (2013) uocili su znacajnu pozitivnu korelaciju izmedu
histopatoloskog indeksa $krga i pH vode i istakli klju¢nu ulogu povisenog pH u nastanku
lezija na Skrgama. Pored toga, u studiji da Silva et al. (2013) uoceno je da se u alkalnoj
sredini (pH 8,8) visoke, ali ne i §tetne koncentracije NH4" konvertuju u visoke toksi¢ne
nivoe NHs, koji su znacajno uticali na rast juvenilnih jedinki tilapije (Oreochromis
niloticus). Chezhian et al. (2012) su uocili fuziju Skrznih filamenata, izdizanje respiratornog
epitela 1 nekrozu u Skrgama riba izloZenih visokim koncentracijama amonijaka pri visokom
pH (pH 8). Takode, u martu su zabeleZene i visoke koncentracije rastvorenog Fe u vodi, u
odnosu na trogodi$nji prosek. Skrge su generalno okarakterisane kao glavno mesto
toksicnosti Fe, a studija Dalzell & Macfarlane (1999) pokazala je izdizanje respiratornog

epitela, hipertrofiju i nekrozu epitelnih ¢elija, rupturu i fuziju lamela kod riba izlozenih Fe.
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Ocigledno je da su upravo regresivne promene najvise doprinele vrednostima ukupnog
histopatoloskog indeksa Skrga, kako je on imao najvise vrednosti upravo u avgustu i martu.

Progresivne promene su bile najnizeg intenziteta u Skrgama riba na lokalitetu
Duboko, izuzev u januaru i po¢etkom juna u odnosu na cirkulatorne promene. U okviru
progresivnih promena, takode nije uoceno znacajno sezonsko variranje, a najzastupljenije
bile su proliferacija mukoznih ¢elija, hiperplazija i hipertrofija. Proliferacija mukoznih
¢elija imala je najviSe vrednosti u januaru. U januaru su zabeleZene najvise vrednosti NO3’
u vodi, rastvorenog Al i Fe u odnosu na trogodisnji prosek, kao i najviSe koncentracije
enterokoka u vodi. Povecane koli¢ine NO3 i enterokoka u vodi ukazuju na antropogeni
uticaj 1 ispuStanje otpadnih voda domaclinstava ili spiranje poljoprivrednih povrSina
(Dolomatov et al., 2011). Proliferacija mukoznih ¢elija je nespecifican odgovor skrga na
razlicite iritante u vodi (Kirk & Lewis, 1993). Hipertrofija i hiperplazija spadaju u jedne od
naj¢es¢ih odgovora Skrga na dejstvo razlicitih tipova zagadivaca (Mallatt, 1985), a imale su
najvise vrednosti pocetkom juna. Pocetkom juna zabeleZene su najviSe koncentracije NO; u
vodi i rastvorenog Pb, Mn i Fe u odnosu na trogodisnji prosek, kao i fekalnih koliforma,
oligotrofnih bakterija i visok IFA vode. Hipertrofija i hiperplazija bile su jedne od
najizrazenijih promena u $krgama riba hroni¢no izlozenih NO; (Michael et al., 1987).
Takode, poc¢etkom juna zabelezene su znacajno vise koncentracije Al i Cr u $krgama ovih
riba. Akumulacija hroma u $krgama povezuje se sa strukturnim osteéenjem epitela Skrga i
poremecenim funkcijama respiracije i osmoregulacije (Temmink et al., 1983). U studiji
Alazemi et al., (1996) uocena je pojava hipertrofije i hiperplazije u Skrgama riba izlozenih
Cr, a ove promene okarakterisane su kao odbrambeni mehanizmi koji dovode do smanjenja
respiratorne povrsine 1 povecanja difuzione distance izmedu krvi 1 vode. U studiji Camargo
& Martinez (2007) uoc€ene su hiperplazija 1 hipertrofija u Skrgama riba izloZenih razli¢itim
difuznim 1 tackastim izvorima zagadenja industrijskih, urbanih i poljoprivrednih aktivnosti.
Takode, ove promene su mogle nastati usled pomeranja sedimenta nakon poplava. Costa et
al. (2009) uocili su hipertrofiju i hiperplaziju epitelnih celija u $krgama riba izloZenih
zagadenom sedimentu 1 istakli da laboratorijsko izlaganje prirodnom sedimentu moZe
pojacati dostupnost zagadivaca usled pomeranja sedimenta, te da oslikava stanje koje se

desava u rekama prilikom prirodnih nepogoda.
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Na lokalitetu Visnjica, GI je imao znacajno vise vrednosti u novembru u poredenju
sa avgustom . Sve tri kategorije promena u $krgama imale su najvise vrednosti u novembru,
a u okviru cirkulatornih promena primeéene su znacajno viSe vrednosti u novembru u
odnosu na februar i avgust. Generalno, kao i na lokalitetu Duboko, regresivne i cirkulatorne
promene bile su veceg intenziteta u odnosu na progresivne promene, tokom svih meseci
izuzev februara kada su progresivne promene imale najvise vrednosti.

Od regresivnih promena zabelezene su izdizanje respiratornog epitela, poremecéena
arhitektura i mukozne ¢elije u sekundarnim lamelama. Izdizanje respiratornog epitela imalo
je najviSe vrednosti u aprilu, dok su poremecena arhitektura i mukozne Ccelije u
sekundarnim lamelama imale najviSe vrednosti u novembru.

Od cirkulatornih promena primecene su hiperemija i edem. Hiperemija je imala
najvise vrednosti u avgustu, dok je edem imao znacajno viSe vrednosti u novembru u
odnosu na februar. U avgustu je zabelezena najvisa temperatura vode i najniza
koncentracija O, u vodi, kao i rastvorenog Cr, Al, B, Cd i ukupnog Cr u odnosu na lokalitet
Bezdan. Takode u avgustu je zabelezen najvisi nivo DNK ostecenja i u Skrgama i u krvi
deverika na lokalitetu Visnjica. Ribe su kao poikilotermni organizmi izuzetno osetljive na
sezonsko i dnevno variranje temperature, a u studiji Aboka et al. (2017) pokazano je da
akutno izlaganje riba poviSenim temperaturama uzrokuje niz histopatoloskih promena u
Skrgama. U studiji Mustafa et al. (2011) primeceno je znacajno vise DNK oStecenje u
¢elijama krvi i niz histopatoloSkih promena na Skrgama Sarana izloZenih hipoksi¢nim
uslovima. U studiji Authman et al. (2015) sumiran je uticaj Cr, Al i Cd na indukovanje
strukturnih i funkcionalnih promena razli¢itih organa riba, a studija Gul et al. (2013)
pokazala je prisustvo hiperemije u Skrgama riba izlozenih povisenim koncentracijama bora
(B).

Od progresivnih promena tokom Ccitavog perioda zabeleZzene su hiperplazija
epitelnih ¢elija 1 proliferacija mukoznih ¢elija koje predstavljaju nespecifican odgovor
Skrga izloZenih iritantima 1 ove promene su primecene u Skrgama riba izloZenih ispustu
otpadnih voda (Corbett et al., 2014). Hiperplazija epitelnih ¢elija je imala najvise vrednosti
u aprilu, kao i regresivna promena izdizanje respiratornog epitela. U studiji EI-Aziz et al.

(2011) takode su uocene povecane vrednosti hiperplazije u prole¢noj sezoni, S§to je
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pripisano povecanoj koli¢ini spiranja zemljiSta nakon zimske sezone. U aprilu su
zabelezene najviSe koncentracije kiseonika u vodi, pa se ove promene mogu shvatiti kao
adaptivne jer redukuju povrSinu sekundarnih lamela koja je u kontaktu sa vodom i
povecéavaju distancu izmedu krvi i vode. Ovo bi potvrdilo ranije pomenutu moguénost da su
Skrge tokom aprila imale najnize DNK oste¢enje upravo zbog redukcije funkcionalne
povrsine Skrga i1 posledi¢nog smanjenog ulaska zagadivaca iz vode. April je bio mesec kada
su zabeleZzene povecane vrednosti ukupnog i rastvorenog As i rastvorenog Co u vodi, u
odnosu na lokalitet Bezdan. Takode zabelezene su i visoke koncentracije E. coli,
enterokoka, C. perfringens i IFA. U Skrgama su u aprilu zabeleZene znacajno vise
koncentracije Al. U studiji Santos et al. (2014) hiperplazija je bila jedna od
najzastupljenijin  promena u Skrgama riba izlozenih vodi zagadenoj visokim
koncentracijama fekalnog, organskog otpada i aluminijuma. Proliferacija mukoznih ¢elija
imala je znacajno viSe vrednosti u februaru i novembru, u odnosu na april i avgust. U
Skrgama deverika uocene su zna¢ajno vise koncentracije Al, Fe i Cu u februaru u odnosu na
novembar. Kako je proliferacija mukoznih ¢éelija imala gotovo jednake vrednosti u februaru
I novembru jasno je da pomenuti metali nisu imali uticaj na ovu promenu. U februaru su
primeéene najvise vrednosti NH;" u vodi, visok pH vode, kao i poveéane koncentracije
ukupnog i rastvorenog Al, Fe, Cd, ukupnog Co i rastvorenog Cr u odnosu na Bezdan. U
novembru su primeéene najvie koncentracije PO4> u vodi, kao i ukupnog i rastvorenog
Mn 1 Cu, ukupnog Cr 1 rastvorenog Fe, Ni 1 Zn, u odnosu na Bezdan. Reke opterecene
otpadnim kanalizacionim i industrijskim vodama cesto imaju alkalne vrednosti pH vode,
visoke koncentracije amonijaka, fosfata i metala kao $to su Fe, Mn, Cu, Zn, Co, Ni i Pb
(Venkateswarlu, 1986). Moguce je da su svi ovi uslovi doveli do povecane proliferacije
mukoznih ¢elija, koja ima ulogu u zastiti $krga od dejstva iritanata, ali i drugih kategorija
promena tokom novembra, kao S$to su poremecena arhitektura, mukozne celije u
sekundarnim lamelama i edem.

Na lokalitetu Duboko histopatoloski indeks Skrga (GI) je varirao od 7,5 do 16,3, a
na lokalitetu Vis$njica od 9,8 do 23,8. Prema Poleksi¢ & Mitrovi¢-Tutundzi¢ (1994) moze se
zakljuciti da su Skrge na lokalitetu Duboko pri najvisim vrednostima Gl bile blago do

umereno oStecene, a Skrge na lokalitetu ViSnjica umereno do tesko oStecene.
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5.4.2 Histopatoloske analize jetre

Jetra je glavni organ odgovoran za detoksikaciju, transformaciju i skladiStenje
toksi¢nih metala 1 stoga je ciljno mesto za indukovanje patoloskih efekata od strane
zagadivaca (Omar et al., 2013). Prema Marchand et al. (2009) u jetrama riba iz prirodnih
populacija histopatoloske promene mogu biti indukovane prisustvom velikog broja
zagadivaca. Pored toga, nedostatak kiseonika izazvan promenama na $krgama moze biti
jedan od uzroka ¢elijske degeneracije u jetri (Younis et al., 2013).

U ovoj studiji, na lokalitetu Duboko histopatoloski indeks jetre (LI) riba je imao
znacajno visi nivo promena u julu u odnosu na februar. Mogucée da je jetra bila pod velikim
pritiskom obrade visokih koncentracija zagadiva¢a unetih u reku povlacenjem vode i
resuspenzijom sedimenta tokom poplava. Istrazivanje od strane Einsporn et al. (2005)
pokazalo je prisustvo histopatoloskih promena u jetri iverka (Platichthys flesus) ¢ak 5
meseci nakon poplava. Na lokalitetu Visnjica nisu uolene znacajne razlike u
histopatoloskom indeksu jetre tokom razli¢itih meseci, LI je bio najvisi u aprilu, a najnizi u
avgustu i februaru.

Na lokalitetu Duboko, u okviru cirkulatornih promena uo¢ene su staze i kongestija
sinusoida. Obe promene su imale najnize vrednosti u januaru, a najvise krajem juna, a za
staze su uocCene 1 statisticki znaCajne razlike izmedu ova dva meseca. Krajem juna su
uocene povisene koncentracije svih pesticida u vodi u odnosu na prethodne mesece. lako
nisu uo¢ene povecane koncentracije ovih zagadivaca u odnosu na trogodisnji prosek, moze
se zakljuciti da se u ovom periodu godine usled primene pesticida, ali i pove¢anih padavina
1 spiranja zemljiSta unose vece koncentracije ovih zagadivaca u povrsinske vode u blizini
poljoprivrednih aktivnosti (Anti¢ et al., 2015). Vaskularne promene se Cesto javljaju kod
riba izloZenih organskim zagadivac¢ima (Schmidt et al., 1999). U naSoj studiji, jetra je
oznacena kao glavni organ za akumulaciju As, Cu, Fe i Pb. Studija Kaoud & El-Dahshan
(2010) pripisala je histopatoloske promene, kao Sto su cirkulatorni poremecaji, produZzenom
izlaganju metalima kao $to su Cu i1 Pb. Atamanalp et al. (2008) su naSli da izlaganje
kalifornijske pastrmke (Oncorhynchus mykiss) bakar-sulfatu (CuSO,) indukuje, medu

drugim poremecajima, kongestiju krvnih sudova u jetri. Kongestija sinusoida zaustavlja krv
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iz hepati¢ne arterije 1 interbilijarne portalne vene, koja mora pro¢i kroz sinusoide na svom
putu do centralne vene. Ova nemogucénost krvi da stigne do centralne vene uticace da jetra
pumpa krv jace i moZe izazvati poremecaje u jetri (Olojo et al, 2005). Takode krajem juna
su u nasoj studiji primeéene i najvise koncentracije ukupnih koliforma (TC). U studiji
Mohamed (2009) primecéene su kongestija sinusoida i druge cirkulatorne promene u jetri
riba izlozenih zagadenim drenaznim vodama naselja. Brown et al. (1973) pokazali su
pozitivnu korelaciju izmedu koli¢ine koliformnih bakterija u vodi i ucestalosti tumora u
jetri riba. Povecane koncentracije pesticida, pomenutih metala i totalnih koliforma u vodi
krajem juna mogu biti rezultat poplava i povlacenja vode sa okolnih povr$ina, kao §to je
ve¢ napomenuto.

Na lokalitetu Duboko, regresivne promene u jetri imale su najvise vrednosti u
januaru i to znacajno viSe u odnosu na februar i avgust. Regresivne promene u jetri riba sa
lokaliteta Duboko obuhvatile su fokalne promene hepatocita, vakuolizaciju i nekrozu, a sve
tri promene su imale najviSe vrednosti u januaru. U januaru su u vodi na lokalitetu Duboko
uocene najvise koncentracije NOgs, kao i poviSene koncentracije rastvorenog Fe i Al u
odnosu na trogodi$nji prosek. Igbal et al. (2005) uocili su degeneraciju hepatocita, nekrozu
tkiva i vakuolizaciju u jetri riba izlozenih subletalnim koncentracijama NOj3', a koje su bile
dva puta vece od onih izmerenih u januaru na lokalitetu Duboko. U studiji Shahi et al.
(2016) drenazne vode rudnika uglja bogate Al i Fe indukovale su DNK oSte¢enje u ¢elijama
jetre, kao i vakuolizaciju i nekrozu u jetrinom parenhimu. Nekroza ¢elija jetre moZe nastati
kao rezultat inhibicije sinteze DNK koja je neophodna za rast i razvoj jetre (Hadi et al.,
2012). Stavise, u januaru je zabeleZeno i relativno visok nivo DNK osteéenja u ¢éelijama
jetre.

Na lokalitetu ViSnjica, najnize vrednosti cirkulatornih promena uofene su u
februaru, a najvise u avgustu, bez znacajnih razlika izmedu meseci. Kao Sto je ranije
pomenuto, u avgustu su zabelezene najvisa temperatura vode, najniza koncentracija
kiseonika i povecane koncentracije Cr, Al i B u vodi, u odnosu na lokalitet Bezdan.
Marchand et al. (2009) zabelezili su niz promena u jetri riba izloZenih otpadnoj vodi
postrojenja za preradu voda, industrije i naselja koja je sadrzala visoke koncentracije Cr i

Al. Hrom detektovan u jetri riba, zajedno sa drugim metalima i metaloidima, moze izazvati
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povecanu ucestalost lezija (Paulino et al., 2014) i indukovati geneticke, fizioloske,
biohemijske i morfoloske promene (Velma et al., 2009). U avgustu je zabelezen i znacajno
visi nivo DNK ostecenja u jetri u odnosu na ostale mesece. Moguée da je jetra riba u
avgustu usled povecane aktivnosti i stope ishrane riba metabolisala veliku koli¢inu
zagadivaca, usled Cega su nastali visoko reaktivni metaboliti koji su ispoljili svoj efekat na
molekulskom, ali i histoloskom nivou (Ameur et al., 2012).

Na lokalitetu Visnjica regresivne promene u jetri imale SU najvise vrednosti u
februaru, a obuhvatale su fokalne promene hepatocita, vakuolizaciju, nekrozu i
ekscentri¢na jedra. U februaru je na lokalitetu Visnjica zabelezena najvisa koncentracija
NH4" u vodi, a pH vode bila je iznad pH 9. Amonijum jon moZe dospeti u vodu putem
otpadnih gradskih i industrijskih voda, kao i poljoprivrednim aktivnostima i razlaganjem
bioloskog otpada. U februaru su zabelezene povisene koncentracije Co, rastvorenog Cr i
ukupnog i rastvorenog Cd, Al, Fe u odnosu na lokalitet Bezdan. U jetri riba izlozenih
povecanim koncentracijama Cd i Co u vodi uocena su o$teCenja hepatocita, vakuolizacija,
fokalna nekroza i druge promene (Koca et al., 2008).

Vise vrednosti regresivnih promena u jetri riba na oba lokaliteta tokom hladnijih
meseci mogu biti u vezi sa promenama temperature vode, metabolickih, endokrinih
aktivnosti i ishrane riba, ali i uticaja sezone na distribuciju zagadivac¢a (Dawson & Grimm,
1980; Koivusaari et al., 1981; Slooff et al., 1983).

Jedina inflamatorna promena uocena u ovoj studiji na oba lokaliteta bila je
infiltracija leukocita u jetrin parenhim. Pored toga, na oba lokaliteta, progresivne promene
u jetri bile su najnizeg intenziteta, a jedina uocCena progresivna promena bila je pojava
fibroze. Na lokalitetu Duboko, najvise vrednosti infiltracije leukocita i fibroze zabelezene
su U julu, dok su na lokalitetu Visnjica obe promene imale najviSe vrednosti u aprilu. Prema
Bernet et al. (1999), infiltracija leukocita Cesto nastaje u sprezi sa drugim promenama, a
prisustvo leukocita omoguéava neutralizaciju i1 uniStavanje stresora, CiSCenje tkiva,
uklanjanje mrtvih éelija i indukciju regeneracije oste¢enog tkiva. Stavise, u nasoj studiji na
oba lokaliteta je pokazana znaCajna pozitivha korelacija izmedu fibroze i infiltracije
leukocita. Inflamacija je tipi¢no prisutna u svim stadijumima osStecenja jetre i povezana je

sa razvijanjem fibroze, ciroze i hepatocelularnih karcinoma. Celijska smrt i inflamacija ¢ine
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dva karakteristi¢na i povezana dogadaja hroni¢nog oboljenja jetre koji promovisu nastanak
fibroze (Seki & Schwabe, 2015). U studiji Koponen et al. (2001) primeceno je istovremeno
prisustvo fibroze i inflamatornih ¢éelija oko krvnih sudova i zu¢nih kanali¢a u jetri deverike.
U julu su na lokalitetu Duboko primecene vise koncentracije ukupnog Cr i rastvorenog Fe i
Mn, u odnosu na trogodi$nji prosek, kao i povisene koncentracije Al u jetri riba. Raskovié
et al. (2015) pokazali su prisustvo infiltracije leukocita i fibrozu u jetri bentofagnih riba
izlozenih metalima u Dunavu. U aprilu su na lokalitetu Visnjica, tj. na mernoj stanici
Vinca, uocene povecane koncentracije ukupnog i rastvorenog As i rastvorenog Co u odnosu
na Bezdan. Takode, primecene su i visoke koncentracije E. coli, enterokoka (IV klasa
vode), C. perfringens i IFA $to ukazuje na visoke koncentracije fekalnog i organskog
otpada. U studiji Mohamed (2009) uocene su inflamatorne c¢elije izmedu hepatocita i
fibroza u jetri riba izloZenih visokim koncentracijama fekalnih bakterija i organskog
zgadenja u jezeru. U studiji Paolini et al. (2005) primecena je infiltracija leukocita u jetri
klena (Leuciscus cephalus) iz dve reke u Italiji, koje primaju komunalne otpadne vode.
Takode, u studiji Cazenave et al. (2014) primecena je poveéana ucestalost leukocita u krvi
riba izloZenih netretiranoj kanalizacionoj otpadnoj vodi i istaknut je infektivni potencijal
ove vode.

Generalno, jetra je bila organ sa ve¢im obimom histopatoloskih promena i vis§im
ukupnim histopatoloskim indeksom u odnosu na Skrge, na oba lokaliteta. Kako je jetra
glavni organ za obradu i akumulaciju nutrijenata, sintezu enzima i metabolizam zagadivaca,
ocekivano je da ¢e biti jedan od najviSe oSte¢enih organa (Wolf & Wolfe, 2005), pogotovo
kod populacija koje su konstantno izloZzene mnogobrojnim izvorima zagadenja (Marchand
et al., 2012). Takode, brojne studije su pokazale vec¢i broj 1 obim histopatoloSkih promena u
jetri, u odnosu na sve ostale organe, §to istice njenu ulogu kao ciljnog organa u ispitivanju
stanja zivotne sredine (Escher et al., 1999; Cazenave et al., 2014; Paulino et al., 2014).

Pored toga, neke od najcesce uocenih promena u skrgama: sve uocene cirkulatorne
promene, hipertrofija, izdizanje respiratornog epitela, proliferacija mukoznih ¢elija i
mukozne cCelije u sekundarnim lamelama, su promene koje nastaju brzo po izlaganju
zagadivaéima i lako su reverzibilne. Skrge su podloZnije trenutnim reakcijama (akutnim

efektima) na izlaganje zagadiva¢ima u vodi, dok promene u jetri pokazuju efekte
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dugotrajnog izlaganja (hroni¢ni efekti) zagadivadima 1 njihovim, cCesto toksi¢nim
metabolitima (Costa et al., 2009). Stavise, u studiji Giari et al. (2012) potvrdeno je da skrge
odgovaraju brze od jetre na prisustvo akutnog zagadenja toksi¢nim agensima, a da efekti u

jetri odrazavaju prisustvo hroni¢nog izlaganja zagadenju.

5.5 Korelacije medu pracenim biomarkerima na lokalitetima

Duboko i Visnjica

U okviru $krga, na oba lokaliteta uocene su statisticki zna€ajne pozitivne korelacije
izmedu svih kategorija promena u Skrgama i histopatoloSkog indeksa Skrga sa ukupnim
histopatoloskim indeksom, kao i izmedu cirkulatornih i regresivnih promena, $to je ranije
pomenuto. Na lokalitetu ViSnjica, pokazana je znaCajna pozitivna korelacija izmedu
histopatoloskog indeksa Skrga 1 histopatoloskog indeksa jetre, $to ukazuje da su Skrge bile
glavno mesto ulaska zagadivaca iz vode i sedimenta (Costa et al., 2009). Na lokalitetu
Duboko primecena je znacajna pozitivna korelacija izmedu koncentracija Al i progresivnih
promena u $krgama. Skrge su ciljni organ na kome Al ispoljava svoju akutnu toksi¢nost
(Exley et al., 1991), a takode, pokazano je da Skrge imaju sposobnost adaptacije prilikom
hroni¢nog izlaganja niskim koncentracijama Al (Mueller et al., 1991), pa je moguce da su
ove progresivne promene adaptivne. Na lokalitetu Visnjica primeéena je znacajna
negativna korelacija progresivnih promena 1 histopatolo§kog indeksa skrga sa nivoom DNK
oSte¢enja u $krgama. Histopatoloske promene na Skrgama, posebno progresivne promene,
dovode do povecanja difuzione distance izmedu krvi i zagadivaca iz vode, $to moze
uzrokovati smanjen ulazak zagadivaca, a samim tim i nizi nivo DNK oste¢enja (Banerjee,
2007). Na lokalitetu Visnjica primecena je pozitivna korelacija izmedu Sr i progresivnih
promena, kao i znaCajna negativna korelacija izmedu koncentracija Fe i Cu sa
cirkulatornim promenama. Esencijalni metali kao $to su Fe i Cu imaju regulatorne
fizioloske funkcije u organizmu (Mohamed, 2008), a pokazano je da Cu ima zastitnu ulogu
protiv oksidativnog oSteCenja (Sevcikova et al., 2011). Na lokalitetu Duboko je pokazana
znacajna pozitivna korelacija izmedu koncentracije Zn i nivoa DNK oSte¢enja u Skrgama.

U studiji Atif et al. (2008) pokazano je da Zn ima sposobnost da indukuje produkciju
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metalotioneina u Skrgama, a predlozeno je da se u uslovima oksidativnog stresa oslobada iz
metalotioneina i ima ulogu sakupljaca slobodnih radikala. Veliki broj korelacija medu
metalima u skrgama na oba lokaliteta, ukazuju na njihovo sli¢no antropogeno poreklo i

isti¢e zdruzeno dejstvo ovih zagadivaca (Demirak et al., 2006).

U jetri su na oba lokaliteta pokazane znacajne pozitivne korelacije izmedu svih
kategorija promena i histopatoloskog indeksa jetre sa ukupnim histopatoloSkim indeksom.
Takode, na oba lokaliteta su uocene znacajne pozitivne korelacije izmedu inflamatornih 1
progresivnih promena u jetri, dok je na lokalitetu Duboko primecena znacajna negativna
korelacija izmedu cirkulatornih i regresivnih promena. Na lokalitetu Duboko uocena je
visoka znacajna negativna korelacija izmedu koncentracije Mo sa regresivnim promenama,
ukupnim histopatoloskim indeksom i nivoom DNK ostecenja u jetri. Molibden se smatra
relativno netoksi¢nim za ribe, esencijalan je element koji ulazi u sastav nekoliko enzima
koji imaju vaznu ulogu u detoksifikaciji zagadivaca (Reid, 2011). Na lokalitetu Visnjica
pokazana je znacajna pozitivna korelacija cirkulatornih promena sa nivoom DNK osteéenja
u jetri. Kao $to je ve¢ pomenuto, cirkulatorne promene kao Sto su prisustvo staza i
kongestija sinusoida uzrokuju jaci protok Krvi i opterecenost jetre (Olojo et al., 2005). U
studiji Ameur et al. (2012) pokazana je korelacija izmedu DNK ostecenja i histopatoloskih
lezija u jetri dve vrste riba izloZenih antropogenom zagadenju. Studija Hermenean et al.
(2015) istakla je da zagadenje reka metalima moze indukovati oksidativni stres u jetri riba i
niz histopatoloskih promena medu kojima i kongestiju sinusoida. Zanimljivo je da je na oba
lokaliteta uocena znacajna pozitivna korelacija Cr sa Mn 1 Zn, §to ukazuje ili na sli¢no
ponasanje ili na sli¢ne izvore ovih elemenata (Agah et al., 2009). Visoka znacajna pozitivna
korelacija pokazana je izmedu Cu 1 Zn u jetri riba na lokalitetu Visnjica, $to ukazuje na
moguce deponovanje ovih metala u jetri. Na lokalitetu Duboko primeéena je znacajna
pozitivna korelacija Cu sa Al i Sr, kao i Sr sa Mn. Na lokalitetu Visnjica, Mo je korelisao sa
Co, Fe 1 Mn, a primecene su jo§ znacajne pozitivne korelacije izmedu Co i Fe. Ove
korelacije mogu biti znak zajednickog izvora zagadenja u ekosistemu (Vicente-Martorell et
al., 2008).

160



6 | ZAKLJUCCI



Zakljucci

ZAKLJUCCI

Na lokalitetu Visnjica, tokom veceg broja meseci, uocene su vise vrednosti pH,

elektroprovodljivosti, NO,, NO3", NH," i PO,* u vodi, u odnosu na lokalitet Duboko.

Na Dunavu, na mernoj stanici Vinca, zabeleZene su viSe koncentracije veCine metala i

metaloida u odnosu na Savu, merna stanica Ostruznica.

Na oba lokaliteta wuofene su najvise koncentracije pesticida terbutilazina,
desetilterbutilazina i metolahlora tokom juna na Dunavu, odnosno maja/juna na Savi, pri

¢emu su koncentracije ovih zagadivaca bile gotovo duplo vece na Savi.

Prema koli¢ini ukupnih koliforma tokom veéine meseci voda reka Save i Dunava na
odabranim lokalitetima mogla se svrstati u III klasu, dok je na lokalitetu Visnjica u martu

pripadala IV klasi.

Prema koli¢ini fekalnih koliforma na lokalitetu Duboko i E. coli na lokalitetu Visnjica voda
se tokom vecine meseci mogla svrstati u III klasu, dok je na lokalitetu Visnjica u martu i

aprilu pripadala 1V Klasi.

Prema koli¢ini enterokoka na lokalitetu Duboko voda je tokom vecéine meseci pripadala 11
klasi, dok je na lokalitetu Visnjica tokom svih meseci pripadala III kategoriji, izuzev u

aprilu kada su zabeleZene najviSe koncentracije i IV klasa kvaliteta.

Vise koncentracije svih indikatorskih mikroorganizama fekalnog zagadenja i losiji kvalitet
vode zabeleZzeni su na lokalitetu ViSnjica §to ukazuje da je on izloZen vecem pritisku

netretiranih gradskih otpadnih voda.

Prema koli¢ini heterotrofnih bakterija i indeksu fosfatazne aktivnosti pokazano je vece
prisustvo organskog zagadenja na lokalitetu Visnjica, $to moze biti poreklom od velike

koli¢ine fekalnog otpada kome je ovaj lokalitet izlozen, ali i drugih antropogenih aktivnosti.
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Prema indeksu zagadenja metalima (MPI) na oba lokaliteta pokazano je da su Skrge organ
koji je kvantitativno 1 kvalitativno pod najve¢im pritiskom metala i metaloida iz Zivotne

sredine.

Prema koncentracijama elemenata u Cetiri analizirana tkiva i vrednostima MPI moze se
zakljuciti da su ribe na lokalitetu Duboko pod ve¢im pritiskom zagadenja metalima i
metaloidima, $to ukazuje da voda verovatno nije bila glavni izvor unosa metala, veé

sediment, jer su vise vrednosti metala i metaloida zabelezene u vodi reke Dunav.

Uoceno je vise znaCajnih razlika medu tkivima u akumulaciji odredenih metala, nego

razlika tokom razli¢itih meseci u okviru pojedinac¢nih tkiva.

Na oba lokaliteta pokazana je specifi¢nost skrga u akumuliranju Al, Ba, Cr, Mn, Mo i Sr,
kao 1 jetre u akumuliranju Cu, Pb i As. Gonade su pokazale sklonost ka akumuliranju As,

Pb i Co. Akumulacija elemenata u misicu bila je niZza nego u drugim tkivima.

U ovoj studiji, nijedan od elemenata za koje su propisane MDK u misic¢u (Pb, As, Cu, Fe i

7Zn) nije presao propisane vrednosti.

Na oba lokaliteta, tokom veéine meseci, krv je bila tkivo sa najviS§im nivoom DNK
oStecenja, potom slede Skrge, dok je jetra tokom veéine meseci imala najnizi nivo DNK

oStecenja.

Na oba lokaliteta uoceni su sli¢ni odgovori tkiva tokom meseci sa sliécnom temperaturom,
Sto ukazuje da je DNK oStecenje pouzdan biomarker za diskriminisanje sezonskih razlika u

odgovoru riba na zagadenje.

Najveci broj znacajnih razlika u DNK ostecenju tokom razli¢itih meseci na lokalitetu
Duboko uocen je za krv Sto potencijalno ukazuje na dovoljnu osetljivost ¢elija krvi da

diskriminisu razli¢ite uslove sredine tokom razli¢itih meseci.

Jetra je bila tkivo sa najmanjim brojem znacajnih razlika tokom razli¢itth meseci, §to
ukazuje na njen kapacitet da odrzi balans, u pogledu DNK ostecenja, u razli¢itim uslovima

zivotne sredine.
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Korelacija DNK ostecenja krvi sa DNK oste¢enjem Skrga i jetre uocena na lokalitetu
Visnjica, i sa DNK oste¢enjem Skrga na lokalitetu Duboko, ukazuje da bi krv mogla biti
tkivo od izbora prilikom sprovodenja komet testa u ekogenotoksikologiji, kao tkivo koje

neprekidno cirkuliSe izmedu skrga i jetre.

Vise vrednosti DNK oste¢enja u ¢elijama krvi zabelezene su na lokalitetu ViSnjica, a u
¢elijama Skrga na lokalitetu Duboko, dok su maksimalne vrednosti DNK oSte¢enja u

¢elijama jetre na oba lokaliteta bile priblizno jednake.

Na lokalitetu Duboko Skrge su pri najve¢im vrednostima histopatoloskog indeksa Skrga

(GI) bile blago do umereno ostecene, a na lokalitetu Visnjica umereno do teSko oStecene.

U skrgama riba na oba lokaliteta, uo¢ene su znacajne pozitivne Kkorelacije izmedu
regresivnih i cirkulatornih promena, koje su bile viseg intenziteta u odnosu na progresivne

promene.

Na oba lokaliteta, jetra je bila organ sa ve¢im obimom histopatoloskih promena i vi§im

ukupnim histopatoloskim indeksom u odnosu na Skrge.

U jetri riba na oba lokaliteta dominirale su cirkulatorne i regresivne promene, dok su
progresivne i inflamatorne promene bile niZzeg intenziteta. Na oba lokaliteta uocena je
znacajna pozitivna korelacija izmedu progresivnih 1 inflamatornih promena, tj. fibroze 1

infiltracije leukocita u jetri.

U pogledu histopatoloskih promena, u Skrgama su uocene promene koje nastaju relativno
brzo i lako su reverzibilne, dok su promene u jetri ukazivale na hroni¢no izlaganje riba

zagadenju.

Sveukupno, Skrge kao prvi organ u direktnom kontaktu sa zagadivacima iz vode pokazuju
visi odgovor u pogledu DNK oSte¢enja i vecu akumulaciju pracenih elemenata, dok jetra
kao glavni organ za procesuiranje zagadivaca iz vode i hrane pokazuje viSi nivo

histopatoloskih promena.
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Pracenje nivoa DNK ostecenja alkalnim komet testom pokazalo se kao osetljiv biomarker
kako za procenu efekata prirodnih i antropogenih stresora, tako i za procenu odgovora riba

tokom razli¢itih sezona.

Pracenje histopatoloSkih promena pokazalo se kao pouzdan biomarker za procenu efekata

akutnog 1 hroni¢nog izlaganja zagadenju.

Ovi rezultati pokazuju da gradske otpadne vode imaju visok potencijal da indukuju
odgovore na razli¢itim nivoima bioloSke organizacije u ribama i isti¢u hitnu potrebu za

implementacijom postrojenja za preradu otpadnih voda.

Ova studija je pokazala i potencijal poplava da indukuju promene na razli¢itim nivoima
bioloske organizacije, kako je na lokalitetu Duboko uocen porast i DNK oStecenja i

histopatoloskih promena neposredno nakon poplava.

Kako se ocekuje da ¢e klimatske promene uticati na povecanje ucestalosti i ozbiljnosti
poplava i susa, neophodno je smanjiti zagadenje vodenih ekosistema ¢iji se efekti na

izlozene organizme pojacavaju prilikom prirodnih nepogoda.

Ispitivane vrste riba, deverika, krupatica i crnooka deverika, pokazale su se kao pogodni
bioindikatori za in situ ispitivanja efekata zagadenja na razliCite nivoe Dbioloske

organizacije.

Ostecenje DNK jedan je od prvih odgovora organizama na zagadenje i predstavlja rani
signal upozorenja, dok prisustvo histopatoloskih promena reflektuje stanje izazvano
dugotrajnim izlaganjem zagadiva¢ima i ukazuje na potencijane Stetne efekte i na visim

nivoima bioloske organizacije.
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Tabela 8.1. Koncentracije specifi¢nih zagaduju¢ih materija u vodi sa merne stanice Ostruznica

Januar Februar Mart (sl:/l\j:/ig)) Jul Avgust Oktobar
Gvozde (Fe) ng/L 403,7 645,0 306,5 418,7+22,9 151,9 399,1 165,0
Mangan (Mn) ng/L 28,0 32,8 31,7 50,0+24,9 25,6 353 34,0
Cink (zn) ng/L 11,8 19,9 329 19,9+9,5 <1 28,2 44,0
Bakar (Cu) ng/L 4,2 6,6 50 4,7+0,5 1,6 10,6 20,0
Hrom (Cr)-uk ng/L 2,2 1,7 2,2 1,8+0,3 2,2 59 3,6
Olovo (Pb) pg/L 1,3 1,9 1,2 2,4+0,4 0,7 1,4 <20
Kadmijum (Cd) ng/L 0,06 0,05 0,05 0,08+0,03 0,03 0,08 /
Nikl (Ni) ng/L 1,7 2,2 6,0 3,9+0,1 2,2 10,2 /
Aluminijum (Al) ng/L 315,22 401,5 194,0 270,9+7,3 103,7 3309 /
Kobalt (Co) ng/L 0,6 0,6 0,8 0,9+0,3 0,6 0,7 /
Bor (B) ng/L 19,8 18,7 14,2 21,7463 232 17,1 /
Arsen (As) ng/L 1,6 0,9 0,8 1,6+0,8 17 30 <11
Gvozde (Fe)-r ng/L 142,2 73,0 20,5 49,7+31,7 43,2 44,8 <20,0
Mangan (Mn)-r ng/L 25,8 <10,0 <10,0 19,9+9,5 12,8 11,4 24,0
Cink (Zn)-r pg/L 5,8 9,4 2,4 1,8 <1,0 / 42,0
Bakar (Cu)-r ng/L 2,3 15 15 1,3+0,3 <10 8,5 16,0
Hrom (Cr)-uk.r pg/L 0,7 <05 <05 <05 <05 2,4 1,3
Olovo (Pb)-r ng/L <05 <05 <05 13 <05 0,8 <20
Kadmijum (Cd)- r pg/L 0,03 0,05 0,05 0,08 0,03 / /
Nikl (Ni)-r ng/L 0,8 0,8 15 1,640,6 14 3,6 2,7
Aluminijum (Al)-r ng/L 154,5 91,0 10,8 59,3 59,2 47,3 /
Kobalt (Co)- r pg/L <05 <05 05 0,6 <05 <05 /
Bor (B)- r ng/L 19,8 18,7 13,0 16,3+3,7 20,5 17,1 /
Arsen (As)-r ng/L 1,6 0,7 0,5 1,1+0,8 1,7 16 <11
Atrazin ng/L / 0,008 0,005 0,009+0,004 / / <0,01
Terbutilazin pg/L / 0,006 0,005 0,100+0,052 / / 0,052
Desetilterbutilazin ng/L / 0,003 0,003 0,011+0,006 / / <0,01
Acetohlor ng/L / 0,005 < 0,001 0,092+0,077 / / <0,01
Metolahlor ng/L / 0,006 0,004 0,050+0,028 / / 0,022

*  Uk- ukupni; r- rastvoreni
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Slika 8.1. VVrednosti vodostaja reke Save izmerene na mernoj stanici Beograd tokom 12 meseci 2014. godine (RHMZ). Crvenom tackom oznacene su
vrednosti izmerene na dan uzorkovanja, a zeleni trougao ozna¢ava dan kada su nastupile poplave na ispitivanom lokalitetu
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Tabela 8.2. Koncentracije specifi¢nih zagadujuc¢ih materija u vodi sa merne stanice Vinéa

Januar Februar Mart April Maj Jun Jul Avgust | Septembar | Oktobar | Novembar | Decembar
Gvozde (Fe) 555,5 552,9 1797,0 280,2 624,5 333,7 139,9 354,5 479,1 140,0 712,0 311,3
Mangan (Mn) 22,3 355 151,6 27,3 414 418 234 274 42,9 48,0 59,0 244
Cink (Zn) 19,1 40,0 36,0 10,5 14,3 8,0 55 21,3 18,4 54,0 35,0 26,5
Bakar (Cu) 43 14,4 6,5 6,8 48 3,6 37 83 54 18,0 29,2 5,6
Hrom (Cr)-uk 54 24 54 16 2,3 0,9 13 42 25 47 19 2,3
Olovo (Pb) 1,2 2,5 55 1,3 16 16 1,4 1,1 16 <20 2,2 1.2
Kadmijum (Cd) 0,06 0,09 0,11 0,06 / 0,03 0,06 0,04 0,04 / 0,08 /
Nikl (Ni) 31 3,5 6,1 1,7 3,7 2,2 2,1 51 3,6 8,0 3,0 2,2
Aluminijum (Al) | 462,8 359,0 1131,0 161,8 376,1 220,2 93,3 240,8 333,0 / / 194,9
Kobalt (Co) 05 0,6 18 0,7 0,8 0,9 0,6 0,5 0,6 / / 0,6
Bor (B) 24,1 18,5 16,9 20,1 19,1 26,8 28,4 13,7 29,9 / / 28,0
Arsen (As) 1,5 0,9 1,7 1,0 1,2 2,2 2,1 2,9 16 <11 <11 1,2
Gvozde (Fe)-r 148,8 75,8 11,6 <10,0 38,5 418 26,8 16,3 56 <20,0 150,0 18,9
Mangan (Mn)-r 10,5 <10,0 <10,0 <10,0 36,6 14,9 10,1 10,4 <10,0 12,0 12,0 <10,0
Cink (2Zn)-r 73 12,7 35 50 / <1,0 2,0 18,3 34 31,0 30,0 15,9
Bakar (Cu)-r 1,2 <10 1,2 5,0 41 <1,0 1,4 4.8 2.8 14,0 7,1 35
Hrom (Cr)-uk.r 0,6 <05 2,7 <05 0,8 <05 41 <05 12 11 <05
Olovo (Pb)-r <05 <05 <05 <05 11 0,7 <05 <05 <05 <20 <10 0,7
Kadmijum (Cd)-r | 0,06 0,09 <0,02 0,05 0,16 <0,02 0,04 0,11 <0,02 / 0,05 0,07
Nikl (Ni)-r 0,9 0,6 0,6 1,0 11 0,9 1,6 18 1,7 14 2,2 13
Aluminijrum - 169,9 81,6 <10,0 <10,0 92,6 36,5 338 18,8 88,0 / / 231
Kobalt (Co)- r <05 <05 <05 05 <05 <05 <05 <05 <05 / / <05
Bor (B)-r 19,6 18,5 15,0 19,9 15,0 18,8 20,0 12,3 214 / / 251
Arsen (As)-r 15 <05 0,6 0,9 0,6 1,7 1,8 1.4 1,2 <11 <11 0,8
Fluoranten 0,003 / 0,002 / 0,002 / / / /
Atrazin / / / 0,008 / 0,007 / 0,005 / <0,01 / /
Terbutilazin / / / 0,012 / 0,052 / 0,012 / 0,047 / /
Desetilterbutilazin / / / <0,001 / 0,008 / 0,004 / <0,01 / /
Acetohlor / / / 0.020 / 0,014 / 0,005 / <0,01 / /
Metolahlor / / / 0.009 / 0,028 / 0,007 / 0,019 / /

*

uk- ukupni, r- rastvoreni. /- nije izmereno. Koncentracije su izrazene u pg/L.
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Slika 8.2. Vrednosti vodostaja reke Dunav izmerene na mernoj stanici Pancevo tokom 12 meseci 2014. godine (RHMZ). Crvenom ta¢kom oznacene su

vrednosti izmerene na dan uzorkovanja
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Tabela 8.3. Korelacije izmedu histoloskih indeksa, nivoa DNK osteéenja i koncentracija metala u $krgama na lokalitetu Duboko (Spearman, p < 0,05)

LI Gl HI | GP I6C I GR §I'klr°g>: §kAr:ge él?rZe ékcl:’;e élfr;e élfrege élzl’ge él'zﬂge éksrrge ékzrr{lre

LI 1,00 0,32 0,82 0,20 0,23 0,29 0,04 -0,03 0,15 0,05 0,24 -0,03 0,22 -0,03 -0,01 0,11
Gl 0,32 1,00 0,77 0,49 0,73 0,80 0,21 0,19 0,23 0,35 0,12 0,23 0,47 0,30 -0,02 0,21
HI 0,82 0,77 1,00 0,45 0,53 0,65 0,14 0,15 0,19 0,28 0,22 0,16 0,43 0,19 -0,02 0,26

1 GP 0,20 0,49 0,45 1,00 0,00 0,21 -0,19 0,51 -0,13 0,44 -0,23 0,22 0,26 0,14 -0,04 -0,47
1GC 0,23 0,73 0,53 0,00 1,00 0,47 0,22 0,01 0,33 0,26 0,15 0,19 0,46 0,40 0,28 0,46
I GR 0,29 0,80 0,65 0,21 0,47 1,00 0,25 -0,07 0,03 -0,03 0,12 0,11 0,03 0,01 -0,31 0,11
sl_klréi: 0,04 0,21 0,14 -0,19 0,22 0,25 1,00 0,16 0,20 0,24 0,28 0,27 0,19 0,42 0,01 0,58
élﬁ!ge -0,03 0,19 0,15 0,51 0,01 -0,07 0,16 1,00 0,09 0,80 0,06 0,56 0,44 0,52 0,04 0,02
ékBrZe 0,15 0,23 0,19 -0,13 0,33 0,03 0,20 0,09 1,00 0,44 0,70 0,10 0,68 0,34 0,46 0,47
ékcr:;e 0,05 0,35 0,28 0,44 0,26 -0,03 0,24 0,80 0,44 1,00 0,17 0,71 0,65 0,73 0,35 0,32
§1?r§e 0,24 0,12 0,22 -0,23 0,15 0,12 0,28 0,06 0,70 0,17 1,00 0,14 0,51 0,21 0,37 0,49
élfrege -0,03 0,23 0,16 0,22 0,19 0,11 0,27 0,56 0,10 0,71 0,14 1,00 0,49 0,76 0,37 0,44
él':fge 0,22 0,47 0,43 0,26 0,46 0,03 0,19 0,44 0,68 0,65 0,51 0,49 1,00 0,62 0,48 0,56
§1§:§e -0,03 0,30 0,19 0,14 0,40 0,01 0,42 0,52 0,34 0,73 0,21 0,76 0,62 1,00 0,36 0,60
§ksrrge -0,01 -0,02 -0,02 -0,04 0,28 -0,31 0,01 0,04 0,46 0,35 0,37 0,37 0,48 0,36 1,00 0,54
ékzrr;e 0,11 0,21 0,26 -0,47 0,46 0,11 0,58 0,02 0,47 0,32 0,49 0,44 0,56 0,60 0,54 1,00

LI- histopatoloski indeks jetre, GI- histopatoloski indeks Skrga, HI- ukupni histopatoloski indeks, | GP, | GC, | GR- progresivne, cirkulatorne i
regresivne promene u $krgama
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+

+Tabela 8.4. Korelacije izmedu histoloskih indeksa, nivoa DNK ostecenja i koncentracija metala u jetri na lokalitetu Duboko (Spearman, p < 0,05)

LI Wi | e | R | oo | e jgrla jgfa jgrra jectga j('e:t?a jt,/tlrna J'(:glgi j;tr)a jest:a jeztrr]a

L | 100 | 082 | 046 | 038 | 049 | 047 | 016 | 017 | -022 | 025 | 001 | 009 | -006 | 08 | 017 | 013 | -004
HI | 08 | 100 | 051 | 025 | 045 | 044 | 009 | 010 | 006 | -039 | 006 | 016 | 013 | -054 | 022 | 028 | -017
ILP | 046 | 051 | 100 | 041 | -008 | 052 | -020 | -026 | -017 | -020 | 020 | 012 | 018 | 013 | 004 | -040 | -0,26
iLc | 038 | 025 | 011 | 100 | -038 | 032 | 014 | 012 | -041 | 014 | 002 | 019 | 016 | 071 | 010 | 006 | 022
ILR | 049 | 045 | -008 | 038 | 100 | 025 | 017 | 037 | -005 | 039 | 007 | 025 | -005 | 08 | 031 | 029 | -040
Ll | 047 | o044 | 052 | 032 | 025 | 100 | 004 | 001 | 004 | 014 | 020 | 032 | 000 | 031 | 009 | 029 | 027
e ) 016 | 009 | -020 | 014 | 017 | 004 | 100 | -035 | 007 | 020 | 026 | 021 | 001 | 080 | -016 | 004 | 013
J. M| 0ar | 010 | 026 | 012 | 037 | 001 | 035 | 100 | 005 | 006 | 051 | -005 | 004 | 003 | 012 | 045 | 013
ija 022 | 006 | 017 | -041 | 005 | 004 | 007 | 005 | 1,00 | -035 | 003 | -008 | 030 | 071 | 015 | 026 | -0,03
jgrra 025 | 039 | 020 | 014 | 039 | 014 | 029 | 006 | 035 | 100 | 037 | -005 | 053 | 026 | 005 | 004 | 057
jgt;’a 001 | 006 | 029 | 002 | 007 | 020 | 026 | 051 | 003 | 037 | 100 | 026 | 047 | 037 | 009 | 061 | 022
jetha 009 | 016 | 012 | -019 | 025 | 032 | o021 | -005 | 008 | 005 | 026 | 100 | 040 | 026 | 034 | 039 | -0,06
j';f:‘a 006 | 013 | 018 | 016 | 005 | 000 | 001 | 004 | 030 | 053 | 047 | 040 | 100 | 031 | 008 | 051 | 017
J';fr‘; 081 | 054 | 013 | 071 | 08 | 031 | 08 | 003 | 071 | 026 | 037 | 026 | 031 | 100 | 031 | 009 | 020
j;?a 017 | 022 | 004 | 010 | 031 | 009 | 016 | 012 | 015 | 005 | 009 | 034 | 008 | 031 | 1,00 | 030 | -0,03
J. St | 013 | 028 | 040 | 006 | 029 | 029 | 004 | 045 | 026 | 004 | 061 | 039 | 051 | 009 | 030 | 100 | 005
jftrr‘a 004 | 017 | 026 | 022 | 040 | 027 | 013 | -013 | 003 | 057 | 022 | -006 | 017 | 020 | 003 | -005 | 1,00

LI- histopatoloski indeks jetre, HI- ukupni histopatoloski indeks, | LP, I LC, | LR i | LI- progresivne, cirkulatorne, regresivne i

inflamatorne promene u jetri
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Tabela 8.5. Korelacije izmedu histoloskih indeksa, nivoa DNK osteéenja i koncentracija metala u Skrgama na lokalitetu Visnjica (Spearman,
0,05)
LI Gl HI I GP 1GC I GR §I'klr°g/: §l£:ge ékBrZe éli(;e ék(i;e §1(<:rnge élfrege él'l/lrge él'l/lrge éksrrge ékzr?ge
LI 1,00 0,55 0,91 0,44 0,38 0,54 -0,40 -0,15 -0,08 -0,25 -0,18 -0,21 -0,16 -0,34 -0,18 0,03 -0,15
Gl 0,55 1,00 0,82 0,69 0,83 0,73 -0,51 -0,28 -0,06 0,02 -0,29 -0,43 -0,37 -0,31 0,09 0,19 -0,10
HI 0,91 0,82 1,00 0,65 0,61 0,71 -0,45 -0,18 -0,03 -0,16 -0,18 -0,30 -0,23 -0,32 -0,06 0,19 -0,09
1 GP 0,44 0,69 0,65 1,00 0,43 0,26 -0,51 0,00 0,17 -0,27 0,09 -0,20 -0,01 0,06 0,33 0,53 0,05
1GC 0,38 0,83 0,61 0,43 1,00 0,49 -0,33 -0,39 -0,17 0,30 -0,40 -0,51 -0,47 -0,29 -0,04 -0,02 -0,22
I GR 0,54 0,73 0,71 0,26 0,49 1,00 -0,35 -0,04 -0,14 0,11 -0,10 -0,23 -0,20 -0,42 -0,02 0,03 0,12
sr]irog/: -0,40 -0,51 -0,45 -0,51 -0,33 -0,35 1,00 -0,22 -0,02 0,17 -0,07 0,16 -0,27 0,04 -0,41 -0,19 -0,09
élfr:!ge -0,15 -0,28 -0,18 0,00 -0,39 -0,04 -0,22 1,00 0,38 0,17 0,77 0,49 0,68 0,26 0,46 0,56 0,66
ékBrZe -0,08 -0,06 -0,03 0,17 -0,17 -0,14 -0,02 0,38 1,00 -0,32 0,47 0,60 0,58 0,75 0,38 0,77 0,72
§li:rcgje -0,25 0,02 -0,16 -0,27 0,30 0,11 0,17 0,17 -0,32 1,00 -0,08 -0,19 -0,25 -0,43 0,04 -0,32 -0,08
§l§;e -0,18 -0,29 -0,18 0,09 -0,40 -0,10 -0,07 0,77 0,47 -0,08 1,00 0,71 0,81 0,45 0,50 0,62 0,75
§l(<:;l;e -0,21 -0,43 -0,30 -0,20 -0,51 -0,23 0,16 0,49 0,60 -0,19 0,71 1,00 0,83 0,49 0,40 0,44 0,67
§lfrege -0,16 -0,37 -0,23 -0,01 -0,47 -0,20 -0,27 0,68 0,58 -0,25 0,81 0,83 1,00 0,50 0,55 0,53 0,69
ggge -0,34 -0,31 -0,32 0,06 -0,29 -0,42 0,04 0,26 0,75 -0,43 0,45 0,49 0,50 1,00 0,18 0,54 0,56
ggge -0,18 0,09 -0,06 0,33 -0,04 -0,02 -0,41 0,46 0,38 0,04 0,50 0,40 0,55 0,18 1,00 0,58 0,58
éksrrge 0,03 0,19 0,19 0,53 -0,02 0,03 -0,19 0,56 0,77 -0,32 0,62 0,44 0,53 0,54 0,58 1,00 0,66
ékzr;e -0,15 -0,10 -0,09 0,05 -0,22 0,12 -0,09 0,66 0,72 -0,08 0,75 0,67 0,69 0,56 0,58 0,66 1,00

LI- histopatoloski indeks jetre, Gl- histopatoloski indeks $krga, HI- ukupni histopatoloski indeks, | GP, | GC, | GR- progresivne, cirkulatorne i

regresivne promene u $krgama
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Tabela 8.6. Korelacije izmedu histoloskih indeksa, nivoa DNK oSteéenja i koncentracija metala u jetri na lokalitetu Visnjica (Spearman, p < 0,05)

LI S i e s ﬁtii jgrla ject(r)a jectrra jgt:'Ja jeFt(:a jt,/tlrna J'(:glgi j;tr)a jei;a jeztrr]a

L | 200 | o9t | o062 | o061 | 073 | 058 | 003 | -037 | -001 | -013 | -003 | 016 | 018 | 022 | 049 | 007 | 0,12
HI | 091 | 100 | 054 | o058 | 069 | 053 | 004 | 033 | 008 | 005 | 018 | 014 | 026 | 026 | 031 | -002 | 009
ILP | 062 | 054 | 100 | 019 | 010 | 070 | -005 | 032 | 025 | 018 | 017 | 018 | 022 | 006 | 000 | 014 | -028
iLc | o6t | o058 | 019 | 100 | o028 | 017 | o048 | -012 | 003 | -014 | 005 | 020 | 002 | 016 | -019 | -027 | 001
ILR | 073 | 069 | 010 | 028 | 1200 | 005 | 015 | 034 | -005 | 009 | 013 | -003 | 0090 | 017 | 041 | 0,13 | 002
it | os8 | 053 | 070 | 017 | 005 | 100 | 016 | 019 | 005 | -007 | -012 | 047 | 002 | 010 | 028 | 033 | -0,12
@ | 003 | 004 | 005 | 048 | 015 | 016 | 100 | 021 | 017 | 015 | 017 | 009 | 027 | 015 | 020 | 021 | 008
J. era 037 | 033 | 032 | 012 | 034 | 019 | 021 | 100 | 005 | 022 | 016 | 028 | 003 | 011 | 017 | 012 | 032
jectfa 001 | 008 | 025 | 003 | 005 | 005 | 017 | 005 | 100 | 001 | -037 | 046 | 022 | 057 | 026 | 014 | -0,42
jgrra 013 | 005 | 018 | 014 | 009 | 007 | 015 | 022 | 001 | 100 | 022 | 020 | 058 | 040 | 015 | 020 | 046
jgt;’a 003 | 018 | 017 | 005 | 013 | 012 | 017 | 016 | 037 | 022 | 100 | 002 | 006 | -022 | 035 | 020 | 079
jetha 016 | 014 | 018 | 020 | 003 | 047 | 009 | 028 | 046 | 029 | 002 | 100 | 043 | 052 | 017 | 027 | 015
j';f:‘a 018 | 026 | 022 | 002 | 009 | 002 | 027 | 003 | 022 | 058 | 006 | 043 | 100 | 070 | 004 | 038 | 022
J';fr‘; 022 | 026 | 006 | 016 | 017 | 010 | 015 | 011 | 057 | 040 | -022 | 052 | 070 | 1,00 | 008 | 032 | -0,01
j;?a 049 | 031 | 009 | 019 | 041 | 028 | 020 | 017 | 026 | 015 | 035 | 047 | 004 | 008 | 1,00 | 007 | 027
J. S| 007 | 002 | 014 | 027 | 013 | 033 | 021 | 012 | 014 | 020 | 020 | 027 | 038 | 032 | 007 | 100 | 023
jftrr‘a 012 | 009 | 028 | 001 | 002 | -012 | 008 | 032 | -042 | 046 | 079 | 045 | 022 | -001 | 027 | 023 | 1,00

LI- histopatoloski indeks jetre, HI- ukupni histopatoloski indeks, | LP, | LC, | LR i | LI- progresivne, cirkulatorne, regresivne i inflamatorne
promene u jetri
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Tabela 8.7. Opseg variranja ukupnih i rastvorenih metala i metaloida, i pesticida u vodi na mernim stanicama OstruZnica (reka Sava) i Vinéa (reka Dunav)

pg/L Ostruznica Vinca pg/L Ostruznica Vinca ng/L Ostruznica Vinca

(Fe) 151,9-645,0 | 139,9-1797,0 (Fe)-r <20,0-142,2 | <10,0-148,8 Atrazin 0,005-0,009 0,005-0,008

(Mn) 28,0-50,0 22,3-151,6 (Mn)-r <10,0-25,8 < 10,0-36,6 Terbutilazin 0,005-0,100 0,012-0,052

(Zn) <1,0-44,0 5,5-54,0 (Zn)-r <1,0-42,0 <1,0-31,0 Desetilterbutilazin | 0,003-0,011 | <0,001-0,008

(Cu) 1,6-20,0 3,6-29,2 (Cu)-r <1,0-16,0 <1,0-14,0 Acetohlor <0,001-0,092 | 0,005-0,020
(Cr)-uk 1,7-5,9 0,9-5,4 (Cn)-uk.r <0,5-2,4 <0541 Metolahlor 0,006-0,050 0,007-0,028

(Pb) 0,7-2,4 1,1-55 (Pb)-r <0,5-1,3 <0,5-1,1

(Cd) 0,03-0,08 0,03-0,11 (Cd)-r 0,03-0,08 <0,02-0,16

(Ni) 1,7-10,2 1,7-8,0 (Ni)-r 0,8-3,6 0,8-2,2

(Al 103,7-401,5 93,3-1131,0 (AD-r 10,8-154,5 | <10,0-169,9

(Co) 0,6-0,9 0,5-1,8 (Co)-r <0,5-0,6 <0,5-0,5

(B) 14,2-23,2 13,7-29,9 (B)-r 13,0-20,5 12,3-25,1

(As) 0,8-3,0 0,9-2,9 (As)-r 0,5-1,7 <0,5-1,8
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UsjaBa o ayTopcTBY

Mme n npesnme aytopa JoBaHa Koctuh-BykoBuh

Bbpoj nHgekca 63050/2013

UsjaBrbyjem
0a je QOKTOpCKa aucepTtaumja nog HacnoBoMm

[NpoueHa kBanuTeTa MNOBPLUMHCKE BOAE HA OCHOBY MWUKPOOWMOIMOLLKMX napamMmeTapa WU
€KOreHOTOKCUKOIMOLLKUX U XMCTONaTOMNOLLUKMX aHanu3a Tkmea aesepuke Abramis brama (L.,
1758), kpynaTtuue Blicca bjoerkna (L., 1758) u upHooke aesepuke Ballerus sapa (P., 1814)

e pe3yntat CONCTBEHOI UCTPpaXXMBa4Kor pana;

e [a OoucepTauuvja y LENVHU HU Yy AenoBuma Huje Guna npearnoxeHa 3a CTuuame
Apyre gunnome npema CTyaAMjCKUM nporpaMmuma OpYrux  BUCOKOLLKOSCKUX
yCTaHoBa;

e [la cy pe3ynTaTu KOPEKTHO HaBeaeHU U

e [a HWCaM KpluMo/fia ayTopcka npaBa W KOPUCTWMO/NAa WHTENeKTyanHy CBOjUHY
Apyrux nuua.

MoTnuc aytopa

Y beorpaay, 20.04.2018.
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U3jaBa 0 NICTOBETHOCTU LWITaMMNaHe U eNeKTPOHCKe
Bep3nje AOKTOPCKOr paaa

Mme n npesume aytopa JoaHa Koctuh-Bykosuh

Bpoj nHpoekca B53050/2013

Ctyavnjckn nporpam buonoruja

Hacrnoe paga [lpoueHa kBanuTeTa MOBPLUMHCKE BOAE HA OCHOBY MUKPOOUOMOLLKUX
napameTapa W €eKOreHOTOKCMKOMOLLUKMX W XUCTOMATONOLLKMX aHanu3a TKMBa [AeBepuke
Abramis brama (L., 1758), kpynatuue Blicca bjoerkna (L., 1758) n uUpHOOKE AEBEPUKE
Ballerus sapa (P., 1814)

MeHTOp Mpodh. ap BpaHka Bykosuh-Iaunh

MsjaBrbyjeM ga je wtamnaHa Bep3vja MOr OOKTOPCKOr paja WMCTOBETHA EeNEKTPOHCKO]
BEp3nju Kojy cam npegao/na pagu noxpaweHa y [AuUrutanHom peno3uTopujymy
YHuBep3uteTa y beorpaay.

[osBosbaBam ga ce objaBe MOju NUYHM NogaLm BesaHun 3a fobujakbe akagemMcKor HasvBa
AOKTOpa Hayka, Kao LUTO Cy MMe 1 npesume, roanHa u Mecto poflewa n gatym oabpaHe
paga.

OBy nnyHM nogaum Mory ce 06jaBUTK Ha MPEXHUM CTpaHnLamMa gurntande 6ubnuoreke, y
eeKTPOHCKOM KaTanory u 'y nybnukauuvjama YHusepauteta y beorpagy.

MoTnuc aytopa

Y beorpaay, 20.04.2018.
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UsjaBa o kopuwhemwy

Oenawhyjem YHuBep3antetcky ©Ombnuoteky ,CBetoszap Mapkosuh® ga y [Ourutanuu
penosutopujym YHuBep3uTeTa y beorpagy yHece MoOjy OOKTOPCKY AucepTtauujy nog
HaCcnoBoM:

[MpolueHa KBanuTeTa NOBPLUMHCKE BOAE Ha OCHOBY MWKPOOWOMOLLKMX MapaMeTrapa u
€KOreHOTOKCUKONMOLLKUX U XMCTONMaTOMOLLUKUX aHanu3a Tkuea aesepuke Abramis brama (L.,
1758), kpynaTtuue Blicca bjoerkna (L., 1758) u upHooke aesepuke Ballerus sapa (P., 1814)

Koja je Moje ayTopcKo aerno.

AucepTauujy ca cBUM Npunosvmma npegao/na cam y enekTpoHCKoM dhopMaty norogHoM 3a
TpajHO apXxuBUpaHse.

Mojy gokTopcKy avcepTauujy noxparweHy y urutanHom penosvtopujymy YHusepauteta y
Beorpaay v gocTynHy y OTBOpEHOM NpUCTYNy MOry Aa KOpucTe CBU Koju nowTyjy oapenbe
cagpxaHe y ogabpaHom Tuny nuueHue KpeatuBHe 3ajegHuue (Creative Commons) 3a
KOjy cam ce oany4uo/na.

1. AytopctBo (CC BY)
2. AytopcTBo — HekomepuujanHo (CC BY-NC)
@AyTopCTBo — HekomepumjanHo — 6e3 npepaga (CC BY-NC-ND)
4. AyTOpCTBO — HEeKomepuwmjanHo — genutn nog nctum ycnosmma (CC BY-NC-SA)
5. AytopcTtBo — 6e3 npepaga (CC BY-ND)
6. AytopcTtBo — genutu nog uctum ycnosmma (CC BY-SA)

(Monumo ga 3aoKpyXute camo jegHy of WecCT NoHyheHnx nuueHum.
KpaTtak onuc nuueHum je cactaBHU 4e0 OBe u3jaBe).

MoTnuc aytopa

Y Bbeorpaay, 20.04.2018.

;T//t/nwf %//Céé//f



1. AytopcTBo. [lo3BOrbaBate yMHOXaBakwe, ANCTpMOyLMjy 1 jaBHO caonwiTaBake aena, n
npepage, ako ce HaBede UMe ayTopa Ha HauuH ogpeheH of cTpaHe ayTopa unu gasaola
nuueHue, Yak n 'y komepuujanHe cepxe. OBO je HajcnobogHuja o CBUX NNLEHUMW.

2. AyTopcTBO — HeKomepuujanHo. [lo3BorbaBate yMHOXaBawe, AUNCTPUBYLMjY N jaBHO
caonwTaBawe [ferna, u npepage, ako ce HaBede uUMe ayTopa Ha HauvH ogpeheH of
CTpaHe ayTtopa unv gasaoua nuueHue. OBa nuueHua He [03BOSfbaBa KomepuwujarnHy
ynoTtpeby gena.

3. AyTopcTBO — HekomepuujariHo — 0e3 npepaga. [lo3BorbaBaTe YMHOXaBaHe,
anctpmbyuujy 1 jaBHO caonwTaBamwe gena, 6e3 npomeHa, npeobrnvkoBawa nnu ynotpebe
Aenay CBOM [ery, ako ce HaBefe ume aytopa Ha HadvH ogpefneH o4 cTpaHe ayTopa unm
AaBaoua nuueHue. Oa nuueHua He [03BOSbaBa koMepuujanHy ynotpeby aena. Y ogHocy
Ha cBe ocTane nuueHue, OBOM fMUEHLOM ce orpaHudaBa Hajpehm o6um npasa
Kopuwhena gena.

4. AyTOpCTBO — HeKOMepuujanHO — AenuTU Nnog UCTUM ycrioBuma. [lo3sorbaBare
yMHOXaBah€e, AMCTpUGYLMjy 1 jaBHO caoniiTaBawe Aena, U npepane, ako ce HaBede uve
ayTopa Ha HauuH oapeheH of cTpaHe ayTopa unv gaBaola NUueHLe 1 ako ce npepaga
AMCTpuOyMpa Mof WCTOM UMW CNMYHOM nuueHuoMm. OBa nuvueHua He [03Borbasa
koMepuujanHy ynotpeby aena v npepaga.

5. AytopcTtBOo — 6Ge3 npepapa. [Jo3BorbaBaTte yMHOXaBak-e, OUCTPUOYLMjy U jaBHO
caonwTaBawe gena, 6e3 npomeHa, npeobnunkoBara MnNu ynotpebe gena y cBOM Aeny,
ako ce HaBefe MMe ayTopa Ha HauyuH ogpeheH og cTpaHe ayTopa unv AaBaoua nuueHLe.
OBa nuueHua fo3BorbaBa kKomepumjanHy ynotpeby aena.

6. AyTOpCTBO — fOenUTUM nog4 WCTMM ycrnoBuMma. [lo3BorbaBaTe YMHOXaBahe,
ANCTPUOYLMjY 1 jaBHO caonwiTaBake Aena, 1 npepaje, ako ce HaBede MMe ayTopa Ha
HauMH oapeheH o cTpaHe ayTopa Unu Aasaola NuLeHLE 1 ako ce npepaaa aAucTpubyupa
nog UCTOM UNM CRNMYHOM nuueHuom. OBa nuueHLa [03BorbaBa KoMmepuujanHy ynoTpeby
faena v npepaga. CnvyHa je coTBEPCKUM MULEHLIamMa, OJHOCHO NULEHLIaMa OTBOPEHOr
Kopaa.



