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Primena akvati¢nih oligoheta (Tubificidae) u in situ i ex situ ekogenotoksikoloSkim

istrazivanjima
Izvod

Familija Tubificidae (Oligochaeta), po brojnosti jedinki i po biomasi, je jedna od
najznacajnijih grupa u zajednicama akvatiénih makroinvertebrata. Ovi organizmi su
prepoznati kao pouzdani bioindikatorski organizmi koji se koriste u proceni ekoloSkog
potencijala akvati¢nih ekosistema. U ovoj studiji akvati¢ne oligohete su koriSéene kao
eksperimentalni organizmi u ekogenotoksikoloskim istrazivanjima. Uticaj razli¢itih stresora
in situ, kao 1 odabranih grupa zagadivaca ex situ na integritet DNK molekula celomocita i
hemocita, pra¢en je komet testom, a za procenu nivoa ostecenja koriS¢en je parametar TI

(eng. Tail intensity).

In situ istrazivanje radeno je tokom 2014. i 2015. godine na lokalitetu Duboko
(Sava), i tokom 2014. godine na lokalitetu Visnjica (Dunav) na vrsti Branchiura sowerbyi, i
meSovitom uzorku tubificidnih vrsta (Mix uzorak). Rezultati ukazuju na osetljivost
celomocita i hemocita u detekciji sredinskog stresa. Nivo oste¢enja DNK molekula kod
razli¢itih vrsta imao je sli¢an trend pri odgovoru na sredinske uslove i pokazao je znacajne
korelacije sa pracenim mikrobioloskim 1 fizicko-hemijskim parametrima kvaliteta vode.
Vodostaj je izdvojen kao bitan stresor koji je tokom istraZivanja znatno uticao na ostale
praéene parametre. Brojnost jedinki i divezitet populacija akvati¢nih oligoheta se nije
menjala sa promenom stresora (poplave, ispustanje otpadnih voda, spiranje zemljista), s

druge strane, uticaj stresora bio je evidentan na oSte¢enje DNK molekula.

U ex situ istrazivanu praéen je uticaj citostatika 5—fluorouracila i etopozida, kao 1
model mutagena kadmijum hlorida, na nivo oSte¢enja DNK molekula vrste Limnodrilus

udekemianus. Sve supstance su znacajno povecale nivo oste¢enja DNK molekula.



Kljuéne reci: in situ 1 ex situ istrazivanja, mikrobioloSko 1 hemijsko zagadenje,
citostatici, akvaticne Oligochaeta, familija Tubificidae, ekogenotoksikologija, komet test,

ostecenje DNK
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Application of aquatic oligochaetes (Tubificidae) in ecogenotoxicological in situ and ex

situ studies

According to the number of individuals and their biomass, family Tubificidae
(Oligochaeta) is one of the most important groups in the communities of aquatic
macroinvertebrates. As bioindicators these organisms are used in the assessment of the
ecological potential of aquatic ecosystems. In this study aquatic oligochaetes are used as
experimental organisms in ecogenotoxicological assessment. For in situ studies impact of
different stressors on the integrity of the DNA molecule of coelomocytes and haemocytes
was evaluated, while the impact of a selected group of pollutants was studied ex situ. The
comet assay was used for the evaluation of the genotoxic potential and parameter TI (Tail

intensity) for the assessment of the level of DNA damage.

In situ research was conducted on the species Branchiura sowerby and in the mixed
sampled of tubificid species from the sampling sites Duboko (Sava) and Visnjica (Danube).
Coelomocytes and haemocytes have shown to be sensitive to environmental stress. The
level of DNA damage in different species showed a similar trend in response to
environmental conditions and significantly correlated with microbial, physical and
chemical water quality parameters. Water level was recognized as an important stressor that
had significant impact on the other environmental parameters. Different stressors (floods,
wastewater discharge, and runoffs) did not affect the number of individuals and the
diversity of aquatic oligochaetes populations. On the other hand, the impact of stressors

was evident on the level of DNA damage.

The effects of cytostatic, 5-fluorouracil and etoposide and of model mutagen CdCl,,
on the level of DNA damage of Limnodrilus udekemianus was examined ex situ. All tested

substances significantly increased the level of DNA damage.



Key words: in situ and ex situ studies, microbial and chemical pollution,
cytostatics, aquatic Oligochaeta, family Tubificidae, ecogenotoxicology, comet assay, DNA

damage
Research field: Biology and Ecology
Specific research field: Hydroecology, Ecogenotoxicology, Microbiology
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Spisak skraéenica koriS¢enih u tekstu

5-FU — 5-fluorouracil

AO — akridin oranz

BMWP - eng. Biological Monitoring Working Party

DMSO — dimetil sulfoksid

EB — etidijum bromid

EDTA — eng. Ethylenediaminetetraacetic acid

ET — etopozid

FC — eng. Faecal Coliforms — fekalni koliformi

FE — eng. Faecal Enterococci — fekalne enterokoke

HPK — Hemijska potrosnja kiseonika

LBSS — eng. Lumbricus Balanced Saline Solution

JDS — eng. The Joint Danube Survey — udruzeno nadgledanje Dunava
LCso — Lethal Concentration 50%

LMP — eng. Low Melting Point

MPN — eng. The Most Probable Number — metod najverovatnijeg broja
NMP — eng. Normal Melting Point

ONPG - orto-nitrofenil-p-D-galaktoriranozid

ODV - eng. Water Framework Directive — Okvirna direktiva o vodama
OTM - eng. Olive tail moment

PEC — eng. Predicted Environmental Concentration — predvidena koncentracija u Zivotnoj
sredini

rpm — eng. Rounds Per Minute

rkm — re¢ni kilometar

PBS — eng. Phosphate Buffered Saline Solution

SCGE - eng. Single Cell Gel Electrophoresis — elektroforeza pojedinacnih Celija
SD —Sttandardna devijacija

SI - saprobni indeks

SE — eng. Standard Error — standardna greska

TC — eng. Total Coliforms — ukupni koliformi



TENT - Termoelektrana ,,Nikola Tesla“
TI — eng. Tail Intensity — itenzitet repa

TL — eng. Tail Lenght — duzina repa
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1. UVOD
The river is everywhere at the same time, at

the source and at the mouth, at the waterfall,
at the ferry, at the current, in the ocean and
in the mountains, everywhere — only the
present exists for it, not the shadow of the

past nor the shadow of the future.

Hermann Hesse, Siddhartha

1.1. Slatkovodni ekosistemi

Povrsinske vode imaju veoma vaznu ulogu za biosferu obzirom da prenose vodu i
nutrijente iz kontinentalnog dela u mora, a takode, ¢esto i definisu strukturu i funcionalnost
okolnih terestricnih ekosistema (Bailey 1 sar., 2004). Slatkovodni ekosistemi imaju
presudnu ulogu 1 kao jedan od najbitnijih resursa za ljudsku civilizaciju. Slatkovodne
ekosisteme, pored abioticke komponente (voda, hidrologija, sediment, itd.), ¢ini i bioticka
komponenta, mnogobrojni organizmi koji pripadaju razli¢itim grupama (makroinvertebrati,
ribe, makrofite, alge, plankton, bakterije, itd.) koji, ako ne ¢itav Zivotni ciklus, onda bar
jedan deo zZivotnog ciklusa (na primer larvalni stupanj kod nekih insekata), zavrSavaju u
akvati¢noj sredini. Svako vodno telo je poseban akvati¢ni ekosistem sa specifi¢nim fizi¢ko-
hemijskim osobinama. U ovakvim uslovima dolazi do interakcija izmedu svih komponenti
ovog sistema, koje na kraju utiCu na sastav zajednica organizama u okviru odredenog

akvati¢nog ekosistema.

Voda se odlikuje ve¢om uniformnos$éu u odnosu na ostale sredine. Promene u
vodenoj sredini zavise od doba godine. Na primer, nivo vode moZe znacajno da varira

zavisno od sezonskog rasporeda koli¢ina padavina ili nakon zime, kada se tope snezni
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nanosi na planinama, dok se na kraju leta promene odnose na smanjene nivoa vode usled
isparavanja 1 veceg utroska vode od strane Coveka (navodnjavanje, za rekreaciju, itd.).
Temperatura je, takode, sezonski zavisna, ali i hemijski sastav koji se moze promeniti
nakon padavina, kada dolazi do spiranja okolnog zemljista, a samim tim i do upliva

organskih i neorganskih materija.

Pracenje posledica zagadenja vodenih ekosistema znacajno je za pripremu efikasnih
mera zaStite, jer se beleze znaCajne negativne promene u vodenoj sredini koje nastaju
aktivno$éu Coveka, §to direktno ispustanjem otpadnih voda, ali i indirektno uvodenjem

invazivnih vrsta (Bailey i sar., 2004).

1.2. Zagadivaci slatkovodnih ekosistema

Danas su akvati¢ni ekosistemi pod velikim antropogenim pritiskom s obzirom da
primaju velike koli¢ine otpadnih voda (Rajaguru i sar., 2003), ali i zbog toga Sto se sve
vece koli¢ine vode troSe za namirivanje potreba urbanih naselja i pratece infrastrukture

(Navarro-Ortega i sar., 2015.).

Zagadivaci akvati¢nih ekosistema mogu se podeliti na koncentrisane i rasute. U
okviru koncentrisanih zagadivaca nalaze se industrijski i komunalni kanalizacioni sistemi,
ali 1 procedne vode sa deponija otpada. S druge strane, spiranje poljoprivrednih zemljista
koja su pod uticajem agrotehnickih mera, drumski i plovni saobracaj 1 naselja bez sistema
kanalizacije pripadaju rasutim zagadivac¢ima (Katastar otpadnih voda Srbije -

WWW.Sepa.gov.rs).

Termin otpadne vode ima Siroko znacenje, odnosno podrazumeva upotrebljene vode
iz urbanih naselja, iz domacdinstava 1 razli¢itth ustanova (Skole, bolnice, ugostiteljski
objekti), ali 1 industrijske vode. Dok se sastav gradskih otpadnih voda ne menja znacajno
(postoje dnevno/no¢ne fluktuacije, pre svega u kvantitetu), sastav industrijskih otpadnih

voda moze biti veoma raznovrstan, zavisno od karakteristika proizvodnog procesa (da i je
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u pitanju metalurgija, hemijska industrija, rudarstvo, petrohemija, prehrambrena industrija,
tekstilna industrija, itd.). U odnosu na izvor otpadnih voda, u njima se mogu naci razlicite
supstance sa najraznovrsnijim efektima, koje kada se neprec¢iscene ispuste u reke, kanale ili

jezera, mogu dovesti do negativnih efekata u zivotnoj sredini.

U Srbiji se preraduje samo 5-10 % komunalnih otpadnih voda, dok vise od 65 %
industrijskih postrojenja ne precis¢ava otpadne vode (CEDEF, 2015). Veliki gradovi, kao
Sto su Beograd, Novi Sad i Ni$ ispustaju komunalne vode direktno u povrSinke vode bez
prethodnog tretmana. Na ozbiljnost situacije u kojoj se nalaze akvati¢ni ekosistemi ukazuje
i podatak da u slivu Dunava u Srbiji zivi oko 3,5 miliona stanovnika, a od ukupne koli¢ine
otpadnih voda samo oko 4,3 % ima tretman koji je zadovoljavajuéi 1 9,7 % ima neki vid

tretmana koji nije potpun (CEDEF, 2015).

Da bi se regulisalo upravljanje vodama 2010. godine usvojen je Zakon o vodama
(,,Sluzbeni Glasnik Republike Srbije”, broj 30/10), koji je delimi¢no uskladen sa
regulativom Evropske unije. lako postoji Pravilnik o metodologiji za izradu integralnog
katastra zagadivaca (,,Sl. Glasnik RS*, br. 94/2007), veliki problem u Srbiji je nepostojanje
potpunog katastra zagadivaca, medu kojima 1 zagadivaca akvaticnih ekosistema. Podaci
koji bi se nalazili u ovom dokumentu su podaci ,,0 izvorima, vrstama, koli¢inama, nacinu 1
mestu ispustanja zagadujuéih materija u vazduhu i vodi, kao i o koli¢inama, vrsti, sastavu i
nacinu tretmana i odlaganja otpada“ (,,SI. Glasnik RS®, br. 94/2007). Ovi podaci koristili bi
se za determinisanje stvarnog stanja Zivotne sredine, a ne da se u odnosu na procene koje se
razlikuju u odnosu na kori$¢enje metode za dobijanje podataka preduzimaju mere zastite

Zivotne sredine.

Idealan tretman otpadnih voda ne postoji, a sa druge strane, potrebe ljudi su sve
kompleksnije $to uti¢e na ubrzano formiranje i koriS¢enje raznovrsnih sintetickih jedinjenja
za poboljSanje kvaliteta Zivota. Procenjeno je da postoji viSe od 14 miliona hemikalija, od
kojih se 100.000 koristi u industriji. Veliki broj ovih jedinjenja, kao i produkti njihove

transformacije u okruzenju ukazuju da je neophodno da se optimizuje broj supstanci koje bi
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bile uklju¢ene u monitoring, ali i u postupak procene rizika (eng. ,,risk assessment®) (von

der Ohe i sar., 2011).

Zahvaljuju¢i razvoju modernih analitickih metoda u hemiji (poboljSanje nivoa
detekcije 1 kvantifikacije, mogucéa detekcija koncentracija ng/L), danas je moguca detekcija
mnogobrojnih supstanci u akvati¢noj sredini koje ranije nisu bile registrovane, a $to ne
znaci da nisu bile prisutne. Lista postoje¢ih polutanata akvati¢nih ekosistema svake godine

se prosiruje za 400 do 500 novih jedinjenja (Kolarevi¢, 2014).

Zavisno od aktivnosti koje se obavljaju duz re¢nog toka sastav polutanata moze biti
razli¢it. Potrebe za proizvodnjom hrane su se povecale sa globalnim demografskim
kretanjima, te se sa ciljem brzeg dobijanja kvalitetnijeg i obimnijeg prinosa gajenih kultura
upotrebljavaju razlic¢ite agrotehnicke mere, kao $to su primena dubriva, pesticida, herbicida,
itd. Na negativne uticaje poreklom od poljoprivrednih aktivnosti ukazuju povecane
koncentracije soli fosfata, nitrata i azota u vodi koje verovatno vode poreklo od dubriva
koja se koriste u poljoprivredne svrhe (Shuval i Gruener, 1972; Vrzel, 2016), zatim
prisustvo hemikalija koje se koriste u proizvodima za zastitu useva, na primer pesticidi na
bazi triazina (Hildebrandt i sar., 2008), karbamidi, organohlorni pesticidi. S druge strane,
spiranjem okolnog zemljiSta, razliciti industrijski zagadivac¢i mogu dospeti u vodotokove.
Na primer, termoelektrane su smestene uz reke (radi kori§¢enja vode za hladenje sistema),
kao i deponije pepela koji nastaje sagorevanjem uglja (velika koli¢ina vode se koristi za
»stabilizaciju pepela®). Ocedne vode peplista bogate su gvozdem, hromom, arsenom,
niklom, olovom, manganom, kadmijumom i drugim elementima (Hynes, 2009; Gaji¢ i sar.,
2016), s toga ovi potencijalni zagadivaci zavrsavaju u povrsinskim, a ¢esto i u podzemnim
vodama. Primer zagadivaca koji imaju Siroku upotrebu su fenolna jedinjenja koja se koriste
u industriji uglja, drva, metala, proizvodnji deterdzenata (Caza, 1998; Lupetii i sar., 2004;
Langas i sar., 2007), herbicida i insekticida (Lacorte i Barcelo, 1994; Davi i Gnudi, 1999).
Ova jedinjenja mogu imati razliite efekte na zivi svet, toksi¢ne, mutagene, antibakterijske 1

antimikoti¢ne (Vinson 1 sar., 1998).
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1.3. Mikrobioloski i fizicko-hemijski kvalitet vode

Osnovni uzrocnik eutrofikacije akvati¢nih ekosistema su antropogene aktivnosti.
Mikroorganizmi doprinose biodegradaciji organske materije (Kapetanovi¢ i sar., 2015).
Ispustanjem velike koli¢ine otpadne vode iz domacdinstava, koja je delimi¢no preradena ili
nepreradena, doprinosi unosu patogenih vrsta u vodotokove, kao i razli¢itih polutanata, Sto
dovodi do smanjenja njenog kvaliteta. Ako kvalitet vode nije zadovoljavaju¢ smanjuje se
mogucénost koriS¢enja ovog resursa bilo u rekreativne svrhe, za navodnjavanje ili u
proizvodnji pija¢e vode za stanovnis$tvo (Kolarevi¢, 2014). Zato je neophodno praéenje
mikrobioloskog kvaliteta vode, jer mikrobioloSki parametri mogu indirektno da ukazu na

jacinu uticaja otpadnih voda.

Za procenu mikrobioloSkog kvaliteta vode utvrdeno je da je bolje da se koriste
koliformne bakterije 1 fekalne enterokoke u odnosu na enteri¢ne patogene, za koje je proces
izolacije skup i vremenski zahtevan (Rompre i sar, 2002). Ipak, nisu sve koliformne
bakterije koje su dospele u akvati¢ni sistem poreklom iz otpadnih voda. Na primer, neke
vrste rodova Enterobacter 1 Citrobacter mogu se nac¢i 1 u zemljiStu, koje spiranjem
dospevaju u vodene ekosisteme. Zbog toga se danas pribegava kori§¢enju molekularnih
metoda za identifikaciju bakterijskih sojeva koji su specifi¢ni za ljude, odnosno za

odredene grupe zivotinja koje se gaje na farmama (Reischer i sar., 2008).

Kao $to je pomenuto, jedan od nacina zagadivanja povrSinskih voda razli¢itim
hemijskim sredstvima dogada se putem izliva razli¢itih otpadnih voda. Komunalne otpadne
vode sadrZe u vecoj meri kuénu hemiju, proizvode za negu, lekove (Lishman i sar., 2006),
ali i druga hemijska sredstva koja se koriste u industriji (Chan i sar., 2009). S druge strane,
industrijske otpadne vode se u velikoj meri razlikuju 1 Cesto imaju svoju posebnu
infrastrukturu (Chan 1 sar., 2009). Kao §to je receno, jedan od znacajnih na¢ina zagadivanja
dogada se 1 nakon obimnih padavina ili poplava, kada dolazi do otpuStanja nutrijenata,
pesticida i drugih hazardnih supstanci koji se upotrebljavaju u poljoprivredi, u vodotokove

(Wallach, 1991; Granato, 1996).
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Na osnovu korelacija pojedinih mikrobioloskih i1 fizicko-hemijskih parametara
moguce je da se utvrdi poreklo mikroorganzama detektovanih u povrSinskim vodama.
Odnosno, ako se prate mikrobioloski parametri kvaliteta vode sa organskim jedinjenjima,
koja na primer mogu biti u sastavu dubriva (nitrati, fosfati, pesticidi, insekticidi, itd.)
(Shuval 1 Gruener, 1972) moze da se ukaze da je njihovo poreklo sa poljoprivrednih
povrsina, dok mikroorganizmi koji koreliSu sa, na primer, proizvodima za li¢nu upotrebu ili

lekovima vode poreklo iz komunalnih otpadnih voda.

1.4. Biomonitoring

Bioloski monitoring (biomonitoring) predstavlja sistematicno koriséenje zivih
organizama, odnosno bioloskog odgovora, u odredivanju uslova ili promena u Zivotnoj
sredini (Rosenberg, 1998; Gerhardt, 2002; Oertel 1 Salanaki, 2003). Pored podataka o stanju
zivih organizama, biomonitoringom se prikupljaju 1 podaci o zagadivacu, o prisustvu,
distribuciji izvora zagadenja, ali i o prenosenju zagadivaca (Munn, 1973). Bioindikacija se
moze vrsiti na razli¢itim nivoima bioloske organizacije, od nizih kao $to je molekularni ili

¢elijski nivo organizma, ali 1 na nivou organizma, populacije, zajednica ili ekosistema.

U studijama koje se bave ekotoksikologijom ili ekogenotoksikologijom,

biomonitoring se moze vrSiti in situ ili ex situ (Wright 1 Welbourn, 2002; Kolarevié, 2014).

In situ studije podrazumevaju da se biomonitoring vr$i u prirodnom okruzenju,
odnosno na odredenom lokalitetu, direktno u Zivotnoj sredini. U Zivotnoj sredini organizmi
su pod uticajem mnogobrojnih abioti¢kih 1 bioti¢kih faktora, koji medusobno mogu imati
razliCite interakcije (aditivne, sinergisticne, antagonisticke ili neutralne). Zbog toga je
neophodno da se tokom svakog izlaska na teren, pored stanja bioindikatora i biomarkera,
prate i fizi€ko-hemijski uslovi u datom trenutku. S obzirom na kompleksan sistem uslova
koji se nalaze u zivotnoj sredini 1 na njihove medusobne interakcije, veoma je tesko, ili ¢ak
nemoguce, razgraniCiti efekat pojedinacnog faktora. Odnosno, treba voditi racuna o

zakljuccima koji se izvode, da li je odgovor ili nedostatak odgovora biomarkera, rezultat
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izlaganja (ili neizlaganja) odredenoj supstanci od interesa, ili je to odgovor meSovitog
uticaja drugih hemijskih agenasa (Forbes i sar., 2006). Stoga je za pouzdanu interpretaciju
rezultata, neophodno imati kvalitaetne i poredive podatke ne samo o biomarkerima koji se
istrazuju, ve¢ i rezultate merenja prate¢ih parametara, kako bi se mogli povezati slozeni
procesi u sistemu. Ovo povezivanje se vr§i pomocu korelacija ili multiple regresije izmedu

fizicko-hemijskih 1 hemijskih faktora 1 biomarkera.

Ex situ studije vrSe se u kontrolisanim laboratorijskim uslovima. U ovako
organizovanim eksperimentima moguée je kontrolisati viSe faktora, mogucéa je selekcija
faktora (iskljucivanje ili dodavanje), analiza uticaja jedne supstance ili smeSe supstaci
kojima se zna pocetna koncentracija. Tretmani se mogu organizovati kao stati¢ni, semi-
stati¢ni ili dinamicni (proto¢ni) sistemi. Izbor sistema u okviru kojeg ¢e se istraZivanje
vrsiti zavisi od tipa supstance Ciji efekat se ispituje, od njene stabilnosti, odnosno tempa

degradacije.

1.5. Bioindikatori

Bioloske indikatore, odnosno bioindikatore, ¢ine organizmi ili zajednice
organizama, koji svojim prisustvom ili odsustvom, brojnosc¢u, morfologijom, fiziologijom i
ponasanjem ukazuju na postojanje i jacinu uticaja odredenog kriti¢nog faktora, odnosno
ukazuju da se odredena fizicka ili hemijska varijabla nalazi van svog optimuma (Martin 1
Caughtrey, 1982; Gerhardt, 2002). Pored odgovora na hroni¢no delovanje nekog faktora ili
grupe faktora, bioindikatori moraju biti sposobni da reaguju i na nagle promene u Zivotnoj

sredini (Li i sar., 2010).
U odnosu na primenu bioindikatora, razlikujemo tri kategorije (Gerhardt, 2002):

1. Indikatori Zivotne sredine — vrste ili grupa razli€itih vrsta, kod kojih se odgovor na
negativne promene u Zivotnoj sredini moze predvideti. Ove vrste su najée$¢e sedentarne, sa

moguénoscéu akumulacije razli€itih materija. One se najc¢esée koriste u biotestovima.
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2. Ekoloski indikatori — u ovu grupu spadaju vrste koje su osetljive na zagadenje, na
fragmentaciju habitata 1 na druge stresove. Odgovor ovih bioindikatora se moze

ekstrapolirati na nivo zajednice.

3. Indikatori vezani za raznovrsnost — bogatstvo vrste (eng. species richness) indikatorskog
taksona se koristi kao bogatstvo vrsta zajednice. Pored ovog kriterijuma, ove vrste mogu
sadrzati 1 druge osobine kao §to je endemizam, ili odredene geneticke parametre, specificne

osobine populacija ili specifi¢ne osobine u preferenciji habitata.

Bioindikatori moraju biti sposobni da akumuliraju visoke koncentracije zagadivaca,
ali da istovremeno stopa smrtnosti bude niska, takode, najceS¢e su to sesilni organizmi
(slabo pokretni), te se njihov odgovor na uticaj raznih polutanata povezuje sa lokalitetom
gde su uzorkovani (Zhou i sar., 2008). Druge osobine koje bi trebalo da poseduju su: Siroka
rasprostranjenost i lako uzorkovanje — tako se rezultati mogu uporediti izmedu lokaliteta u
okiru jednog vodotoka, ali 1 izmedu lokaliteta koji se nalaze na razli¢itim vodotokovima, pa
¢ak 1 medu vodotokovima na razli¢itim kontinentima; dugafak Zzivotni vek — bitno za
ispoljavanje dejstva zagadivaca; visoka abudanca, ili veli¢ina tela — razli¢ite analize
zahtevaju odredenu koli¢inu materijala; lako laboratorijsko gajenje — ova osobina je bitna
za dodatna ex situ istraZivanja, to jest izlaganje ovih organizama u kontrolisanim

laboratorijskim uslovima (Zhou i sar., 2008).

U rekama se kao bioindikatori naj¢eS¢e koriste makroinvertebrati (Rosenberg i
Resh, 1993; Lenat i Barbour, 1994; Statzner i sar., 2001; Buffagni i sar.,2004), perifiton
(Whitton 1 Rott, 1996; Vis i sar., 1998; Prygiel i Coste, 1999 ; Coste i sar., 2009 ) i ribe
(Fausch i sar., 1990; Joy i1 Death, 2002; Oberdorff i sar., 2002; Pont i sar., 2006). Od
velikog znacaja za bolji uvid stanja odredenog akvati¢nog ekosistema su studije koje se
bave grupama organizama koje pripadaju razli¢itim trofickim nivoima (Soininen i
Koénonen, 2004; Scuri i sar., 2006; Carlisle i sar., 2008; Birk i Hering, 2009, Torrisi i sar.,
2014; Aborgiba i sar., 2016).



Uvob

1.5.1. Akvatié¢ni makroinvertebrati kao bioindikatori

Akvati¢ni makroinvertebrati su organizmi koji bar deo Zivotnog ciklusa naseljavaju
vodene ckosisteme (Rosenbert i Resh, 1993). Da bi se organizmi svrstali u akvati¢ne
makroinvertebrate, pored kriterijuma staniSta — da naseljavaju vodu, moraju da ispune i
drugi kriterijum, odnosno da budu ve¢i od 500 um. U okviru grupe makroinvertebrata
nalaze se organizmi koji naseljavaju razli¢ite tipove stanista u okviru vodenog ekosistema.
Jedni mogu ziveti pri povrsini vode (neuston), drugi naseljavaju dno (bentos), ali mogu
ziveti 1 medu submerznom vegetacijom (epifloral).

U odnosu na pomenute osobine koje je neophodno da bioindikatori poseduju, moze
se re¢i da je grupa akvaticnih makroinvertebrata zahvalna za koriS€enje u svrhe
biomonitoringa (Paunovié, 2007; Markovié, 2014; Popovi¢, 2014; Rakovi¢, 2015; Zori¢,
2015; Tomovi¢, 2015; Atanackovi¢, 2015). Odnosno, kod mnogih grupa akvati¢nih
makrobeski¢menjaka poznata je njihova ekologija (Zivotni ciklus, preferencije za staniste,
ishranu, reprodukciju, itd.). Mnoge vrste koje pripadaju ovoj grupi su, takode, slabo
pokretne, osetljive na promene u zivotnoj sredini, imaju Siroku rasprostranjenost.
Makrobeski¢menjaci su nacelno raznovrsna grupa i vodene zajednice se Cesto odlikuju
velikom brojnoscu vrsta.

Pored mikrobioloskih, fizicko-hemijskih 1 hemijskih parametara kvaliteta vode
(pojedini hemijski parametri specifi¢ni za sliv/podrucje spadaju u parametre ekoloskog
statusa), za procenu ekoloskog statusa ili potencijala, neophodno je da se koriste i bioloski
indeksi koji su prilagodeni odredenim grupama organizama, na primer grupi akvati¢nih
invertebrata. Da bi se utvrdio stepen organskog zagadenja, opSte degradacije vodenog
ekosistema, kao 1 tip 1 intenzitet drugih negativnih pritisaka, mogu se koristiti indeksi koji
su zasnovani na parametrima raznovrsnosti, biodiverziteta, saprobnosti, zatim grupa
indeksa koji su zasnovani na osetljivosti vrsta i/ili zajednica bentosnih beski¢menjaka, kao 1
ucesce familije Tubificidae u uzorcima (ODV, 2000/60/EC; Shannon i Weaver, 1949;
Zelinka — Marvan, 1961; Armitage, 1983).
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1.5.1.1. Akvati¢ne oligohete — familija Tubificidae

Oligohete su parafiletska grupa ¢iji predstavnici mogu da naseljavaju terestricne
ekosisteme, da budu amfibijski ili da naseljavaju akvati¢ne ekosisteme (Timm, 2009). Ova
grupa akvati¢nih invertebrata pripada celomatama. One imaju zatvoreni krvni sistem kojeg
¢ine dorzalni 1 ventralni krvni sudovi, koji su medusobno spojeni manjim poprec¢nim
krvnim sudovima. U celomskoj te¢nosti nalaze se leukocitne celomocite koje imaju ulogu u
imunom odgovoru (Salzet et al. 2006), a u krvnom sistemu hemocite. Kao §to im ime kaze,
Oligochaeta su malocekinjasti crvi koji su segmentisani i Cija je telesna organizacija
bilateralno simetri¢na. Za njih je karakteristicno da imaju po dva dorzalno i isto toliko
ventralno postavljena snopa heta koje su hitinozne prirode. Broj, oblik i poloZaj heta je
pouzdana taksonomska karakteristika (Slika 1.1.). Usni otvor se nalazi u prednjem delu
dela, prostomium. Ovaj deo kod nekih vrsta moze biti izduZen i tada se naziva proboscis.
Neke vrste akvati¢nih oligoheta imaju ocne mrlje. Zadnji deo tela, pigidijum, sadrzi analni
otvor. Sto se tiGe razmnoZavanja, oligohete su hermafroditi. PoloZaj genitalnih organa je,
takode, taksonomska karakteristika. Neke vrste mogu da se razmnozavaju 1 aseksualno,
fragmentacijom, paratomijom 1 partenogenezom (van Haaren 1 Soors, 2013). Respiracija se
obavlja preko povrsine tela. Neke vrste imaju razvijene posebne adaptacije, kao §to su
Skrge koje povecavaju povrSinu preko koje se vrSi respiracija. Oligohete se krecu

peristaltickim pokretima, a neke mogu plivajuci da prelaze kraca rastojanja.
Hete

Prostomium l o
' (P

Tubificidae

Genitalni
sistem

Slika 1.1. Glavne taksonomske karakteristike Oligochaeta (primer Tubificidae) (modifikovana slika, Timm,

2009;)
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Familija Tubificidae je parafiletska grupa Ciji je status u okviru Annelida u nau¢nim
krugovima predmet debate. Na koji naCin ¢e se tretirati ova familija, da li samostalno, ili u
okviru familije Naididae, jo§ uvek je otvoreno pitanje (Atanackovié, 2014). Predstavnici
familije Tubificidae naseljavaju sve regione, pa i Antarktik, odnosno imaju kosmopolitsko
rasprostranjenje (Atanackovi¢, 2014). Pripadnici ove familije su detrivori, koji Zive u
sedimentu, prednjim delom tela zarivenim u podlogu, dok se zadnji deo tela nalazi u
vodenoj sredini 1 preko njega se vrsi respiracija. Nemaju o¢ne mrlje 1 sve vrste su neplivaci.
Razmnozavaju se polnim putem ili fragmentacijom. Fragmentacija, autotomija, ne deSava
se samo tokom aseksualnog razmnozavanja. Kod nekih vrsta tubificida, autotomija se javlja
kao odgovor na mehanicke ili hemijske drazi (Stephenson, 1930; Cameron, 1932;
Rasmussen, 1953), tj. predstavlja na¢in odbrane, ali i detoksifikacije organizma od uticaja,
na primer, teskih metala, ili drugih polutanata (Back, 1990; Lucan-Bouch¢ i sar., 2000,
2003; Lagauzére i sar., 2009). Prilikom napada predatora ili nakon akumulacije odredene
koncentracije nekih polutanata, ovi crvi odbacuju repni region koji se regeneriSe (Bouché i

sar., 2000).

Tubificidae su cesto povezane sa lokalitetima bogatim organskim materijama i
smanjenom oksigenacijom. Njihova zastupljenost u ukupnom wuzorku akvati¢nih
invertebrata ukazuje na stepen zagadenja lokaliteta, odnosno veca zastupljenost ove
familije ukazuje na vece organsko zagadenje. Jedna od vaZnijih osobina staniSta koja
odgovara ovoj grupi Zivotinja jeste podloga u kojoj dominiraju sitnije frakcije sedimenta.
Male planinske reke koje su izolovanije, a samim tim i pod manjim antropogenim
pritiscima, Cesto se karakteriSu podlogom koju ¢ine frakcije veéih dimenzija (krupniji
pesak, Sljunak, kamenje, itd.). Akvati¢ni crvi zive zariveni u sediment, tako da im stanista
sa krupnijom podlogom ne odgovaraju. Muljevita podloga koja najviSe odgovara
tubificidama nalazi se u ravniarkim rekama, jezerima 1 barama, odnosno u ekosistemima

koji su pod ve¢im antropogenim pritiscima.

Tubificidae se cesto koriste u ekotoksikoloskim ispitivanjima (Rodriguez 1
Reynoldson, 2011). U ovim studijama vrSena su istraZivanja bioakumulacije metala,

policikli¢nih aromati¢nih ugljovodonika, herbicida i insekticida, bihevioralna istrazivanja,
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uticaja na gornje slojeve sedimenta (Keilty i sar., 1988; Bouche 1 sar, 2000; Millward 1 sar.,
2001; O'Gara 1 sar., 2004; Ciutat 1 sar., 2005; Steen Redeker i sar., 2007; Paris-Palacios 1
sar., 2010). Usled nacina Zivota one su pod uticajem razli¢itih polutanata preko sedimenta

(ingestijom) ili vode (epidermalnim kontaktom).

1.6. EkogenotoksikoloSka istrazivanja

Ekogenotoksikologija predstavlja subdisciplinu geneticke toksikologije koja
primenjuje znanja iz oblasti molekularne genetike, DNK reparacije, mutageneze,
populacione genetike, matematickog modeliranja i statistike. Metodama u genotoksikologiji
detektuju se efekti i posledice izlaganja genotoksi¢nim agensima. Ekogenotoksikologija
primenjuje principe i1 tehnike genotoksikologije za utvrdivanje efekata zagadivaca
spoljasnje sredine (Shugart i Theodorakis, 1994), odnosno proucava hemijski 1 fizicki
indukovane promene genetickog materijala u organizmima. IstraZivanja u ovoj oblasti su
usmerena na bioloski monitoring mutagena spoljasnje sredine u odredenim ekosistema i na

direktne konsekvence oSte¢enja DNK molekula u in situ i ex situ istrazivanjima.

Komet test ili elektroforeza pojedinacnih celija na gelu (emg. Single Cell Gel
Electrophoresis — SCGE) je jedna od metoda koja se ¢esto koristi za procenu genotoksi¢nog
potencijala. Alkalna verzija ovog testa omogucava detekciju jednolancanih i dvolancanih
prekida na DNK molekulu, kao i detekciju alkalno labilnih mesta (Singh i sar., 1988). Ova
tehnika se zasniva na osobini DNK molekula, koji je negativno naelektrisan, da migrira
kroz elektri¢no polje ka pozitivno naelektrisanoj elektrodi, anodi. Po zavrsetku migracije
kretanje DNK molekula ostavlja jedinstven Sablon za svaku ¢eliju, odnosno za jedro (Tice i
1.2). Ranije se analiza dobijenih kometa radila na osnovu podele jedara u kategorije (0 —
neoSteceno jedro do 4 — jako oSteceno jedro) (Collins i sar., 1997), dok se danas koriste
posebni programski paketi koji mere fluorescenciju. Odnosno, neophodno je da se DNK

oboji nekom fluorescentnom bojom, na primer etidijum bromidom (EB), akridin oranZom
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(AO) ili nekom drugom bojom koja moze da se vezuje za DNK molekul. U ovom
istrazivanju koris¢en je Comet IV Computer Software (Perceptive Instrumnts, UK) koji
meri parametre: intenzitet repa (eng. Tail Intensity — TI; intenzitet fluorescencije repa
komete u odnosu na fluorescenciju ¢itave komete), duzina repa (eng. Tail Lenght — TL;
duzina repa komete) i momenat repa (eng. Olive Tail Moment — OTM; izveden parametar

iz Tl 1 udaljenosti centra mase glave i repa).

a b

Slika 1.2. Prikaz komete: a) neosStec¢ena celija; b) blago oste¢ena ¢elija; c) oStecena Celija

lako postoje literaturni podaci o proceni nivoa oSte¢enja DNK molekula kod
razli¢itih grupa akvati¢nih invertebrata (Pavlica 1 sar., 2001; Stambuk i sar., 2009;
Sobkowiak i Lesicki, 2009; Mihaljevi¢ i sar., 2009; Kolarevi¢ i sar., 2013; Martinez-Paz i
sar., 2013; Vukovi¢-Gaci€ 1 sar., 2014), u slucaju akvati¢nih tubificida ova metoda je bila
prvi put primenjena u naSem istrazivanju uticaja citostatika na integritet DNK molekula
vrste Limnodrilus udekemianus, a zatim 1 u in situ istraZivanjima i na vrstama Branchiura

sowerbyi, Limnodrilus hoffmeisteri, Limnodrilus claparedeanus 1 Tubifex tubifex.

Istrazivanje je radeno na celomocitama i hemocitama tubificidnih vrsta. Prema
literaturnim podacima izolacija celomocita je moguca neinvazivnim metodama. U ovu
svrhu, na primer, moZe se koristiti rastvor koji dovodi do iritacije crva te oni izbacuju
celomocite van tela (Engelmann 1 sar., 2004), ili se izolacija moze radili ultrasoni¢nim
talasima ili elektricnom stimulacijom koje, takode, dovode do izbacivanja celomocita u

spoljasnju sredinu (Sauve 1 sar., 2002; Hendawi 1 sar., 2004; Irizar i sar., 2014). U slucaju
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naSeg istrazivanja neinvazivnim metodama nije dobijen dobar prinos celija, ali ni
prihvatljiva vijabilnost ¢elija za genotoksikoloske studije, te je za izolaciju ¢elija bilo
neophodno da se zivotinje zrtvuju. Na ovaj nacin dobijena je suspenzija ¢elija, saCinjena od

celomocita i hemocita na kojima je kasnije analiziran nivo oste¢enja DNK molekula.

U ovoj disertaciji ekogenotoksikoloska istrazivanja su organizovana kao in situ 1 ex

situ studije.

1.6.1. [In situ istraZivanja

U ovoj studiji in situ istrazivanja su vrSena na dva lokaliteta, jednom na Savi

(lokalitet Duboko) 1 jednom na Dunavu (lokalitet Visnjica) (Slika 1.3).
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Slika 1.3. Lokaliteti: 1. Duboko; 2. Visnjica

Sava protice kroz Srbiju svojim donjim tokom koji se karakteriSe tipi¢nim nizijskim
odlikama. Kod Sremske Mitrovice prosecan godisnji protok je 1500 m?/s. Dunav protice

kroz Srbiju svojim srednjim tokom. Na njegove hidroloske uslove u velikoj meri uticu
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velike pritoke (Simonovi¢ 1 sar., 2010), narocito Sava nakon koje je srednji viSegodisnji
protok 5310 m’/s (Atanacakovié¢, 2015). Lokaliteti Duboko na Savi i Visnjica na Dunavu
trpe jake antropogene uticaje. Lokalitet Duboko se nalazi uzvodno u odnosu na Beograd i
pod uticajem je visestrukih stresora kao $to su otpadne vode grada od 50.000 stanovnika,
poljoprivredne aktivnosti, a od narucitog znacaja se izdvaja aktivnost termoelektrane
»Nikola Tesla I 1 II* 1 pridruzenih pepeliSta. S druge strane, lokalitet ViSnjica se nalazi
nizvodno u odnosu na Beograd. Na ovom lokalitetu je izraZzen uticaj otpadnih voda s
obzirom da se uzvodno od njega nalazi glavni kolektor otpadnih voda Beograda. Takode,

na suprotnoj, levoj obali izraZene su poljoprivredne aktivnosti.

Za in situ istrazivanja su koriS¢ene vrste iz familije Tubificidae: L. udekemianus, L.
hoffmeisteri, L. claparedeanus, T. tubifex i B. sowerbyi (Slike 1.4. — 1.6.). Nabrajane vrste
imaju kosmopolitsko rasprostranjenje. Preferiraju staniSta koja su bogata organskom
materijom i vazna su karika u lancu ishrane. Takode, vrste kao Sto su L. hoffmeisteri, L.
claparedeanus 1 T. tubifex Cine jednu od glavnih komponenti u zajednicama akvati¢nih
invertebrata, a uo€eno je da poslednje nestaju sa staniSta u slucaju poveéanog zagadenja
(Lucan-Bouché i sar., 1999; Paris-Palacios i sar., 2010). B. sowerbyi je za razliku od ostalih
vrsta monofiletska alohtona vrsta za nase krajeve koja potice iz tropkih predela. Ova vrsta
ima veée dimenzije tela sa karakteristicnim filiformnim Skrgama sa dorzalne i ventralne
strane zadnje trecine tela. PoSto unosi velike koli¢ine substrata (Wang i Matisoff, 1997)
modifikuje poroznost substrata, ali uti¢e 1 na fluks nutrijenata i na ciklus ugljenika i azota u
svojoj neposrednoj blizini (Fakuhara i sar., 1980). Ekologija vrste B. sowerbyi ukazuje da
ima veliki uticaj na fizicko-hemijsku i1 biolosku dinamiku gornjih slojeva sedimenta
(Matisoff 1 sar., 1999). Glavne taksonomske karakteristike pomenutih vrsta date su na

slikama 1.4-1.6.
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Anteriorna
heta

Posteriorna
heta

prednji deo tela adulta

[ f

Heta na segmentu Il Heta na segmentu V

Posteriorna heta penialna heta Prednji deo tela adulta Penialne hete
Limnodrilus udekemianus Limnodrilus hoffmeisteri L ;
Limnodrilus
claparedeanus

Penialna heta

Slika 1.4. Sematski prikazi glavnih taksonomskih karakteristika kod L. udekemianus, L. hoffneisteri

i L. claparedeanus (modifikovano Timm, 2009)
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Anteriorno ventralne hete Posteriorno ventralna Pektinatne hete
heta

Slika 1.5. Sematski prikaz glavnih taksonomskih karakteristika vrste 7. fubifex (modifikovano Timm,

2009)

;

Anteriorno dorzalne hete

Posteriorna heta
Anteriorno ventralne

hete

Slika 1.6. Sematski prikaz glavnih taksonomskih karakteristika vrste B. sowerbyi (modifikovano

Timm, 2009)
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Veéina in situ istrazivanja rade se na pojedinaénim vrstama, na primer na
odredenim vrstama skoljki Unio pictorum, Unio tumidus, Sinanodonta woodiana (Guidi 1
sar., 2010; Kolarevi¢ i sar., 2013), na ribama Squalius cephalus, Abramis brama, Alburnus
alburnus (Sunjog 1 sar., 2014; Kosti¢ i sar., 2016; Deutschmann i sar., 2016), itd. U slucaju
akvati¢nih oligoheta zbog malih dimenzija tela i taksonomskih karaktera, nemoguce je
odrediti vrstu bez koris¢enja mikroskopa, sem u slucaju nekoliko vrsta koje imaju
specificne adaptacije kao $to je kod vrste B. sowerbyi prisustvo filiformnih Skrga. Razlog
nedostatka literaturnih podataka o koris¢enju ove grupe zivotinja u in situ
ekogenotoksikoloskim istrazivanjima moze se upravo naci u nac¢inu determinacije, prilikom

koga moze do¢i do njihovog osStecenja Sto se moze odraziti na rezultate istrazivanja.

U ovoj doktorskoj disertaciji uticaj Zivotne sredine praden je na DNK materijalu
vrste B. sowerbyi, kao 1 na uzorcima sluc¢ajno izabranih jedinki iz oligohetne faune. Kao $to
je receno, tubificidne vrste naseljavaju stanista koja su pod antropogenim pritiscima zbog
¢ega je nemoguce naci jedinke koje nastanjuju nezagadene referentne lokalitete. Stoga su
za dobijanje referentnih vrednosti oSte¢enja DNK molekula vrste B. sowerbyi koriS¢ene
jedinke koje su gajene u kontrolisanim laboratorijskim uslovima. Kao parametri za procenu
uticaja sredinskih faktora kori$¢eni su prezivljavanje crva i ¢elija, kao 1 nivo osStecenja

DNK molekula.

1.6.2. Ex situ istrazivanja

Ex situ istrazivanja se izvode u kontrolisanim laboratorijskim uslovima. Za pravilno
izvodenje eksperimenata u ex sifu uslovima ne smeju da se koriste zivotinje koje su uzete
neposredno pre postavke eksperimenata iz Zivotne sredine. Zivotinje koje se koriste u
ovako organizovanim eksperimentima mogu imati dvojako poreklo, direktno iz Zivotne
sredine ali sa bitnim preduslovom da su u kontrolisanim laboratorijskim uslovima prosle
aklimaciju ili da to budu zivotinje iz laboratorijskih kultura. Proces aklimacije zivotinja je
bitan zbog prilagodavanja zivotinja optimalnim uslovima u kojima su eliminisani stresni

faktori koji ne mogu biti iskljueni u prirodnom okruzenju. Istrazivanja na razli¢itim
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zivotinjama ukazuju da nakon procesa aklimacije dolazi do smanjenja DNK ostec¢enja kod

zivotinja (Rigonato i sar., 2005; Labieniec i sar., 2007; Kolarevi¢, 2014).

Za ovo istrazivanje koriS¢ene su jedinke vrste L. udekemianus koje su gajene u
kontrolisanim laboratorijskim uslovima, odnosno jedinke koje su formirale stabilnu

laboratorijsku kulturu.

Predmet ex situ istraZivanja bio je ispitivanje uticaja dva farmaceutika, citostatika 5-
fluorouracila (5 — FU) i etopozida (ET), na integritet DNK molekula vrste L. udekemianus.

Kao pozitivna kontrola eksperimenata kori§éeni su tretmani sa model mutagenom CdCl.

Kao §to je pomenuto, usled razvoja osetljivih hemijskih metoda danas se mogu
detektovati niske koncentracije razli¢itih polutanata u akvati¢noj sredini, medu kojima 1
farmaceutika kojima treba posvetiti veliku paznju posto mogu imati ozbiljne posledice po
akvati¢ne ekosisteme. Danas se farmaceutici dizajniraju tako da imaju jace dejstvo, da budu
potentniji ali 1 da budu otporniji na degradaciju. Mnogi lekovi nisu selektivni (mogu da
uti¢u na vedinu eukariotskih ¢elija) 1 pravljeni su da uticu na ciljne proteine u relativno
malim dozama. Zbog ove osobine mnogi farmaceutici ne samo da uti¢u na ciljne grupe
organizama, nego mogu imati i dejstvo na neciljane organizme (eng. ,non-target
organisms‘) §to proSiruje njihovo Stetno dejstvo (Gunnarsson et al., 2008). Aktivni sastojci
nekih farmaceutika koji se nalaze u akvati€noj sredini mogu biti povezani sa ozbiljnim
efektima u razvié¢u akvati¢nih organizama (Jobling et al, 2002; Khetan and Collins ,2007).
Velika opasnost ovih supstanci nalazi se u ¢injenici da pokazuju genotoksi¢ni efekat u
izuzetno malim koncentracijama. Prisustvo genotoksi¢nih i potencijalno karcinogenih
supstanci u akvaticnim ekosistemima predstavlja veliki rizik po ljude ali 1 za organizme
koje nastanjuju ove sredine (Houk and Waters 1996; Ohe et al. 2004; Nehls and Segner
2005; Park et al. 2006).

Jedna grupa farmaceutika koja je od posebne vaznosti za zaStitu zivotne sredine
jeste grupa citostatika koji mogu sti¢i u akvaticne ekosisteme nepromenjeni ili kao
metaboliti. Citostatici imaju karcinogeni, mutageni, citotoksi¢ni, genotoksi¢ni ili

embriotoksicni potencijal (Kiimmerer, 2001).
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5 — FU ima Siroku upotrebu u terapijama razli¢itih kancera. Pokazao se kao izuzetno
efektivan u terapiji kancera debelog creva. Po hemijskoj strukturi, 5 — FU je analog uracila
sa atomom fluora na poziciji C-5 (Slika 1.7). Kao antimetabolit moze inhibirati esencijane
biosintetske procese ili se moze ugradivati u makromolekule, kakvi su RNK i DNK i na taj
nacin narusiti njthovo normalno funkcionisanje (Longley i sar., 2003). Od esencijalnih
biosintetskih puteva inhibira rad timidilat sintaze i sintezu RNK molekula, a kao
fluoronukleotid se inkorporira u RNK ili DNK. Ova dva mehanizma dejstva su povezana,
obzirom da usled nefunkcionisanja timidilat sintaze ne dolazi do formiranja timina, ¢ime se
omogucava metabolitu 5 — FU, dezoksi uridin trifosfatu (dUTP) da se ugraduje u DNK
molekul. Tokom popravke dolazi do ekscizije pogreSnih baza ili nukleotida. Ako je
napravljen veliki broj prekida dolazi do programirane ¢éelijske smrti, odnosno do apoptoze

(Longley i sar., 2003).

O

Slika 1.7. Hemijska struktura 5 — fluorouracil (slika preuzeta sa interneta)

Citostatik sa drugacijim mehanizmom dejstva u odnosu na 5 — FU je
antineoplasti¢ni farmaceutik ET. ET je derivat podofilotoksina koji se koristi u terapijama
tumora pluca, limfoma, testisa, leukemije, itd. (Van Maanen 1 sar., 1988) (Slika 1.8.).
Mehanizam dejstva ovog citostatika odvija se inhibicijom rada enzima topoizomeraze II.
Prave¢i dvolancane prekide DNK molekula ¢ime se omogucava prolazak drugog
dvolancanog segmenta kroz prekid, topoizomeraza II spreCava preterano uvrtanje DNK
molekula (Hande, 1998) tokom replikacije, transkripcije, segregacije hromozoma i DNK
rekombinacije. ET ne utice na kataliticku funkciju topoizomeraze II ve¢ se vezivanjem za
nju formira kompleks ET-topoizomeraza Il ¢ime se spreCava njegova uloga kao ligaze,

odnosno spajanja nastalih prekida.
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1.8.. Hemijska struktura etopozida (slika preuzeta sa interneta)

Kao $to je receno, za proveru eksperimentalne postavke kori§éen je tretman crva sa
CdCl,. Koncentracija ovog metala u vodi zavisi od mineralnog sastava stena i okolnog
zemljiSta, ali najveci uticaj svakako dolazi od ljudske aktivnosti (koriS¢enje u industriji
baterija, izlivanje otpadnih voda razli¢itih industrija u rekama, koristi se kao sredstvo protiv
korozije, kao pigment, produkat sagorevanja fosilnih goriva, ulazi u sastavu fosfatnih
dubriva, itd.) (CCME, 2014). Usled dugackog poluzivota, dolazi do akumulacije ovog
zagadivaca u biljkama 1 Zivotinjama, pa i u coveku (Filipi¢, 2012), a poSto je toksi¢ni metal
koji dovodi do genomske nestabilnosti treba mu dati posebnu paznju obzirom da moze
imati dalekosezne negativne efekte na biotu. PoSto je u mnogobrojnim tkivima potentan
karcinogen Medunarodna Agencija za Istrazivanja Kancera (International Agency for
Research on Cancer, IARC) klasifikovala je kadmijum kao humani karcinogen (Waalkes 1
sar., 2003). lako kadmijum nije redoks aktivan element i ne ucestvuje direktno u
Fentonovoj reakciji povecava koncentraciju reaktivnih kiseoni¢nih vrsta (ROS). U
tretiranim ¢elijama dovodi do smanjenje intracelijske koncentracije glutationa i redukuje
aktivnost Celijskih antioksidativnih enzima (superoksid disutaze, peroksidaze i katalaze)
¢ime se povecava oksidativni stres u celijama (Hussain 1 sar, 1987; Casalino, 2002;
Nemmiche 1 sar., 2011;Filipi¢, 2012). Giaginis i sar. (2006) ukazuju da kadmijum sprecava
normalnu reparaciju DNK molekula, a Filipi¢ (2012) skre¢e paznju i na njegovo dejstvo u

apoptozi i proliferaciji ¢elija.
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2. CILJEVI

Akvati¢ne Oligochaeta, narucito vrste familije Tubificidae, nastanjuju sve tipove
vodenih staniSta, na svim kontinentima i ¢ine jednu od najznacajnijih grupa, po brojnosti
jedinki 1 biomasi, u zajednicama akvati¢nih invertebrata. PoSto nastanjuju stanista koja su
pod velikim antropogenim pritiscima, a kao slabo pokretni organizmi, imaju ulogu
bioindikatora zagadenih akvati¢nih ekosistema. Brojni su literaturni podaci o upotrebi ovih
organizama u toksikoloskim studijama, ali nisu dostupni pisani izvori o upotrebi ove grupe

Zivotinja u in situ 1 ex situ ekogenotoksikoloSkim ispitivanjima.
Imajuéi u vidu pomenute ¢injenice, definisani su slede¢i ciljevi ovog rada:
e da se, na osnovu mikrobioloskih i1 fizi€ko-hemijski parametara, proceni kvalitet

vode na lokalitetima Duboko na Savi i Visnjica na Dunavu,

e da se ispita korelacija izmedu mikrobioloskih sa fizicko-hemijskim i hemijskim

parametrima kvaliteta vode,

e da se utvrdi sastav zajednice akvati¢nih Oligochaeta na lokalitetima Duboko i1

Visnjica,

e da se odredi ocena ekoloSkog potencijala na lokalitetima Duboko i Visnjica na

osnovu zajednice akvati¢nih Oligochaeta,

e da se uspostave laboratorijske kulture Brachiura sowerbyi 1 Limnodrilus

udekemianus,

e da se komet test optimizuje i1 prilagodi primeni na ¢elijama celomske tecnosti i

krvnog sistema oligoheta iz familije Tubificidae,
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da se odredi bazalni nivo oste¢enja DNK molekula vrste B. sowerbyi,

da se ispita osetljivost celomocita i hemocita vrste B. sowerbyi u detekciji oSteéenja

DNK molekula usled sredinskog stresa in situ,

da se ispita osetljivost celomocita i hemocita poreklom iz meSovitog uzorka
akvaticnih oligoheta (L. claparedeanus, L. hoffmeisteri, L. udekemianus, B.
sowerbyi 1 Tubifex tubifex) u detekciji oste¢enja DNK molekula usled sredinskog

stresa in situ,

da se utvrde korelacije nivoa oste¢enja DNK molekula oligoheta sa mikrobioloskim,

fizicko-hemijskim i hemijskim parametrima kvaliteta vode u in situ istrazivanjima,

da se utvrde korelacije oSte¢enja DNK molekula u uzorcima B. sowerbyi i u

mesovitim uzorcima sa sastavom zajednice Oligochaeta,

da se odredi bazalni nivo oste¢enja DNK molekula vrste L. udekemianus,

da se ispita toksi¢ni uticaj CdCl,, 5-fluorouracila 1 etopozida na prezivljavanje

adulta i celomocita i hemocita vrste L. udekemianus u ex situ istrazivanjima i

da se ispita uticaj CdCI2, 5-fluorouracila i etopozida na nivo osSte¢enja DNK

molekula celomocita i hemocita vrste L. udekemianus u ex situ istraZivanjima.
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3. MATERIJAL I METODE

3.1. Materijal

3.1.1. Rastvori

Rastvor za fiksiranje uzoraka makroinvertebrata

4% rastvor formaldehida ,,ZORKA Pharma“ Sabac (Formaldehid HCHO 35%, M = 30,03
g/mol).

95-96 % rastvor etanola (C;HsOH) ,,ZORKA Pharma* Sabac.

Lumbricus Balanced Salt Solution — LBSS

Za 1 L rastvora potrebno je:

T15 MM INACT oot ssssssnsnsnnsnnnnnnn 393 ¢
4,8 MM KICl .ttt ettt 0,358 g
1,1 MM MESO4 X THoO oottt et eeaaeeen 0,27 g
0,4 MM KHoPO44 .ot ettt e 0,054 g
0,3 MM NazHPO4 X THO oottt aasasaaasesassnnnanees 0,043 ¢
4.2 MM NAHCOS .t 0,353 ¢
AH2O ettt 1000 mL

pH se podeSava na 7,3; Osmotski pritisak rastvora je 300 mOsm,;
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Rastvor za lizu (pH 10)

Za 1 L rastvora potrebno je:

NaCl ,,Carlo Erba Reagents* (Milano, Italija) .........cccccoeeviiiiiiiiiniieeciieeeee e, 146,6 g
EDTA ,,Sigma* (St. Louis, MO, USA) ....ccoiiiiiiieiieeeeee e 372 ¢
Tris ,,Sigma* (St. Louis, MO, USA) ....oooiiiiiiiieiieee ettt 121 g
AH2O ettt ettt et eaeas 1000 mL

Triton X-100 ,,Sigma‘“ (St. Louis, MO, USA)
Nakon podesavanja pH dodaje se 1% Triton X-100 i snazno se promesa.

Rastvor za denaturaciju i elektroforezu (pH 13)

Za 1 L rastvora potrebno je:

10 M NaOH ,,Superlab® (Beograd, Srbija) .........ccccceeriiiiiieiiiiiieieeieeeee e 30 mL
0,2 M EDTA ,,Sigma‘“ (St. Louis, MO, USA) ....ccooiiiiiiiieieeeeee e 5mL
AHOO ettt ettt ettt ettt et eaeeeatean 965 mL
Ne podesavati pH.

10 M NaOH

Za 500 mL rastvora je potrebno:
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0,2 M EDTA

Za 500 mL rastvora je potrebno:

Rastvor za neutralizaciju (pH 7.5)

Za 1 L rastvora potrebno je:

Nakon podesavanja pH rastvore treba ¢uvati u frizideru.

1% NMP za prvi sloj

Za 100 mL rastvora potrebno je:

NMP , Eurobio® (Francuska).........c.ccecuiiiiiieoiiieeiiee ettt lg

1% NMP za drugi sloj

Za 100 mL rastvora potrebno je:

NMP ,Eurobio® (Francuska) .........cccocieiieiiieiiieiiierie ettt lg
1xPBS ,,The Cell Culture Company* (AUSLIIA) .....cccveeerveeerireeiieeiieeeieeeeieeesvee e 99 mL
1% LMP

Za 100 mL rastvora potrebno je:

LMP ,,Bio-Rad Laboratories® (CA, USA) .....cooiiioeiieeeeeeeeee e lg
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1xPBS ,,The Cell Culture Company* (AUSLIIA) .....ccvveerereeeriireeiiieeiie e eeiee e 99 mL
1xPBS

Za 1000 mL rastvora potrebno je:

LOXPBS ettt nnnnnn 100 mL
STETTINGA QHO e eeeeneeenenena 900 mL
Etidijum bromid SI

10 mg/mL ,,Sigma“ (St. Louis, MO, USA)

AKridin oranz SI

10 mg/mL ,,Sigma* (St. Louis, MO; USA)

AKridin oranz/etidijum bromid

Za 1 mL rastvora potrebno je:

AKIIAIN OTANZ ST ..ottt 10 uL
Etidijum Bromid ........co.ooiiiiiiiiiiiici e 10 uL
AH2O ettt 980 uL

AKkridin oranZ za komet test

2 pug/ml ,,Sigma“ (St. Louis, MO, USA)

CdCl, primarni stok 10 mg/mL
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3.1.2. Citostatici

Citostatici 5-fluorouracil (CAS br. 51-21-8) i etopozid (33419-42-0) firme ,,Sigma-
Aldrich®. Primarni stokovi 5-fluorouracila pravljeni su u koncentraciji 1 mg/ml u
destilovanoj vodi. Primarni stok etopozida pripremljen je u dimetil sulfoksidu (DMSO) u

finalnoj koncentraciji 50 mM. Citostatici su rastvarani neposredno na dan eksperimenta.

5-fluorouracil primarni stok 1 mg/mL

Za 10 mL rastvora potrebno je:

Etopozid primarni stok 50 mM
Za 1 mL rastvora potrebno je:

Etopozid ,,Sigma* (St. Louis, MO, USA) ..ccuiiiiiiiiiieeee e 29,4 mg

3.2. Podrudje istrazivanja

Ovom doktorskom disertacijom obuhvaceno je istrazivanje na Savi i Dunavu koja

su vrSena tokom 2014. 1 2015. godine.

Sava (duzina 945 km; povrSina sliva 97,713 km?) je desna pritoka Dunava i najveca
reka koja se na teritoriji Srbije uliva u Dunav. Svojim tokom prolazi kroz 4 drzave:
Sloveniju, Hrvatsku, Bosna 1 Hercegovinu i Srbiju. Gornji tok Save pripada alpskom tipu, a
od Hrvatske do uS¢a Sava je tipi¢na ravnicarska reka. Na Savi se mogu uociti razliciti tipovi
pritisaka. Hidrogeoloske promene su izrazene u gornjem toku Save, a u srednjem i donjem

toku od velikog znacaja su uticaji koji dolaze od velikih naselja (neprecis¢ena otpadna
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voda), kao 1 uticaji intezivne industrijske aktivnosti (teska industrija, hemijska industrija,
itd.) 1 poljoprivrede (spiranja zemljiSta). Od ukupne duzine Save Srbiji pripada 207 km
re¢nog toka. Kroz Srbiju duz njenih obala nalazi se viSe zaStiCenih podrucja, plavnih

podrucija, mocvara, mrtvaja, a najvece pritoke su Drina, Bosut i Kolubara.
Sava — lokalitet Duboko

Deo istrazivanja u okviru ove doktorske disertacije radeno je na lokalitetu Duboko
(25 rkm; 44°39°39.77" N 20°16°52.57" E) na Savi tokom 2014. i 2015. godine. Tokom
2014. godine na ovom lokalitetu, uzorkovanje je vrSeno tokom 9 meseci (januar, februar,
mart, maj, jun, jul, avgust, oktobar i decembar), a tokom 2015. godine tokom 10 meseci
(mart, april, maj, jun, jul, avgust, septembar, oktobar, novembar i decembar). Ovaj lokalitet
se nalazi nizvodno od Obrenovca i uséa reke Kolubare (27 rkm), a uzvodno od Beograda
(Slika 3.1. - 3.3.). Duboko je pod uticajem otpadnih neprecis¢enih voda Obrenovca i
Barica, pod uticajem Termoelektrana ,,Nikola Tesla® (TENT A i B) i deponija pepela u
sklopu TENT-a. Ovaj lokalitet se karakteri$e prose¢nim protokom vode od oko 3.000 m*/s i
dobrom aeracijom (Vukovié-Gaci¢ i sar., 2014). Od maja do septembra 2014. godine ovaj

lokalitet je bio pod uticajem velikih poplava koje su se desile u slivu Save.
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Slika 3.1. Lokalitet Duboko i znacajni zagadivaci: 1. mesto uzorkovanja; 2. us¢e Kolubare; 3. grad

Obrenovac; 4. termoelektrana ,,Nikola Tesla A“; 5. pepeliste
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Slika 3.3. Lokalitet Duboko — normalan vodostaj

Dunav je druga najduza reka u Evropi (2.850 km) 1 najznacajniji evropski plovni
put. Poput Save, Dunav je medunarodna reka koja prolazi kroz 10 drzava (Nemacka,
Austrija, Slovacka, Madarska, Hrvatska, Srbija, Rumunija, Bugarska, Moldova 1 Ukrajina),
a njegovom velikom slivnom podrugju (801.093 km?) pripadaju dodatnih 9 evropskih

drzava (Italija, Poljska, Svajcarska, Ceska, Slovenija, Bosna i Hercegovina, Crna Gora,
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Makedonija 1 Albanija). Kako bi se jasnije uvideo znac¢aj Dunava treba rec¢i da u okviru 19
evropskih drzava koje povezuje, u njegovom slivhom podrucju zivi 165 miliona ljudi
(Paunovi¢ i sar., 2007). Obzirom da prolazi kroz velike gradove, Dunav je pod velikim
antropogenim pritiscima, $to od velike koli¢ine otpadnih voda (prec¢is¢enih i1 nepreciséenih),
od industrije koja prati velike urbane centre (industrija za proizvodnju elektricne energije,
hemijska industrija, rafinerije nafte, itd.), takode na Dunavu je izgradeno vise
hidroelektrana koja svojim polozajem menjaju hidromorfoloske odlike reke. Od ukupne
duzine Dunava Srbiji pripada 588 km. Ve¢im delom toka kroz Srbiju Dunav je ravnicarska
reka, a spiranje zemljiSta u ovom sektoru je glavni uzrok zagadenja (sa zemljiStem se
ispiraju 1 hemijska sredstva koja se koriste u poljoprivredne svrhe). Glavne pritoke Dunava

kroz Srbiju su Tisa, Sava i Velika Morava.

Dunav — lokalitet ViSnjica

Lokalitet Visnjica na Dunavu (1165 rkm; 44°50°22.60" N 20°33°29.31" E; kod
restorana ,,Dunavska terasa) nalazi se pod uticajem otpadnih voda Beograda (Slika 3.4. -
3.5.). U blizini ovog lokaliteta, u rukavcu kod Ade Huje ispusta se otpadna voda iz glavnog
kolektora Beograda, a u neposrednoj blizini ispustaju se otpadne vode iz domacinstava i
restorana koji se nalaze na obali Dunava. Na ovom lokalitetu uzorkovanje je radeno tokom
10 meseci (februar, mart, april, maj, jun, jul, septembar, oktobar, novembar i decembar)

2014. godine.
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Slika 3.4. Lokalitet Visnjica: 1. mesto uzorkovanja; 2. mesto ispusta glavnog kolektora otpadnih voda

Beograda.

Slika 3.5. Lokalitet Visnjica (slika je preuzeta sa interneta)
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3.3. Metode

3.3.1. Ekoloska istrazivanja

3.3.1.1. Prikupljanje i laboratorijska obrada materijala makroinvertebrata za
procenu sastava zajednice makroinvertebrata

Uzorkovanje faune dna vr$eno je ru¢nom bentoloSkom mrezom (promer okca 500 i
250 um), ili uz pomo¢ bentoloskog bagera tipa Van Veen (zahvatna povrina 270 cm’) na
podlozi koja je muljevita sa manjim prisustvom Cestica peska, sitnog Sljunka 1 detritusa. U
slu¢aju kada su uzorci sedimenta uzimani bagerom, isti su zatim prebaceni u bentlosku
mrezu i pazljivo prosejani, kako bi se bioloski materijal odvojio od sedimenta, a kako bi se
izbeglo povredivanje uzorkovanih organizama. Tokom uzorkovanja uzimani su uzorci u
duplikatu. Jedan uzorak je fiksiran 4 % formaldehidom ili 95-96 % etanolom i koristio se za
determinaciju sastava zajednice makroinvertebrata i za procenu ekoloskog potencijala
lokaliteta. Drugi uzorak ostavljen je u svezem, nefiksiranom, stanju u vodi sa datog
lokaliteta 1 dalje je koriS¢en za procenu genotoksi¢nog potencijala na datim lokalitetima
istrazivanja. Uzorci su pakovani u odgovarajuée obeleZzenu ambalazu, a zatim su

transportovani do laboratorije.

Laboratorijska obrada materijala akvatiénih makroinvertebrata vrSena je na
Odeljenju za hidroekologiju i zaStitu voda (Institut za Bioloska Istrazivanja ,,SiniSa
Stankovi¢®). Prvi korak u obradi uzoraka bilo je ispiranje teku¢om vodom od fiksativa kada
se ujedno radi i dodatno prosejavanje sa ciljem preciS¢avanje uzorka od zaostalih necisto¢a
(Cestice sedimenta, detritusa, liS¢a, itd.). Nakon ispiranja vr$i se odvajanje 1 sortiranje
organizama po grupama i skladiStenje u 4 % formalinu (plasti¢éne samostojece mikrotube od
2 ml sa zavrtajem, plasticne posude od 20 ili 250 ml). Sortiranje organizama je radeno
pomocu binokularne lupe Zeiss, Semi 2000-C (Carl Zeiss Microscopy, GmbH, 37081
Gottingen, Germany).
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Nakon §to su uzorci o€iS¢eni, a organizmi klasifikovani pristupilo se determinaciji
organizama iz uzoraka. Determinacija bentosnih organizama vrSena je do nivoa vrste,
odnosno do najnizeg pouzdanog taksonomskog nivoa, binokularnom lupom (uvecanje do
40x) 1 mikroskopom (uveéanje do 63x) (Zeiss, AXIO, Lab.Al; Carl Zeiss Microscopy,
GmbH, 37081 Gottingen, Germany). Za identifikaciju makroinvertebrata koris¢eni su
odgovraju¢i kljuevi za determinaciju 1 literatura zavisno od grupe organizama
(Oligochaeta — Brinkhurst, 1971 a, b;Timm, 1999; Timm, 2009; Mollusca — Pfleger, 1998;
Gloer 1 Meier-Brook, 2003; Beran, 2009; nomenklatura i klasifikacija ostalih grupa
makroinvertebrata data je prema fauni Evrope — De Jong, 2013). Sa ciljem da se dobije §to
tanija slika o stanju biodiverziteta zajednice vodenih beski¢menjaka, iz analize su

iskljucene prazne ljusture mekusaca i pupalni oblici holometabolnih insekata.

3.3.1.2. Procena ekoloSkog statusa — bioloski parametri

Bioloski parametri koji su kori§éeni za ocenu stanja ispitivanih vodenih ekosistema su

slededi:

- raznovrsnost je odredena preko broja zabelezenih taksona. Prema Okvirnoj
direktivi o vodama (eng. Water Framework Directive, ODV) (ODV, 2000/60/EC)
koristi se za organsko zagadenje, degradaciju vodenog toka, kao i za acidifikaciju.

- biodiverzitet je odreden uz pomoé Senonovog indeksa diverziteta (H) (Shannon i
Weaver, 1949), koji predstavlja meru raznovrsnoti zastupljenosti vrsta (AQEM,
2002). Prema ODV predlaze se da se koristi za organsko zagadenje, hidro-

morfolosku 1 opStu degradaciju i za acidifikaciju.

S
H = — Zpi Inpi
i=1
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U formuli je: p; = N/N; N; — broj individua i-te vrste; N — ukupan broj individua u
uzorku; s — ukupan broj vrsta.

saprobni indeks (SI) po metodi Zelinka — Marvan (1961) uvodi saprobnu valencu
(kseno-, oligo-, beta-meso, alfa-meso 1 poli saproban), koja omogucava da
organizmi imaju vise stupnjeva saprobnosti (0 — 10) (AQEM, 2002). Prema ODV
ovaj parametar moZze da se koristi u slucaju organskog zagadenja, hidro-morfoloskih

1 opstih degradacija i u slucaju acidifikacije.

_ iz1Shg
i=1hg

U formuli je: s — saprobni indeks svake vrste; # — procenjena frekvencija vrste; g —
indikativna vrednost vrste

BMWP indeks (eng. biological monitoring working party) (Armitage, 1983)
pokazuje vrednost osetljivosti zajednice bentosnih beski¢menjaka na organsko
zagadenje. Ovaj parametar daje svakoj porodici u zajednici bentosnih
beski¢menjaka vrednost od 1 do 10. Porodice koje su izuzetno osetljive na organsko
zagadenje po ovom indeksu nose vrednosti 10, dok one koje su tolerantne imaju
manju vrednost indeksa. Prema ODV ovaj indeks se koristi za organsko zagadenje,
za opstu 1 hidro-morfolosku degradaciju i acidifikaciju.

UceS¢e familije Tubificidae u zajednici makroinvertebrata (% Tubificidae) — u
zavisnosti od prisustva razlicitih grupa vodenih makroinvertebrata u uzorku moze se
utvrditi o kakvom lokalitetu se radi. Obzirom da Tubificidae preferiraju muljevit
supstrat, bogat organskim materijama veéa % zastupljenost Tubificidae u zajednici
vodenih makroinvertebrata ukazuje da je dati lokalitet pod veéim organskim
pritiskom koji ne odgovara taksonomskim grupama koje su osetljlivije (npr.

Ephemeroptera, Plecoptera i Trichoptera.)
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3.3.2. Ekotoksikoloska istrazivanja

3.3.2.1. Uspostavljanje laboratorijske kulture i aklimacija

U kontrolisanim uslovima uspe$no su uspostavljene laboratorijske kulture vrsta B.

swoerbyi i L. udekemianus.

Laboratorijska kultura vrste B. sowerbyi je uspostavljena tokom 2014 godine.
Jedinke od kojih je upesno uspostavljena laboratorijska kultura donete su sa lokaliteta
Duboko na Savi. Sediment je uzorkovan bentoloskim bagerom (Van Veen, zahvatna
povrina 270 cm?) nakon ¢ega je prebacen u rucnu bentolosku mrezu (promer okca 250pum)
i pazljivo je ispran na lokalitetu. Citava zajednica akvati¢nih makroinvertebrata je
prebacena u plasti¢nu posudu (500 ml) i transportovana na hladnom (u rashladnoj torbi, 4
°C) do laboratorije. U laboratoriji je jo§ jednom pazljivo ociS¢en uzorak (treba voditi racuna
posto jedinke vrste B. sowerbyi lako odbacuju zadnji deo tela bez kojeg se ne moze sa
sigurnos$¢u re¢i koja je vrsta a da se ne koristi mikroskop) i cele neoste¢ene jedinke su
prebacene u akvarijumima napunjenim sa 3 L odstajale vode, dok je kao podloga koris¢ena
200 g ,prirodna glina“™ (,,Riznica Prirode®). Fotoperiod je 12h mrak/12 h dan,
temperatura vode je odrZana na 22+1 °C, a aeracija je konstantna. Crvi su hranjeni jednom

nedeljno sa TetraMin (Nemacka) hranom za ribice, a voda je menjana nedeljno.

Zahvaljuju¢i kolegama sa Instituta za biologiju i ekologiju, Prirodno-matematickog
fakulteta, Univerziteta u Kragujevcu dobili smo jedinke L. udekemianus koje su koris¢ene
za uspostavljanje laboratorijske kulture 2012. godine. Kao i u slucaju B. sowerbyi, za
uspostavljanje kulture L. udekemianus su koriS¢ene jedino neoStecene Citave jedinke koje
su stavljene u akvarijumima od 8 L sa odstajalom dehlorisanom vodom koja je menjana

jedanput nedeljno, podlogom |, prirodna glina“™

(,,Riznica Prirode). Kao 1 kod ostalih
laboratorijskih kultura, crvi su hranjeni hranom za ribice (TetraMin, Nemacka), fotoperiod
je odrzan na 12h mrak/12 h dan, aeracija konstantna srednje jacine, temperatura vode 22+1

°C.
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Nalaz kokona i juvenilnih jedinki je bila potvrda da su laboratorijske kulture
uspeSno uspostavljanje, odnosno da je doSlo do razmnoZavanja crva u kontrolisanim

uslovima (Slika 3.9).

""“

Slika 3.6. Razviée B. sowerbyi — kokoni sa juvenilnim jedinkama i njihov izlazak iz kokona

Za odredivanje bazalnog nivoa oste¢enja DNK molekula vrste B. sowerbyi 1 L.
udekemianus koris¢eni su crvi iz laboratorijske kulture za koje se podrazumeva, posto su

gajeni u optimalnim uslovima duze vreme, da su prosli aklimaciju.
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3.3.2.2. Komet test

Za procenu nivoa DNK oSstecenja primenjena je alkalna verzija komet testa (Singh 1
sar., 1988). Svi koraci ove metode radeni su pod indirektnim zutim svetlom. Gelovi su
sacinjeni od 3 sloja agaroze. Prvi sloj agaroze normalne tacke topljenja (1 % NMP, eng.
Normal Meltin Point) je stavljen 24 h pre pocCetka komet testa na prethodno ociscene
mikroskopske plocice, a zatim su ostavljene da se osuse na sobnoj temperaturi. Kao i prvi
sloj agaroze, 1 drugi sloj je sac¢injen od NMP, na dva mesta na plocici stavlja se po 80 ul 1
% NMP agaroze koji se prekrivaju pokrovnim staklima — da bi se agaroza ravnomerno
rasporedila. Ove mikroskopske plo€ice se zatim stavljaju 5 min na 4 °C — da bi se agaroza
stegla, odnosno polimerizovala. Nakon 5 minuta pokrovna stakla se skidaju, a na ova dva
mesta na plocici stavlja se po 70 pl suspenzije koja je dobijena mesSanjem 30 pl suspenzije
¢elije 1 70 pl 1 % agaroze niske tacke topljenja (eng. Low Melting Point — LMP) i
prekrivaju pokrovnim staklima. Nakon 5 minuta na 4 °C pokrovna stakla se skidaju, te se
mikroskopske plocice potapaju u hladan i svez pripremljen rastvor za lizu na 1h (2,5 M
NaCl, 100 mM EDTA, 10 mM Tris, 1,5% Triton X-100, 10% DMSO, pH 10, 4°C). Nakon
ovog koraka, ploCice se pazljivo vade iz rastvora za lizu i redaju se u kadicu za
elektroforezu u koju se stavlja hladan rastvor za denaturaciju i elektroforezu (300 mM
NaOH, 1 mM EDTA, pH 13). Nakon procesa denaturacije koji traje 20 minuta na 4 °C bez
struje, sledi elektroforeza (0,5 V/cm, 300 mA, 20 min, 4°C) u istom rastvoru. Po zavrsetku
elektroforeze plocice se vade iz kadice za elektroforezu i stavljaju se na neutralizaciju
(rastvor za neutralizaciju: 0,4 M Tris, pH 7,5, 4 °C) na 15 minuta. Kod studija radenih ex
situ nije radena fiksacija preparata, dok je kod in sifu studija fiksacija preparata radena
potapanjem ploc¢ica u hladan metanol na 15 minuta. Pre analize, bojenje svakog gela je
vrSeno sa 20 pul AO (2 pg/ml). Plocice su analizirane fluorescentnim mikroskopom (Leica,
DMLS, Austria, uvecanje 400x, filter ekscitacije 510 — 560 nm, ekscitacija 590 nm). Za
analizu preparata koriS¢en je program Comet IV Computer Software (Perceptive
Instruments, UK). Za procenu genotoksicnog potencijala analizirano je od 50 do 200

fotografija jedara. Izuzetno oSteCena jedra (eng. hedgehogs) bila su izuzeta iz analize.
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Parametar koriS¢en za procenu DNK os¢enja je intenzitet repa komete (eng. fail intensity

(TT) — predstavlja procenat DNK u repu komete odreden uz pomo¢ fluorescencije).

3.3.2.3. Metode uzorkovanja hemocita i celomocita

Oligohete imaju dve grupe slobodnih ¢elija. Jedne se nalaze u celomskoj tecnosti
(celomocite), dok se druge nalaze u krvnom sistemu (hemocite). Suspenzija celija
(celomocite 1 hemocita) dobijena je seckanjem vijabilnih crva u 200 pl balansiranom
rastvoru soli za Lumbricus (eng. Lumbricus Balanced Salt Solution — LBSS) ili u 200 pl 2
LBSS-a (Brousseau i sar., 1997). Za pravilno izvodenje komet testa neophodno je da broj
éelija bude 5 x 10* ¢elija/ml. U ex situ istraZivanjima Zrvovano je po 50 (ili manje, kada je
prezivljavanje adulta bilo manje) jedinki po koncentraciji ili po negativnoj i kontroli
rastvaraca. U in sifu istraZivanjima maksimalan broj jedinki B. sowerbyi koji je bio
Zrtvovan po uzorku je 15, ali ¢elije su izolovane i iz manjeg broja jedinki kada je njihov
broj u uzorku bio manji. U Mix uzorcima maksimalan broj slu¢ajno izabranih jedinki iz
uzorka je bio 100 (radeno je po dva poduzorka u kojima je bilo po 50 jedinki) ili je broj bio

manji u sluc¢aju kada nisu bili prisutni u dovoljnom broju u uzorcima.

Nakon seckanja crva, pazljivo da se ne pokupe necistoce i delovi tela, suspenzija
¢elija je sakupljena 1 prebacena u mikrotube od 2 ml koje su bile napunjenje LBSS (u ex
situ istraZivanjima) ili 2 LBSS-om (u in situ istraZivanjima). Suspenzija Celija je zatim
centrifugirana (3000 rpm — u ex situ istrazivanjima ili 2500 rpm — u in situ istraZzivanjima,

10 min, 4 °C) i resuspendovana u 80 pl LBSS-a.
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3.3.2.4. Prezivljavanje Celija — diferencijalno bojenje cCelija akridin oranz/etidijum
bromid (AO/EB)

Prezivljavanje celija je dobijeno pomocu diferencijalnog bojenja (akridin
oranz/etidijum bromid — AO/EB) (Squier i Cohen, 2001). Ova metoda zasniva se na
diferencijalnoj permeabilnosti membrane. Celije kod kojih je integritet membrane otuvan
boje se AO bojom (u ovom slucaju samo ova boja moze da difunduje u Zive Celije) i na
fluorescentnom mikroskopu vide se kao ¢elije kod kojih jedro fluorescira zeleno, dok se
¢elije kod kojih je naruSen integritet membrane (membrana je oStecena) boje 1 EB bojom i
na fluorescentnom mikroskopu se vide kao ¢elije kod kojih jedra fluoresciraju crveno (Slika

3.7).

Slika 3.7. Diferencijalno AO/EB bojenje ¢elija celomocita i hemocita L. udekemianus — zelena strelica

ukazuje na Zivu ¢eliju koja se boji zeleno, dok crvena strelica ukazuje na mrtvu Celiju koja se boji crveno

Na mikroskopsku plocicu stavlja se 20 ul Celijske suspenzije koja se mesSa sa 2 pl
AO/EB boje (2 pg/ml). Obojena suspenzija ¢elija prekriva se pokrovnim staklom nakon
Cega se Celije posmatraju na fluorescentnom mikroskopu (Leica, DMLS, Austria). Filter za
ekscitaciju koji je koriS¢en je od 510 — 560 nm, emisija od 590 nm, dok je uvecanje pod
kojem su se gledale ¢elije 400x. Tokom posmatranja ¢elija na fluorescentnom mikroskopu

zapazene su celije razliCitih dimenzija 1 oblika Sto ukazuje na njihovo razli¢ito poreklo
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(celomska tec¢nost 1 krvni sistem) (Slika 3.8). Kako bi se izbegao lazni rezultat povecanja
DNK ostecenja usled povecane apoptoze i/ili nekroze, prag za prezivljavanje celija koji bi
se smatrao kao genotoksican efekat izabranih supstanci je postavljen na 70 % (Tice i sar.,

2000).

Slika 3.8. Celije razlicitih oblika i veli¢ina kod vrste L. udekemianus
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3.3.3. Insitu istrazivanja

3.3.3.1. Prikupljanje i priprema materijala Oligochaeta za komet test

U poglavlju 3.2.2.1. spomenuto je da su tokom svakog izlaska na teren uzeti dupli
uzorci — uzorak koji je bio fiksiran na terenu je koriS¢en za procenu sastava zajednica
akvaticnih makrobeskicmenjaka, dok je drugi, svezi, uzorak kori¢en za procenu
genotoksicnog potencijala. Uzorak za genotoksikologiju je zatim transportovan do
laboratorije u rashladnoj torbi (4 °C), a potom se pristupilo laboratorijskoj obradi

materijala.

Laboratorijska obrada materijala podrazumevala je dodatno c¢is¢enje uzoraka
pomocu vode sa lokaliteta gde je uzorkovano. Iz precis¢enog uzorka su izvadene oligohete i
stavljene su u petri Solje u kojima se nalazila voda sa lokaliteta. Oligohete su zatim bile
klasifikovane. Za determinaciju oligoheta potrebno je da se koristi mikroskop obzirom da
su karakteri za identifikaciju (somatske hete, genitalne hete 1 genitalni organi, itd.) dobro
vidljlivi na ve¢em uvecanju (40x ili 63x). Jedna od retkih vrsta koja se moze deteminisati
uz pomo¢ binokularne lupe je Branchiura sowerby. U slucaju ove vrste kao karakter za
determinaciju koristi se prisustvo filiformnih $krga koje se nalaze u kaudalnom delu tela

(Slika 3.6).

Slika 3.9. B. sowerbyi — u kaudalnom delu oznacene filiformne skrge (slika je preuzeta sa interneta)
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Iz uzoraka je izdvojeno 15 jedinki B. sowerbyi (ili manje u slucaju kada su bile
prisutne u manjem broju) za dalja ekogenotoksikoloska istrazivanja. Pored toga, izdvojene
su i dva puta po 50 slucajno izabranih oligoheta (Mix uzorci) koji su ¢inili dva poduzorka.
TaCan sastav vrsta Mix uzoraka nije poznat. Razlog zbog cega se nije pristupilo
identifikaciji crva iz meSovitog uzorka je neizlaganje ovih jedinki mehani¢kom ostecenju, a
samim tim i dodatnom stresu tokom manipulacije koji bi mogao da uti¢e na rezultat komet
testa. Izvadene grupe crva, grupa B. sowerbyi 1 dve grupe Mix uzoraka, prebacene su u
posude od 25 ml u kojima se nalazila voda sa lokaliteta. Oligohete su u vodi sa lokaliteta
bile stavljene na hladnom (4 °C) do nastavka eksperimenta, odnosno do izvodenja komet

testa.

3.3.3.2. Mikrobiologija — prikupljanje i priprema materijala vode

Uzorci vode za mikrobioloska ispitivanja uzeti su u sterilnim staklenim flaSama.
Prilikom wuzimanja uzorka treba voditi racuna o sterilnom radu. Za mikrobiolosko
istrazivanje koristi se flasa u koju se uzima uzorak koja se prethodno ne ispira vodom sa
lokaliteta (kao $to se radi prilikom uzimanja uzoraka za hemiju). FlaSa se u vodu ubacuje
otvorom okrenutim ka dole (sprecava se da se uzima povrSinska voda), otvara se pod
vodom, grlo flase se okreée ka strujanju vode i saceka se da se flasa napuni vodom. Nakon
Sto se napunila flasa, ona se zatvara. Treba voditi racuna o polozaju tela u odnosu na flasu —
osoba koja uzorkuje treba da se nade nizvodno u odnosu na flasu. Pravilno obelezeni uzorci
su zatim transportovani na hladnom (u rashladnoj torbi, 4 °C) do laboratorije na dalju

analizu.
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3.3.3.3. Mikrobioloski parametri

Mikrobioloski indikatori fekalnog zagadenja koji su koriséeni su broj koliforma 1
fekalnih enterokoka pomoc¢u metode najverovatniji broj (eng. the most probable number —

MNP).

3.3.3.3.1. Koliformi — metod najverovatniji broj

Koliformne bakterije su analizirane pomocu sistema Coliliert 18 (ISO 9308-2:2012)
(IDEXX, Ludwigsburg, Germany) MNP metodom. Koliformi poseduju enzim J-
galaktozidazu c¢ija se aktivnost moze detektovati pomoéu ONPG (orto-nitrofenil-p-D-
galaktoriranozid) supstrata. Usled aktivnosti koliforma oslobada se ONP koji ima zutu
boju. Za E. coli je karakteristi¢an enzim glukoronidaza koji reaguje sa metilumberiferil-f-
glukuronid (MUG) supstratom. Nakon ove reakcije oslobada se metilumberiferon koji
fluorescira plavom bojom. Uzorak vode sa lokaliteta moze da se testira u nerazblazenom
obliku ili moZze da bude razblazen u destilovanoj vodi. U 100 ml nerazblaZenog ili
razblazenog uzorka stavlja se Colilert 18 supstrat. Treba voditi raCuna da se supstrat
rastvori, a nakon toga se ovako spremljen uzorak sipa u plocu Quanti-Tray/2000 koja ima
97 komora. Zatvaranje ploCa se vrS§i pomocu Quanti-Tray zavarivaca, nakon cega se
stavljalju na inkubaciju (37 °C, 2446 h). Za odredivanje najverovatnijeg broja ukupnih
koliforma broje se zuti bunari, dok je za odredivanje najverovatnijeg broja E. coli
neophodno staviti ploce pod UV lampu (365 nm) — bunari koji se broje fluoresciraju
plavom bojom (Slika 3.10). Za odredivanje najverovatnijeg broja ovih bakterija u uzorku

koriste se statisticke tablice koje su dobijene od proizvoddaca.
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Slika 3.10. Totalni koliformi i E. coli — metod najverovatnijeg broja pomocu Colilert 18 sistema (slika

preuzeta iz Kolarevi¢, 2014)

3.3.3.3.2. Fekalne enterokoke — metod najverovatniji broj

Broj fekalnih enterokoka je dobijen MPN metodom. Za njihovu izolaciju su
koris¢ene MUD/SF mikrotitarske ploce (BIORAD, Vienna, Austria). Izolacija je radena po
standardnoj metodi ISO 7899-1:1998. Za izolaciju ovih bakterija na jakim zagadenjim
lokalitetima koriste se razblazenja 2 i V5, ili Y200 1 Y2000 u DSM medijumu. Manje
razblaZzenje se radi u 64 bunara, a veée razblazenje u 32 bunara — u svaki bunar se stavlja
200 pl. Razlivene ploce se zatvaraju providnom folijom nakon ¢ega se inkubiraju 48 h na
44 °C. Po zavrsetku inkubacije, ploce se stavljaju pod UV lampu (365 nm) — kao pozitivan

rezultat se broje bunari koji fluoresciraju plavom bojom (Slika 3.11). Za odredivanje

45



MATERIJAL I METODE

najverovatnijeg broja fekalnih enterokoka u uzorku koriste se statisticke tablice koje su

dobijene od proizvodaca.

Slika 3.11. Fekalne enterokoke — odredivanje najverovatnijeg broja pomoéu Biorad MPN ploca (slika

preuzeta iz Kolarevi¢, 2014)

Mikrobioloski kvalitet vode procenjuje se na osnovu broja koliforma i enterokoka

koji je odreden Pravilnikom o parametrima hemijskog i ekoloskog statusa (,,Sluzbeni

glasnik RS* br. 74/2011) (Tabela 3.1).

Tabela 3.1. Mikrobioloski kvalitet vode u odnosu na broj koliforma i fekalnih

entrerokoka
Klasa 1 11 111 1V \%
Ukupni koliformi 100 mL <500 | <10.000 | <£100.000 | <1.000.000 | >1.000.000
Fekalni koliformi 100 mL <100 | <1.000 | <10.000 <100.000 >100.000
Fekalne enterokoke 100 mL <40 <400 <4.000 <40.000 >40.000
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3.3.4. Ex situ istrazivanja — ekotoksikoloska istrazivanja

Ex situ studije se izvode u kontrolisanim laboratorijskim uslovima. Za ovu
doktorsku disertaciju ex sifu istrazivanja su bila organizovana kao staticki sistemi u kojima
je predmet ispitivanja bio uticaj 5 — FU 1 ET, i poznatog mutagena CdCl, na DNK integritet

vrste L. udekemianus.

3.3.4.1. Eksperimentalni dizajn — izlaganje L. udekemianus u 5 — FU, ET, i CdCl,
tretmanima

In vivo studije su radene u staticnim uslovima (bez menjanja vode za vreme trajanja
tretmana) samo u vodenoj sredini bez koriS¢enja sedimenta (eng. water-only test) tokom
96-h. Za citostatike 5 — FU 1 ET, kao i za CdCl, eksperimenti su radeni u duplikatu,
odnosno kao dva nezavisna tretmana. Kao vodeni medijum u kojem su radeni tretmani
koriS¢ena je voda poznatog sastava (flasirana voda RosaTM, Srbija: Ca%, 10 mg/L; Na', 2,7
mg/L; K, <1 mg/L; Mg2+, 0,91 mg/L; HCOs', 42,7 mg/L; SiO,, 13,7 mg/L; SO42', 5,4
mg/L; NO;3, 1,3 mg/L; CI',<1 mg/L). Svetlosni rezim za vreme trajanja tretmana bio je
podesen na 12-h mrak/12-h dan, a temperatura je bila 22+1 °C, dok je aeracija bila

konstantna.

Tretmani su radeni u staklenim posudama (250 ml) u 100 ml rastvora izabranih
koncentracija citostatika (5 — FU — primarni stok je pripremljen u dH,O — 1 mg/ml; ET —
primarni stok je pripremljen u DMSO — 50 mM; CdCl, — primarni stok je pripremljen u
dH,0 — 1 mg/ml) (Slika 3.12).
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Slika 3.12. Staklene posude u kojima su vrseni in vivo tretmani (5 — FU, ET i CdCl, tretmani)

Da bi se sprecila interakcija izmedu hrane, odnosno sadrzaja digestivnog sistema, 1
testiranih supstanci Zivotinje koje su koriSéenje u eksperimentima nisu bile hranjenje tri

dana pre pocetka tretmana, ali i za vreme trajanja eksperimenata.

Za svaku testiranu koncentraciju izabranih supstanci (5 — FU, ET 1 CdCl,) i1 za
svaku negativnu kontrolu, izabrano je po 50 crva sli¢nih dimenzija (isti stadijum razviéa) iz
laboratorijske kulture oligoheta L. udekemianus. Pod binokularnom lupom crvi su bili
pazljivo o¢is¢eni od Gestica sedimenta, a nakon toga su bili stavljeni u 100 ml Rosa™ vode

sa slabom aeracijom 12 h pre pocetka eksperimenta.

Nominalne koncentracije testiranih supstanci su sledeée: 5 — FU: 0,004, 0,04, 0,4, 4
140 uM; ET: 0,004, 0,04., 0,4 i 4 uM. Kao pozitivna kontrola koris¢en je CdCl, tretman
(nominalne koncentracije: 0,004, 0,04, 0,4, 4 i 40 uM). Obzirom da ne postoje podaci o
osnovnim, bazalnim vrednostima oste¢enja DNK molekula kod L. udekemianus, za svaki
eksperiment negativne kontrole su radene u duplikatu u 100 ml Rosa™. Kao $to je
spomenuto, 5 — FU 1 CdCl, su bili rastvoreni u dH,O, a ET u DMSO. Zbog toga je kao
kontrola rastvaraca za ET tretman bio koris¢en 0,008 % rastvor DMSO (odgovara

koncentraciji rastvarata za 4 uM ET). Koncentracije DMSO koje odgovaraju manjim
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koncentracijama ET nisu bile testirane, smatraju¢i da je u tim slucajevima koncentracija

DMSO u rastvorima suvise niska (80 ppb — 8 ppm DMSO).

3.3.4.2. Vijabilnost adulta L. udekemianus

Nakon 96 h tretmani su zaustavljeni tako $to su crvi izvadeni iz rastvora u kojima su
radeni eksperimenti i prebaceni u &iste posude sa Gistom Rosa™. PreZivljavanje tretiranih
crva je determinisano uz pomo¢ binokularne lupe. Individue koje nisu reagovale pokretom
na fizicki nadrazaj (dodir pincetom) smatrane su mrtve. Nakon toga pristupilo se izolaciji
¢elija, proceni vijabilnosti Celija 1 izvodenju komet testa koji su objaSnjeni u prethodnim

potpoglavljima.

3.4. Statisticka obrada podataka

Statisticka obrada mikrobioloskih, fizicko-hemijskih, hemijskih parametara
kvaliteta vode 1 nivoa oSte¢enja DNK molekula uradena je koris¢enjem programa Statistika
6.0. (StatSoft, Inc., 2001) i SPSS 20.0 (Inc., Chicago, IL, USA), dok je za procenu
ekoloskog potencijala koriS¢en softverski paket ASTERICS 4.03 (AQEM, 2002).

Za ex situ studiju, ispitivanje uticaja odabranih citostatika i CdCl, na DNK integritet
vrste L. udekemianus, prvo su analizirani podaci da li su u saglasnosti sa normalnom
distribucijom pomocu Kolmogorov-Smirnov testa. Posto je dobijeno da je u svakom
pojedina¢nom uzorku distribucija bila normalna bili su ispunjeni uslovi za koriSéenje
parametrijskog Studentovog testa (¢ test) (p<0.05). Rezultati dobijeni za svaku

koncentraciju bili su poredeni sa rezultatima dobijeni za odgovarajucu negativnu kontrolu.

Kao 1 u sluéaju ex situ istrazivanja, i u in situ istrazivanjima prvo je Kolmogorov-
Smirnov testom provereno da li su podaci u saglasnosti sa normalnom raspodelom. Posto

nisu svi podaci bili u saglasnosti sa normalnom raspodelom, neparametrijski Kruskal-
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Wallis test (Kruskal-Valis test) je koriS¢en da se vidi da li postoje statisticke znacCajne
razlike izmedu podataka. U slucaju kada je Kruskal-Valis test pokazao da postoje razlike
izmedu podataka, kod B. sowerbyi kada se uporedivalo oste¢enje DNK molekula tokom
godine sa bazalnom vrednoscu, koris¢en je Mann-Whitney U test (Man Vitni U test) sa
Bonferroni korekcijom (Bonferoni korkcija) p vrednosti. Ovim testom dobijeno je izmedu
kojih meseci i1 bazalne vrednosti postoji statisticko znacajno odstupanje. U ostalim
slu¢ajevima kada se trazila statisticki znacajna razlika izmedu meseci koris¢en je Kruskal-

Valis test sa Dann korekcijom (Danova korekcija).

Za raCunanje korelacija upotrebljen je parametrijski Pirsonov (p<0,05), ili
neparametrijski Spirmanov (p<0,05) test, u zavisnosti da li su podaci imali ili nisu imali

normalnu raspodelu.
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4. REZULTATI

Tubificidae je familija Oligochaeta (Annelida) koja obuhvata veliki broj Siroko
rasprostranjenih vrsta, zastupljenih na gotovo svim tipovima vodenih stani§ta (Timm,
2009). Ovo su slabo pokretni organizmi koji mogu dosti¢i veliku brojnost i biomasu u
sredinama koje su bogate organskom materijom (Martin 1 sar., 2008; Atanackovié¢, 2015).
Zbog navedenih osobina i njihove bitne uloge u lancima ishrane, razvijeni su protokoli za
njihovo koriséenje u toksikoloskim ispitivanjima (OECD, 2008), a procedure gajenja u

laboratorijskim uslovima dobro su ustanovljene.

Poznata je primena predstavnika familije Tubificidae u toksikoloSkim studijama, a
ovom doktorskom disertacijom ovi organizmi su ukljueni i u ekogenotoksikoloska

istrazivanja.

U ovom radu koriséene su celije celomske tec¢nosti (celomocite) i celije krvnog
sistema (hemocite) za koje je adaptiran protokol alkalnog komet testa (Singh i sar., 1988)
kojim se prati nivo oSte¢enja DNK molekula (Kra¢un-Kolarevi¢ i sar., 2015; Aborgiba i
sar., 2016). Istrazivanja su ukljucila in situ studije gde je pracen nivo oSte¢enja DNK
molekula na lokalitetu Duboko na Savi tokom 2014. — 2015. godine i na lokalitetu Visnjica
na Dunavu tokom 2014. godine., i ex situ studije, gde je pracen efekat citostatika 5 —

fluorouracila i etopozida, i efekat poznatog mutagena CdCl; na integritet DNK molekula.

Na lokalitetima Duboko 1 Visnjica, pored ekogenotoksikoloskog ispitivanja,
utvrdeni su 1 hidroloski uslovi, hemijski, fizicko-hemijski 1 mikrobioloski kvalitet vode 1

sastav zajednica akvati¢nih Oligochaeta, kao 1 drugih grupa akvati¢nih makroinvertebrata.
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4.1. In situ istrazivanje — lokalitet Duboko

Lokalitet Duboko (25 rkm) na reci Savi svojim polozajem omogucava pracenje
uticaja razli¢itih sredinskih faktora, kao Sto su efekat reke Kolubare i otpadnih voda
Obrenovca 1 okolnih sela, deponije pepela i rad termoelektrane ,,Nikola Tesla I i II* (Slika

4.1). Pored toga, pracene su i sezonske promene u okviru ovog lokaliteta.

20°20'E 20°30'E

r44°50'N

r44°40'N

# DrZzavne granice
0 500 1.000 KM 0 5 10 20KM

Slika 4.1. Lokalitet Duboko

Istrazivanje na lokalitetu Duboko obavljeno je tokom dve uzastopne godine, 2014. 1
2015. Godine su se medusobno razlikovale po klimatskim prilikama, a samim tim i u
vodnim rezimima koji su vladali tokom uzorkovanja. Sliv reke Save je bio pod uticajem
velikih poplava tokom 2014. godine. U maju iste godine vodostaj je dostigao vrhunac
(Sabac 665 cm, Beljin 755 cm i Beograd 586 cm ) (Hidroloski godisnjak povrsinskih voda
Republickog hidrometeoroloSkog zavoda Republike Srbije — RHMZ za 2014. godinu), $to
je dovelo do toga da su grad Obrenovac i okolna sela bili potpuno poplavljeni, a

stanovniStvo evakuisano (Slike 4.2 1 4.3).
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Slika 4.3. Poplave 2014. godine — TENT A i okolina (slika je preuzeta sa interneta)

4.1.1. Hidroloski uslovi, fizicko-hemijski i hemijski kvalitet vode

Na reci Savi RHMZ vrsi merenja vodostaja na nekoliko lokaliteta. PoSto merenja
nisu radena neposredno na lokalitetu Duboko dat je pregled podataka vodostaja dva
uzvodna lokaliteta, Sabac i Beljin, i jednog nizvodnog lokalitet, Beograd za 2014. i 2015.
godinu (Slike 4.4 1 4.5).

Tokom 2014. godine najveéi vodostaji na tri merne tacke (Sabac, Beljin i Beograd)
zabeleZeni su u maju (srednji mesecni vodostaji: 524, 611 1 469 cm) 1 u septembru (srednji

mesecni vodostaji: 357, 438 1 403 cm), a najniZza vrednost vodostaja bila je izmerena u
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januaru (srednji mesecni vodostaji: 110, 184 1 228 cm) i julu (srednji mesecni vodostaji: 65,

155 i 239) (Slika 4.4).
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Slika 4.4. Prose¢ne vrednosti meseénih vodostaja za lokalitete Sabac, Beljin i Beograd tokom 2014; * podaci

su preuzeti iz Hidroloskog godisnjaka povrsinskih voda RHMZ-a za 2014. godinu.

U odnosu na lokalitet Duboko sli¢ne hidrogeoloske karakteristike ima merna tacka
RHMZ na 67,5 tkm (Beljin), te su se podaci za vodostaje na ovoj mernoj tacki koristili kao

reprezentativni.

U poredenju sa 2014. godinom, prva Cetiri meseca 2015. godine karakterisali su se
ve¢im vrednostima vodostaja, dok su ostali meseci imali manje vrednosti vodostaja.
Najvece vrednosti vodostaja 2015. godine bile su izmerene u martu (srednji mesecni
vodostaji: Sabac — 347 cm; Beljin — 431 ¢cm; Beograd — 374 ¢cm), dok su vrednosti najnizih
vodostaja bile izmerene u avgustu za Sabac (-64 cm) i u septembru za Beljin (23 cm) i
Beograd (161 cm) (Slika 4.5). Vrednosti srednjih godisnjih vodostaja za ove tri merne tacke
su 123,208 1 260 cm.
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Slika 4.5. Prose¢ne vrednosti meseénih vodostaja za lokalitete Sabac, Beljin i Beograd tokom 2015; * podaci

su preuzeti iz Hidroloskog godis$njaka povrsinskih voda RHMZ-a za 2015. godinu.

Tokom uzorkovanja mereni su osnovni fizicko-hemijski parametri (pH, temperatura
vode, elektroprovodljivost, rastvoreni kiseonik (O, mg/L), zasi¢enje vode kiseonikom (O,
%), NO,, NOs3, NHy4 i POy4) (Tabela 4.1. i 4.2.). Detaljni podaci o koncentraciji karbonata,
azota i fosfora i njihovih komponenti, alkalitetu, aciditetu, o katjonima i anjonima,
metalima, metaloidima i1 nemetalima, organskim determinantama, halokarbonatima,
aromatima, poliaromaticnim hidrokarbonatima, fenolima, pesticidima na bazi triazina,
fosfatima, tiofosfatima, acetamidima, N-substituisanim karbamidima, organohlornim
pesticidima i drugih pesticida za 2014. godinu dobijeni su od Agencije za zastitu Zivotne
sredine Republike Srbije, za lokalitet Ostruznica (Prilog 1, Tabela 1 i 2). Dobijene
vrednosti analiziranih jedinjenja i elemenata uporedjene su sa vrednostima preporuc¢enim

od strane Medunarodne komisije za zastitu reke Dunav (ICPDR, 2002).
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Tabela 4.1. Fizicko-hemijski parametri na lokalitetu Duboko tokom 2014. godine

Lokalitet Duboko (Sava) 2014

Meseci Jan. Feb. Mart Maj Jun Jul Avg. Okt.
pH 8,5 8,5 8,8 7,8 8,6 8,7 8,3 7,7
t (°C) 8,9 8,7 11,8 19,7 21,6 22 23,2 16,9
cond (uS) 373 338 376 365 / 372 439 405
0, (mg/L) 11,2 11,48 12 8,51 9,65 / 5,79 7,13
0, (%) / 99 120 90,3 108,6 / 67,7 73
NO; (mg/L) 0,074 0,051 0,059 0,08 0,06 0,047 0.05 0.04
NO;(mg/L) 5,86 5,05 1,59 1,1 1,46 1,26 0,6(<1,0) 2.6
NH, (mg/L) 1,743 1,322 1,877 1,245 0,534 0,598 0,57 0,11
PO, (mg/L) 0,37 0,27 0,24 0,2 0,22 0,19 14,7 1,2

/-vrednosti nisu izmerene

Tabela 4.2. Fizicko-hemijski parametri na lokalitetu Duboko tokom 2015. godine

Lokalitet Duboko (Sava) 2015

Meseci Mart Apr. Maj Jun Jul | Avg. | Sept. | Okt. | Nov. | Dec.

pH 7,5/7,6 7,9 8,02 | 813 | 7,63 | 74 6,6 8,2 7,8 7,8

t (°C) 9 16,5 17,7 | 23,8 | 29,2 | 25,8 | 18,8 | 12,3 | 9.8 7,2
cond (uS) 378 433 440 | 417 | 431 442 | 493 | 341 504 432
0, (mg/L) 11,1 9,9 825 | 7,04 | 11,28 | 52 | 7,39 | 9,92 | 8,61 | 9,54
0, (%) 95,7 93,4 87,9 | 76,5 | 149,7 | 659 | 82,8 | 92,8 | 77,6 | 81,1
NO, (mg/L) | 0,08 0,04 0,07 | 0,03 | 0,02 | 0,02 | 0,02 | 0,07 | 0,04 | 0,095

NO;(mg/L) 4,4 2,2 3,7 3,2 3.4 5,7 4,7 44 | 0,85 5,4
NH, (mg/L) | 0,14 0,05 0,15 | 0,06 | 0,06 | 0,07 | 0,1 0,09 | 0,597 | 0,051
PO, (mg/L) 3,2 (<1%16g/L) 2,6 1 8.3 1 4,6 12 0,38 | 0,51

/-vrednosti nisu izmerene

Tokom 2014. godine vece vrednosti mogu se uociti za cink u januaru, februaru,

maju i oktobru (5,8; 9,4; 23,20; 42 pg/L), za bakar u januaru, avgustu i oktobru (2,3; 8,5;

16 pg/L), hrom u avgustu (2,4 png/L), olovo u junu i oktobru (1,3 1 2 pg/L) i za nikl u martu,
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maju, junu, avgustu, oktobru i decembru (1,5; 2,8; 2,1; 3,6; 2,7; 2;6 ng/L) (Prilog 1, Tabela
1).

4.1.2. Mikrobioloski kvalitet vode

Na lokalitetu Duboko tokom 2014. 1 2015. godine, od mikrobioloskih parametara

kvaliteta vode mereni su ukupni koliformi (TC), E. coli i fekalne enterokoke (FE).

Na slici 4.6. prikazani su rezultati mikrobioloskog kvaliteta vode tokom 2014.
godine. Najnize vrednosti mikrobioloskih parametara zabelezene su u februaru i decembru
za ukupne koliforme (TC), u maju za E. coli, u maju i junu za fekalne enterokoke (FE).

Najvece vrednosti su bile zabeleZene u maju za TC, u martu za E. coli 1 u januaru za FE.
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s 100 W E. coli
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Slika 4.6. Broj ukupnih koliforma (TC), E. coli i fekalnih enterokoka (FE) na lokalitetu Duboko
tokom 2014. godine

Na slici 4.7. prikazani su rezultati mikrobioloskog kvaliteta vode za 2015. godinu.

Tokom 2015. godine registrovane su nize vrednosti za TC u junu i septembru, za E. coli i

57



REZULTATI

EF u junu. Najvece brojnosti indikatora fekalnog zagadenja su zabelezene u maju, oktobru 1

novembru za TC, u martu, aprilu i maju za E. coli i u martu i maju za FE.
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Slika 4.7. Broj ukupnih koliforma (TC), E. coli i fekalnih enterokoka (FE) na lokalitetu Duboko
tokom 2015. godine

Mikrobioloski kvalitet vode na lokalitetu Duboko tokom 2014. i 2015. godine
kretao se u okviru II i III klase (Kirschner i sar., 2009) (Slike 4.6 1 4.7).

4.1.2.1. Korelacije mikrobioloskih sa fizicko-hemijskim i hemijskim parametrima

Za 2014. i 2015. godinu analizirane su korelacije mikrobioloskih sa fizicko-
hemijskim 1 hemijskim parametrima, kao i vodostaja sa mikrobioloskim 1 fizicko-
hemijskim i hemijskim parametrima. Ukoliko su podaci bili u saglasnosti sa normalnom
raspodelom radena je Pirsonova, a ukoliko nisu radena je Spirmanova korelacija. U

tabelama su date samo statisti¢ki znac¢ajne pozitivne ili negativne korelacije.
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U tabeli 4.3. prikazane su znacajne Pirsonove korelacije mikrobioloskih sa fizicko-
hemijskim 1 hemijskim parametrima za 2014. godinu. Uocena je korelacija izmedu TC 1
organskog azota, ortofosfata, ukupnog fosfora, natrijuma, gvozda, hroma, arsena, nikla,
atrazina, desetilterbutilazina, terbutilazina, acetohlora i metolahlora. U slucaju E. coli
dobijene su korelacije sa gvozdem i ukupnim fosforom, dok su za FE dobijene korelacije sa

rastvorenim kiseonikom, kalcijumom, rastvorenim niklom 1 kalijumom.

Tabela 4.3. Korelacije mikrobioloskih sa fizicko-hemijskim 1 hemijskim

parametrima za 2014. godinu; p<0,05;

TC
Organski azot (N) 0,7542
Ortofosfati (PO4-P) 0,8892
Ukupni fosfor (P) 0,7512
Natrijum (Na*") -0,7943
Gvozde (Fe) 0,7447
Hrom (Cr)-ukupni rastvoreni 0,8773
Arsen (As) 0,8247
Nikl (Ni) 0,8082
Atrazin 0,8889
Desetilterbutilazin 0,9451
Terbutilazin 0,9521
Acetohlor 0,9581
Metolahlor 0,9499
E. coli
Gvozde (Fe) 0,8455
Ukupni fosfor (P) -0,7378
FE
Kiseonik (O, mg/L) 0,7081
Kalcijum (Ca®") -0,7834
Nikl (Ni) - rastvoreni -0,757
Kalijum (K" -0,765

Analiza korelacije nivoa vode i mikrobioloskih, fizi¢ko-hemijskih i hemijskih
parametara radena je Pirsonovim testom, jer su parametri imali normalnu raspodelu (2014.

godina) (Tabela 4.4.). Negativne statisticki signifikantne korelacije sa vodostajem imali su
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parametri nitrati, natrijum, kalcijum 1 hloridi, dok su organski azot, gvozde, mangan,

ukupni hrom, olovo i HPK (Cr) imali statisticki signifikantne pozitivne korelacije.

Tabela 4.4. Korelacije vodostaja sa mikrobioloskim, fizicko-hemijskim i hemijskim

parametrima tokom 2014. godine; p<0,05;

Vodostaj
Nitrati (NO;-N) -0,8163
Organski azot (N) 0,7544
Natrijum (Na*") -0,8731
Kalcijum (Ca®") -0,8278
Hloridi (CI') -0,7526
Gvozde (Fe) 0,8718
Mangan (Mn) 0,8556
Hrom (Cr) — ukupni 0,8088
Olovo (Pb) 0,8699
HPK (Cr) 0,9278

U tabeli 4.5. prikazane su pozitivne i negativne Pirsonove 1 Spirmanove korelacije
mikrobioloskih parametara iz 2015. godine 1 petogodisnjih (2009. do 2013. godine) proseka
fizi€ko-hemijskih i hemijskih parametara. Od parametara koji su odstupali od normalne
raspodele za koje je koris¢en Spirmanov test, dobijena je znacajna korelacija E. coli sa
ukupnim hromom (pozitivna korelacija) i pentahlorfenolom (negativna korelacija). Za
ostale parametre korelacije su analizirane Pirsonovim testom. U slucaju TC je dobijena
pozitivna korelacija sa kalcijumom, rastvorenim gvozdem i rastvorenim niklom, dok je sa
sulfatima dobijena negativna korelacija. U slucaju E. coli zabeleZzene su pozitivne
korelacije sa rastvorenim kiseonikom i rastvorenim cinkom, negativne sa temperaturom
vode, elektroprovodljivoséu, natrijumom, hloridima, rastvorenim bakrom, terbutinom,
desizopropilatrazinom, alahlorom, diuronom i gama HCH (Lindan). Zastupljenost FE je
pokazala pozitivnu korelaciju sa mutno¢om vode, kadmijumom i aluminijumom, a

negativnu sa pH 1 BPK-5.
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Tabela 4.5. Korelacije mikrobioloskih (2015. godina) sa fizicko-hemijskim 1
hemijskim parametrima (petogodisnji prosek, 2009-2013); p<0,05;

TC

Kalcijum (Ca™) 0,7086*
Sulfati (SO4) -0,7309%
Gvozde (Fe) — rastvoreno 0,7095%*
Nikl (Ni) - rastvoreni 0,7824%*

E. coli

Temperature vode (°C) -0,8424*
0, (mg/l) 0,8523*
Elektroprovodljivost -0,7897*
Natrijum (Na*") -0,7282*
Hloridi (CI) -0,7271%*

Cink (Zn) rastvoreni 0,8616%*
Bakar (Cu) - rastvoreni 0,6687*
Terbutin -0,6799*
Desizopropilatrazin -0,6699*
Alahlor -0,7561*

Diuron -0,7675%*

Gama HCH (Lindan) 0,6798*
Hrom (Cr) — ukupni 0,7619**
Pentahlorfenol -0,6758%*

FE

Mutnoca 0,7516*

pH -0,7083*
Kadmijum (Cd) 0,7727*
Aluminijum (Al) 0,8084*
BPK-5 -0,7190*

* Pirsonova korelacija;
** Spirmanova korelacija
Znacajne korelacije vodostaja za 2015. godinu sa mikrobioloskim parametrima
(2015. godina) 1 petogodiSnjim fizi€ko-hemijskim 1 hemijskim prosecima (2009-2013.
godina) prikazane su u tabeli 4.6. Jedino vrednosti fenolnog indeksa nisu imale normalnu
raspodelu 1 u njithovom slucaju dobijena je znacajna negativna Spirmanova korelacija. U

slu¢aju ostalih parametara, vrednosti vodostaja za 2015. godinu pokazale su pozitivhu
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korelaciju sa nitritima, a negativnu sa elektroprovodljivos¢u, natrijumom, hloridima i

rastvorenim arsenom.

Tabela 4.6. Korelacije vodostaja (2015. godina) sa mikrobioloskim (2015. godina),
fizicko-hemijskim i hemijskim parametrima (petogodisnji prosek, 2009-2013); p<0,05;

Vodostaj

Elektroprovodljivost -0,7792%*
Nitriti (NO,-N) 0,6325%*
Natrijum (Na’") -0,7894%
Hloridi (CI) -0,7157*
Arsen (As) - rastvoreni -0,8084*

Fenolni indeks -0,7136**

* Pirsonova korelacija;

** Spirmanova korelacija
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4.1.3. Sastav zajednica akvati¢nih Oligochaeta

Tokom 2014. 1 2015. godine na lokalitetu Duboko zabelezeno je po 11 taksona
akvati¢nih oligoheta (Tabele 4.7. i 4.10.). Identifikovane vrste se mogu, prema Timm
(2009) 1 Brinkhurst i Gelder (2001), svrstati u dve familije, Tubificidae 1 Lumbriculidae.
Takode, tokom uzorkovanja zabelezeno je 1 prisustvo drugih grupa akvati¢nih

makroinvertebrata, a rezultati su dati u tabeli 4.13.

Tabela 4.7. Lista zabeleZenih taksona i odgovarajucih visih taksonomskih nivoa

akvati¢nih oligoheta na lokalitetu Duboko tokom 2014. godine.
Classis Clitellata
Subclassis Oligochaeta
Ordo Tubificida
Fam. Tubificidae
Subfamilia Rhyacodrilinae
Branchiura sowerbyi Beddard, 1892
Subfamilia Tubificinae
Isochaetides michaelseni (Lastockin, 1937)
Limnodrilus hoffmeisteri Claparede, 1862
Limnodrilus claparedeanus Ratzel 1868
Limnodrilus udekemianus Claparede, 1862
Limnodrilus sp.
Potamothrix vejdovskyi (Hrabe, 1941)

Psammoryctides barbatus (Grube, 1861)
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Tubifex tubifex Muller 1774
Tubifex sp.
Ordo Lumbriculida
Fam. Lumbriculidae
Stylodrilus heringianus Claparede, 1862

Tokom 2014. godine zabelezeno je 9 vrsta koje se mogu svrstati u 7 rodova (Tabela

438).

Tabela 4.8. Raznovrsnost oligohetne faune na lokalitetu Duboko tokom 2014.

godine
Isochaetides michaelseni (Lastockin, 1937)
Limnodrilus hoffmeisteri Claparede, 1862
Limnodrilus claparedeanus Ratzel 1868
Limnodrilus udekemianus Claparede, 1862
Limnodrilus sp.

Potamothrix vejdovskyi (Hrabe, 1941)
Psammoryctides barbatus (Grube, 1861)
Branchiura sowerbyi Beddard, 1892
Tubifex tubifex Muller 1774
Tubifex sp.

Stylodrilus heringianus Claparede, 1862
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Najzastupljenije su bile vrste L. hoffmeisteri 1 L. claparedeanus. Sledece po
zastupljenosti bile su vrste 7. tubifex 1 B. sowerbyi. Vrste koje su najrede bile uzorkovane
su I. michaelseni (jedna jedinka u maju), P. barbatus (po jedna jedinka u maju i junu), P.

vejdovskyi (jedna jedinka u avgustu) i S. heringianus (dve jedinka u oktobru) (Tabela 4.9.).
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Tabela 4.10. Lista zabelezenih taksona i odgovaraju¢ih visSih taksonomskih nivoa

akvati¢nih oligoheta na lokalitetu Duboko tokom 2015. godine.
Classis Clitellata
Subclassis Oligochaeta
Ordo Tubificida
Fam. Tubificidae
Subfamilia Rhyacodrilinae
Branchiura sowerbyi Beddard, 1892
Subfamilia Tubificinae
Limnodrilus hoffmeisteri Claparede, 1862
Limnodrilus claparedeanus Ratzel 1868
Limnodrilus udekemianus Claparede, 1862
Potamothrix vejdovskyi (Hrabe, 1941)
Potamothrix moldaviensis Vejdovsky & Mrazek, 1902
Potamothrix hammoniensis (Michaelsen, 1901)
Psammoryctides albicola (Michaelse, 1901)
Tubifex tubifex Muller 1774
Ordo Lumbriculida
Fam. Lumbriculidae
Lumbriculus variegatus (Muller 1774)

Stylodrilus heringianus Claparede, 1862
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Tokom 2015. godine zabelezeno je 11 vrsta koje se mogu svrstati u 7 rodova (Tabela

4.11.).
Tabela 4.11. Raznovrsnost oligohetne faune na lokalitetu Duboko tokom 2015. godine
Limnodrilus hoffmeisteri Claparede, 1862
Limnodrilus claparedeanus Ratzel 1868
Limnodrilus udekemianus Claparede, 1862
Potamothrix moldaviensis Vejdovsky & Mrazek, 1902
Potamothrix vejdovskyi (Hrabe, 1941)
Potamothrix hammoniensis (Michaelsen, 1901)
Psammoryctides albicola (Michaelse, 1901)
Branchiura sowerbyi Beddard, 1892
Tubifex tubifex Muller 1774
Stylodrilus heringianus Claparede, 1862
Lumbriculus variegatus (Muller 1774)

Prema podacima za 2015. godinu, najzastupljenije su vrste L. hoffmeisteri 1 L.
claparedeanus, dok su vrste P. moldaviensis, P. vejdovskyi, P. albicola, L. variegatus 1 S.
heringianus bile najrede uzorkovane, od jedne do cetiri jedinke u jednom uzorku tokom ¢itavog

perioda uzorkovanja tokom ove godine (Tabela 4.12.).
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REZULTATI

ZabeleZeno je prisustvo i drugih grupa akvati¢nih makroinvertebrata (Tabela 4.13.).

Tabela 4.13. Lista taksona zabelezenih grupa akvati¢nih makroinvertebrata na lokalitetu

Duboko tokom 2014. 1 2015. godine.

Phylum Porifera

Fam. Spongillidae

Spongilla lacustris (Linnaeus, 1758)
Phylum Nematoda
Phylum Annelida

Classis Polychaeta

Fam. Ampharetidae

Hypania invalida (Grube, 1860)
Phylum Mollusca

Class Bivalvia
Fam. Corbiculidae
Corbicula fluminea (O. F. Muller 1774)
Fam. Unionidae
Unio tumidus Philipson 1788
Anodonta (Sinanodonta) woodiana (Lea, 1834)
Phylum Arthropoda
Subphylum Crustacea

Class Malacostraca
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Subordo Gammaridea
Ordo Decapoda
Subordo Pleocyemata
Fam. Astacidae
Astacus leptodactylus Eschscholtz 1823
Fam. Cambaridae
Orconectes limosus (Rafinesque 1817)
Fam. Corophiidae
Chelicorophium curvispinum (G.O Sars, 1895)
Class Branchiopoda
Ordo Conchostraca
Subphylum Hexapoda
Class Insecta
Ordo Ephemeroptera
Fam. Polymitarcyidae
Ephoron virgo (Olivier 1791)
Ordo Odonata
Fam. Gomphidae
Gomphus flavipes (Charpentier 1825)
Ordo Trichoptera

Fam. Ecnomidae
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Ecnomus tenellus (Rambur 1842)
Ordo Diptera

Fam. Chironomidae

Fam. Ceratopogodinidae

Od pomenutih grupa makroinvertebrata najzastupljenija je bila familija Chironomidae,
zatim iz klase Bivalvia vrsta Corbicula fluminea, dok se iz podtipa Crustacea izdvaja familija
Corophiidae sa vrstom Chelicorophium curvispinum. Zanimljiv je nalaz vrste Ephoron virgo
(Ephemeroptera) koja do sada nije bila zabelezena na S§iroj teritoriji grada Beograda.
Najverovatniji razlog nalaska ove vrste moze se na¢i u na¢inu uzorkovanja, odnosno u koris¢enju
bentoloSkog bagera, zato §to ova vrsta Zivi zarivena u mulj, za razliku od ostalih vrsta iz grupe

Ephemeroptera koje preferiraju staniSta, kao Sto su kamenito dno ili vodene biljke.
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4.1.3.1. Ocena ekoloskog potencijala lokaliteta Duboko na osnovu zajednice akvati¢nih
Oligochaeta

U tabeli 4.9. date su brojnost i procentualne zastupljenosti vrsta akvati¢nih oligoheta koje
su uzorkovane tokom 2014. godine, a u tabeli 4.13. dat je zajednicki pregled grupa i vrsta
akvati¢nih makroinvertebrata za 2014. i 2015. godinu. Najzastupljenija taksonomska grupa
tokom svih meseci uzorkovanja 2014. godine bila je grupa Oligochaeta (mart — 97,06 %; maj —
99,45 %; jun — 95,25 %; jul — 100 %; avgust — 97,93 %; oktobar — 98,95 %), dok su ostale grupe
makroinvertebrata bile mnogo manje zastupljene (Nematoda — avgust 0,12 %; Bivalvia — mart
2,94 %; Polychaeta — oktobar 0,53 %; Crustacea — maj 0,55 %, jun 2,97 %, avgust 0,83 %;
Ephemeroptera — jun 1,79 %; Diptera — avgust 0,69 %, oktobar 0,13 %). U okviru grupe
Oligochaeta familija Tubificidae bila je 100 % zastupljena u skoro svim uzorcima. Izuzetak je
bio oktobar kada je zastupljenost tubificida bila 99,21 %, odnosno kada je zabeleZeno 1 prisustvo
familije Lumbriculidae — zastupljenost 0,79 %. Veliko ucesée tubificida u uzorcima ukazuje na
loSu do veoma loSe ocene ekoloskog potencijala (IV-V klasa kvaliteta vode). Ostali indeksi su

dati u tabeli 4.14.

Tabela 4.14. Bioloski parametri ocene ekoloskog potencijala — Duboko 2014. godina.

ZNACAJINO IZMENJENA VODNA TELA

Akumulacije formirane na vodnim telima TIPA 1

mart | maj | jun jul | avgust | oktobar
saprobni indeks (metoda Zelinka i Marvan) IV-v | IV-V | IV-V | IV-V | IV-V v-v
BMWP skor IV-V | IV-V | IV-V | IV-V | V-V Iv-v
Indeks diverziteta (metoda Shannon - Weaver) | III-IV | [I-1IT | OI-IV | OI-IV | OI-IV II-111
Ukupan broj taksona mI-1v | 0-ar | m-1v | m-1v | 1I-1v II-11T

Brojnost i procentualna zastupljenost akvati¢nih oligoheta za 2015. godinu prikazana je u
tabeli 4.12., dok je lista zabeleZenih grupa 1 vrsta akvati¢nih makroinvertebrata za 2014. 1 2015.
godinu prikazana u tabeli 4.13. Slicno kao i1 prethodne godine 1 tokom 2015. godine
najzastupljenija taksonomska grupa je bila grupa Oligochaeta (mart — 92,91%; april — 88,53%;
maj — 96,60 %; jun — 93,09 %:; jul - 94,37 %; avgust — 93,72 %; septembar — 93,14 %; oktobar —
89,26 %; novembar — 85,71 %; decembar — 94,83 9%). Sledeca po zastupljenosti je bila grupa
Diptera (mart — 7,09 %; april — 4,13 %; maj — 0,49 %; jun — 3,37 %; avgust — 5,24 %; septembar
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— 3,25 %; oktobar — 5,79 %; novembar — 10,48 %; decembar — 2,30 %). Prisutne ali manje
zastupljene bile su 1 grupe Bivalvia (maj — 0,32 %; jul — 0,94 %; septembar — 2,89 %; oktobar —
4,96 %; novembar — 0,95 %; deembar — 0,58 %), Polychaeta (april — 7,34 %; maj — 1,62 %; jun —
3,55 %), Crustacea (maj — 0,97 %; jul — 4,70 %; avgust — 0,70 %; septembar — 0,72 %; novembar
— 2,86 %; decembar — 2,30 %) 1 Trichoptera (avgust — 0,35 %). U okviru oligoheta familija
Tubificidae je dominantna, zastupljena 100 %, sem u slucaju aprila (97,93 %) 1 juna (99,43 %)
kada je bilo zabelezeno i prisustvo familije Lumbriculidae. Visoka zastupljenost Oligochaeta —
Tubificidae ukazuje na los/vrlo lo§ ekoloski potencijala (IV-V klasa kvaliteta vode). Indeks

saprobnosti, BMWP skor, indeks diverziteta i ukupan broj taksona dati su u tabeli 4.15.

Tabela 4.15. Bioloski parametri ocene ekoloskog potencijala — Duboko 2015. godina.

ZNACAJINO IZMENJENA VODNA TELA

Akumulacije formirane na vodnim telima TIPA 1

mart apr. maj jun jul avg. sep. okt. nov. dec.
saprobni indeks
(metoda Zelinka i Iv-v IvV-v Iv-v Iv-v Iv-v Iv-v Iv-v Iv-v IvV-v IvV-v
Marvan)
BMWP skor IvV-v Iv-v Iv-v Iv-v Iv-v Iv-v Iv-v Iv-v Iv-v Iv-v
Indeks diverziteta
(metoda Shannon - ai-rv | n-mr | gi-rv o) m-1vo| v | v-veo | -V | -V v-veo| -V
Weaver)
Ukupan broj taksona | MI-IV | II-III | HOI-IV | OI-IV | IO-IV | V-V | TI-IV | V-V v-v | lI-1Iv

4.1.4. Ekogenotoksikoloska istraZivanja

Na lokalitetu Duboko ekogenotoksikoloSka istraZivanja su vrSena tokom 2014. 1 2015.
godine. Tokom obe godine istrazivanja, broj uzorkovanih jedinki vrste B. sowerbyi koris¢enih u
ekogenotoksikoloskim istrazivanjima je varirao tokom meseci. Broj analiziranih jedinki B.

sowerbyi dat je u tabeli 1, Prilog 3.

Pored toga, istrazivanja su vrSena i na slu¢ajno izabranim jedinkama iz uzoraka (dalje u
tekstu oznacene kao Mix), odnosno na ¢itavoj zajednici akvati¢nih oligoheta iz datog uzorka. U
vedini slucaja eksperimenti su radeni na 100 jedinki meSovite zajednice (Mix). Izuzeci su bili

meseci kada je u uzorku bilo zabeleZen manji broj akvati¢nih oligoheta (Tabela 1, Prilog 3): mart
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2014. godine (91 jedinka), oktobar, novembar i decembar 2015. godine (41, 77 1 50 jedinki)
(Tabela 2, Prilog 3).

4.1.4.1. Vijabilnosti celomocita i hemocita

Prezivljavanje celomocita i hemocita iz suspenzije ¢elija odredeno je diferencijalnim

akridin oranz/etidijum bromid (AO/EB) bojenjem (Squier i Cohen, 2001).

U slucaju vrste B. sowerbyi prosecno prezivljavanje Celija na lokalitetu Duboko tokom
2014. god. je bilo 83,3 % (Slika 4.8). Prezivljavanje ¢elija vece od 90 % zabeleZeno je u oktobru,
januaru i martu (99, 91,7, 91 %), dok je vece od 80 % dobijeno je u junu, februaru, i maju (87, 83
1 81 %). Vrednosti za preZivljavanja celija preko 70 % dobijene su u julu, decembru i avgustu
(74, 73 1 70 %). Tokom 2015. god. zabelezeno je prose¢no prezivljavanje celija kod B. sowerbyi
od 80.5 % (Slika 4.8). Visoko prezivljavanje ¢elija ove vrste, iznad 90 % zabeleno je u
mesecima: mart, oktobar, novembar 1 decembar (95, 92, 93 1 93 %), 86 1 82 % u avgustu,
odnosno julu, 79 % u septembru, a niZze vrednosti vijabilnosti ¢elija su dobijene za jun, april 1

maj (68, 6651 %).

U slucaju Mix uzorka, prose¢no prezivljavanje Celija je bilo 77 % za 2014., odnosno 75,3
% za 2015. godinu (Slika 4.8). Vijabilnost suspenzije ¢elija Mix uzorka 2014. godine iznad 90 %
zabelezena je jedino u oktobru (94 %). Prezivljavanje ¢elija oko 80 % zabelezeno je u decembru
1 julu (80,5 1 80 %), a u ostalim mesecima bilo je oko 70 % (maj — 78 %,; februar — 73,5 %;
avgust — 73 %; januar — 72,5 %; jun — 71,5 %; mart — 70 %). Tokom 2015. godine nije
zabelezena vijabilnost celija iz Mix uzorka iznad 90 %. Meseci koji su imali najvede
prezivljavanje ¢éelija bili su novembar i septembar (81,5 %). U veéini slucajeva zabelezena je
vijabilnost ¢elija oko 70 % (oktobar — 79 %; mart i avgust — 77,5 %; decembar — 77 %; jun — 76
%; jul — 75 %; maj 73,5 %). Nize vrednosti vijabilnosti ¢elija zabelezene su u aprilu (54,5 %).

Prezivljavanje celomocita 1 hemocita prikazano je u Tabeli 112 (Prilog 3).
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Slika 4.8. Graficki prikaz prezivljavanja celomocita i hemocita (srednja vrednost = SE) kod vrste B. sowerby i kod

Mix uzorka na lokalitetu Duboko tokom 2014. 12015. godine

Iz dobijenih rezultata moze se uociti da prezivljavanje ¢elija celomske te¢nosti i krvnog
sistema kod vrste B. sowerbyi ima vece vrednosti u odnosu na one zabeleZene kod jedinki iz

mesovitog uzorka, oznacenog kao Mix.

4.1.4.2. Uspostavljanje laboratorijske kulture i odredivanje bazalnog oSteenja DNK
molekula u celomocitama i hemocitama vrste B. sowerbyi

Za odredivanje bazalnog nivoa oste¢enja DNK molekula kod vrste B. sowerbyi koris¢ene
su jedinke iz laboratorijske kulture. Laboratorijska kultura vrste B. sowerbyi uspostavljena je
2014. godine pomocu jedinki koje su sakupljane na terenu. Uspostavljanje laboratorijske kulture
ukljuuje razmnozavanja jedinki, odnosno formiranje novih generacija u kontrolisanim
laboratorijskim uslovima, §to je potvrdeno nalaskom kokona i juvenilnih jedinki u akvarijumima

u kojima su gajene jedinke uzete sa terena.

Za odredivanje bazalnog nivoa oStecenja DNK molekula za komet test su koriséene
jedinke B. sowerbyi iz laboratorijske kulture koje su prosle aklimaciju. Srednja vrednost
ostecenja DNK molekula (TI=SE=24,6+1,3) je koris¢ena kao referentna vrednost, odnosno kao

kontrola DNK os$tecenja za vrstu B. sowerbyi u svim in situ istrazivanjima.
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4.1.4.3. Odredivanje nivoa oSte¢enja DNK molekula u celomocitama i hemocitama vrste B.
sowerbyi i u Mix uzorku tokom 2014. godine

Tokom 2014. godine nivo oSte¢enja DNK molekula vrste B. sowerbyi, kao 1 Mix uzoraka
praéen je tokom devet meseci (januar, februar, mart, maj, jun, jul, avgust, oktobar i decembar).
Kao $§to je ve¢ receno, bazalni nivo DNK oste¢enja jedinki B. sowerbyi gajenih u optimalnim

uslovima u laboratorijskoj kulturi koris¢en je kao kontrola.

Na slici 4.9. prikazan je nivo oste¢enja DNK molekula u jedinkama vrste B. sowerbyi sa
lokaliteta Duboko tokom 2014. godine. Statisti¢ki znacajna razlika izmedu nivoa oSte¢enja DNK
molekula proverena je neparametrijskim Kruskal-Valis testom. Koris¢enjem Man Vitni U testa
sa Bonferoni korekcijom dobijeno je za B. sowerbyi statistiCko znacajno poveéanje oSteéenja
DNK molekula u odnosu na bazalne vrednosti (TI=SE=24,6+1,3) za mesece januar, februar, jul 1
avgust. DNK oste¢enje u maju, junu i decembru imalo je nize vrednosti nego bazalni nivo, ali
nije bilo statisti¢ki znacajno. S druge strane, mesec oktobar karakterisao se statisticki znacajno
manjom vredno§¢éu TI parametra (TI=SE=12,2+0,9) u odnosu na bazalni nivo oste¢enja DNK

molekula (Slika 4.9).

100
o Median []25%-75% T Non-Outlier Range
*

| %

*
80 | —

60

T %

a0t o

kentrola  januar  februar  mart maj jun Jul avgust  cktobar decembar
meseci

Slika 4.9. Nivo oste¢enja DNK molekula u jedinkama vrste B. sowerby sa lokaliteta Duboko 2014. godine; * -

statisticka znacajnost u odnosu na kontrolu dobijena je Mann Whitney U testom sa Bonferroni korekcijom; p<0,05
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StatistiCke znacajnosti prikazane su u tabeli 4.16. za 2014. godinu. Da bi se dobio uvid da
li postoje statisticki znacajne razlike kada se meseci medusobno uporeduju, koris¢en je Kruskal-
Valis test sa Danovom korekcijom. Rezultati ukazuju da se vrednosti DNK ostecenja u oktobru
statisticki znac¢ajno razlikuju od vrednosti dobijenih za ostale mesece. Za januar nisu dobijene
razlike jedino uporedivanjem sa februarom, dok su sa ostalim mesecima dobijene statisticke
znacajne razlike. Pored pomenute sli¢nosti sa januarom, za februar se nije dobila statisticki
znacajna razlika 1 sa julom, dok je sa ostalim mesecima dobijena. Pored pomenutih statisticki
znacajnih razlika, u martu su dobijene razlike i sa decembrom, u maju i sa avgustom, u junu sa
julom 1 avgustom, dok u decembru nisu dobijene razlike jedino uporedivanjem vrednosti sa

vrednostima iz maja i juna.

Tabela 4.16. Statisticka znacajnost oSte¢enja DNK molekula kod B. sowerby izmedu

meseci tokom 2014. godine; p<0,05

januar | februar | mart maj jun jul avgust | oktobar | decembar
preves - N N 7 7 v 7 7
februar - N N N — — N N
mart N N - - - - N X
maj N N - - - \ N -
jun v v - - v v v -
jul v - - - v - v v
avgust X - - N N - N V
oktobar X \ \ N N N N V

decembar N N N - - \ \ N

- nema statisti¢ke zna¢ajnosti; \ ima statisticke zna¢ajnosti;
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Na slici 4.10. dat je graficki prikaz nivoa oStecenja DNK molekula u Mix uzorcima
tokom 2014. godine. Iz grafika se moze videti da se februar karakterisao najvec¢im vrednostima

ostecenja DNK molekula, a oktobar je imao najmanje vrednosti DNK ostecenja.

100 ¢
o Median [] 25%-75% T Non-Outlier Range

80

60

T %

40

20 =

januar  februar mart maj Jumn Jul avgust  clktobar  decembar
meseci

Slika 4.10. Nivo ostecenja DNK molekula kod jedinki Mix uzorka sa lokaliteta Duboko tokom 2014. godine

Statisticke znacajnosti za Mix uzorke tokom 2014. godine dobijene su Kruskal-Valis
testom sa Danovom korekcijom i prikazane su u tabeli 4.17. U tabeli se moZe videti da februar 1
oktobar pokazuju statisticko znac¢ajno povecanje, odnosno smanjenje oStecenja DNK molekula
kada se uporeduje sa svim ostalim mesecima u 2014. godini. Statisticki znacajna odstupanja ne
beleze se poredanjem nivoa oSteCenja DNK molekula izmedu januara sa junom i avgustom.
Statisticki znacajne razlike postoje izmedu marta sa januarom, februarom, avgustom i1 oktobrom.
Za maj 1 jul su zabelezene razlike u poredenju sa uzorcima iz januara, februara, avgusta i
oktobra. Statisticki znaCajne razlike su zabelezene 1 izmedu juna sa februarom, oktobra 1
decembra, izmedu avgusta i februara, marta, maja, jula, oktobra i decembra, dok su za decembar

zabelezene sa januarom, februarom, junom, avgustom i oktobrom.
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Tabela 4.17. Statisticka znacajnost nivoa osSte¢enja DNK molekula kod Mix uzorka

izmedu meseci tokom 2014. godine; p<0,05

januar | februar | mart maj jun jul avgust | oktobar | decembar
januar v V v - V - V V
februar V V V V V V V V
mart V V - - - V \/ -
maj V V - - - V \ -
jun - v - - - - v v
jul v v - - - v v -
avgust - V v V - V v \
oktobar l \/ \/ \/ \/ \/ \/ \

decembar V V - - V - V \

- nema statisti¢ke znagajnosti; V ima statistike zna¢ajnosti.

4.1.4.4. Korelacije nivoa oSteCenja DNK molekula kod vrste B. sowerbyi i Mix uzorka sa
mikrobioloskim, fizicko-hemijskim i hemijskim parametrima kvaliteta vode tokom
2014. godine

U ovom potpoglavlju prikazane su znacajne pozitivne ili negativne korelacije nivoa
ostec¢enja DNK molekula kod vrste B. sowerbyi i kod Mix uzorka sa mikrobioloskim, fizi¢ko-
hemijskim i hemijskim parametrima kvaliteta vode tokom 2014. godine. U zavisnosti da li su
parametri bili u saglasnosti sa normalnom raspodelom ili ne korelacije su dobijene pomocu

Pirsonovog ili Spirmanovog testa.

U tabeli 4.18. date su statisticki znacajne Spirmanove korelacije nivoa oSte¢enja DNK
molekula B. sowerbyi sa mikrobioloskim, fizicko-hemijskim i hemijskim parametarima kvaliteta
vode. Pozitivna korelacija je dobijena sa brojem fekalnih enterokoka, zasicenosti vode
kiseonikom, hloridima i rastvorenim gvozdem, a negativna korelacija sa rastvorenim olovom,

HPK (Mn), UV-ekstinkcijom (245 nm), kalijumom 1 rastvorenim cinkom.

80




REZULTATI

Tabela 4.18. Korelacije nivoa oSte¢enja DNK molekula vrste B. sowerbyi sa
mikrobioloskim, fizicko-hemijskim i hemijskim parametrima kvaliteta vode tokom 2014. godine;

p<0,05.

BS
FE 0,6815
0, (%) 0,7979
Cr 0,7163
Fe - rastvoreno 0,6695
Pb - rastvoreno -0,8107
HPK (Mn) -0,8674
UV-ekstinkcija (254nm) | -0,7825
K" -0,7157
Zn - rastvoreno -0,7078

Statisticki znacajne korelacije koje su dobijene Spirmanovim testom izmedu nivoa
oste¢enja DNK molekula Mix uzoraka sa mikrobioloskim, fizicko-hemijskim i hemijskim
parametrima kvaliteta vode za 2014. godinu prikazane su u tabeli 4.19. Zabelezena je pozitivna
korelacija jedino sa parametrom O, (%), dok je negativna korelacija zabeleZena sa parametrima

HPK (Mn) i UV — ekstinkcijom (254 nm).

Tabela 4.19. Korelacije nivoa oSte¢enja DNK molekula Mix uzorka i fizicko-hemijskih 1

hemijskih parametara tokom 2014. godine; p<0,05.

Mix
0, (%) 0,6858

HPK (Mn) -0,82
UV-ekstinkcija (254nm) -0,6799

Treba napomenuti da nisu dobijene statisticki znaCajne korelacije nivoa oStecenja B.

sowerbyi 1 uzoraka Mix sa vodostajem za 2014. godinu.
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4.1.4.5. Odredivanje nivoa oSte¢enja DNK molekula u celomocitama i hemocitama vrste B.
sowerbyi i u Mix-u tokom 2015. godine

Nivo oste¢enja DNK molekula vrste B. sowerbyi 1 Mix uzoraka tokom 2015. godine
praden je tokom deset meseci (mart, april, maj, jun, jul, avgust, septembar, oktobar novembar i
decembar). Kao i za 2014. godinu, bazalni nivo DNK ostecenja B. sowerbyi koji je koris¢en kao

kontrola odreden je kod laboratorijskih Zivotinja koje su gajene u optimalnim uslovima.

Za procenu znacajnih razlika nivoa oSteCenja DNK molekula B. sowerbyi izmedu
bazalnih vrednosti 1 onih dobijenih tokom istrazivanja koriS¢en je Kruskal-Valis test kao i Man
Vitni U test sa Bonferoni korekcijom, a rezultati su prikazani na slici 4.11. Statisticko znacajno
povecanje nivoa DNK osSte¢enja u odnosu bazalne vrednosti dobijeno je za maj, avgust,
septembar, oktobar, novembar i decembar. Dobijene su i statisticki znacajno manje vrednosti

DNK ostecenja u odnosu na bazalnu vrednost za mart, april, jun i jul.

100 ¢ & Median [] 25%-75% T Non-Outlier Range
*
%
80 |
T *
*
* -
60
* % * # a
T T *
2 —_
= oy []
o
0 L 4 4 4 L
kontrola mart april maj Jun Jul avgust zeptembar oktobar novembar decembar
meseci

Slika 4.11. Nivo oste¢enja DNK molekula u jedinkama vrste B. sowerbyi sa lokaliteta Duboko 2015.
godine; * - statisticka znacajnost (p<0,05) u odnosu na kontrolu dobijena je Man Vitni U testom sa Bonferoni

korekcijom
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U tabeli 4.20. prikazane su statisticke znacajnosti osteCenja DNK molekula za vrstu B.
sowerbyi tokom 2015. godine koje su dobijene neparametrijskim Kruskal-Valis testom sa
Danovom korekcijom. Uocava se da je mesec oktobar bio statisticki znacajno razli¢it od svih
ostalih uzorkovanih meseci. Vrednosti oste¢enja DNK molekula za novembar i decembar jedino
kada se medusobno uporeduju nisu statisticki znacajno razli¢ite, dok su u odnosu na ostale
mesece statistiCki znacajno razliCite. Pored gore pomenutih statisticki razli¢itih meseci, za
septembar dobijene su i razlike sa aprilom i junom, a dobijene su statisticki znac¢ajne razlike 1

izmedu maja i juna.

Tabela 4.20. StatistiCka znacajnost nivoa oStecenja DNK molekula kod jedinki B.
sowerby tokom 2015. godine; p<0,05

mart april maj jun jul avg. sep. okt. nov. dec.
mart - — — - — — N \ N
april - — — — — \ N N J
mj [ -] - T - - -1 3] 77
o | - | - | e = A A B A
jul = [ = | - . S A
avgust - - - - - - V \/ \/
septembar — \/ — \/ — — \/ \/ \/
oktobar | N | Y | v | ¥ [ v | ¥ | V S
novembar | ¥ | Y | Y | v | v [ ¥ | ¥ | 3 -
decembar N N N N N \/ \/ \/ -

- nema statisticke zna¢ajnosti; \ ima statisticke zna¢ajnosti.

Uporedivanjem vrednosti oSte¢enja DNK molekula B. sowerbyi odgovaraju¢ih meseci
(mart, maj, jun, jul, avgust oktobar i decembar) tokom dve uzastopne godine, 2014. 1 2015., nisu

dobijene statisticki znacajne korelacije (Pirsonova korelacija, p<0,05).

Na slici 4.12. prikazane su rezultati oSteCenja DNK molekula u Mix uzorcima tokom
2015. godine. Najnize vrednosti oSteéenja dobijene su tokom marta i maja, dok su najvise

vrednosti dobijene u oktobru i novembru.
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Slika 4.12. Nivo ostecenja DNK molekula kod jedinki Mix uzorka sa lokaliteta Duboko tokom 2015. godine;

Statisticke znacajnosti za Mix uzorak tokom 2015. godinu koje su dobijene Kruskal-Valis
testom sa Danovom korekcijom prikazane su u tabeli 4.21. Tokom ove godine razlike nisu
zabelezene izmedu marta sa majom i junom, aprila sa junom i julom, maja sa martom i junom,
junom sa martom, aprilom i majom, julom sa aprilom, avgustom i septembrom, avgustom sa

julom i septembrom, oktobrom sa novembrom, novembrom sa oktobrom i decembrom.

Tabela 4.21. Statisticka znacajnost nivoa oSteCenja DNK molekula kod Mix uzorka

tokom 2015. godine; p<0,05

mart april maj jun jul avg. sep. okt. nov. dec.
mart \ - - N \ \ N N \
april N N - - N N N N N
maj — | [V [ N[ V[V
jun [ - | - Vv | V[ v ¥ A
jul V[ - | V| A — [ - | ¥ | ¥ | A
avgust \ \ \ \ - - \ \ \
septembar N \ \ \ - - \ N -
oktobar N \ \ N N N N - N
novembar \ \ \ \ \ \ \ -
decembar \ \ \ \ \ \ - \ -

- nema statistike znacajnosti; \ ima statisticke zna¢ajnosti
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Uporedivanjem vrednosti koje su dobijene za oStecenje DNK molekula u Mix uzorcima
za odgovarajuc¢e mesece (mart, maj, jun, jul, avgust, oktobar i decembar) tokom 2014. 1 2015.

godine nisu dobijene statisti¢ki znacajne korelacije (Pirsonova korelacija, p<0,05).

4.1.4.6. Korelacije nivoa osteCenja DNK molekula vrste B. sowerbyi i Mix uzorka sa
mikrobiolo$kim, fizicko-hemijskim i hemijskim parametrima kvaliteta vode tokom
2015. godine

Kao 1 za 2014. godinu, i za narednu, 2015. godinu, pra¢ene su korelacije nivoa oSte¢enja
DNK molekula kod vrste B. sowerbyi 1 kod Mix uzoraka sa mikrobioloSkim, fizicko-hemijskim i
hemijskim parametrima kvaliteta vode. Korelacije su dobijene Pirsonovim ili Spirmanovim

testom u zavisnosti da li su podaci bili u saglasnosti sa normalnom raspodelom.

U tabeli 4.22. prikazane su znacajne korelacije sa nivoom oste¢enja DNK molekula B.
sowerbyi tokom 2015. godine. Dobijene su samo pozitivne Pirsonove korelacije sa brojem TC,

nitritima, rastvorenim gvozdem i niklom.

Tabela 4.22. Statisticki znacajne korelacije nivoa oste¢enja DNK molekula kod vrste B.
sowerbyi sa mikrobioloSkim, fizicko-hemijskim i hemijskim parametrima kvaliteta vode tokom

2015. godine; p<0,05.

BS
TC 0,8638
NO; 0,8325

Fe - rastvoreno | 0,8201
Nikl - rastvoreni | 0,8397

Sto se tice korelacija nivoa oSte¢enja DNK molekula Mix uzorka za 2015. godinu
dobijene su znacajne pozitivne Pirsonove korelacije sa nitritima, rastvorenim gvozdem i

antimonom, a negativna Spirmanova korelacija sa acetohlorom (Tabela 4.23.).
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Tabela 4.23. Statisticki znacajne korelacije nivoa ostecenja DNK molekula Mix uzorka i

fizicko-hemijskih 1 hemijskih parametara tokom 2015. godine; p<0,05.

Mix
NO,-N 0,8867*
Fe — rastvoreni 0,6525*
Antimon 0,8534*
Acetohlor -0,7599%**

* Pirsonova korelacija;
** Spirmanova korelacija

Kao i tokom 2014. godine, ni 2015. godine nisu dobijene korelacije nivoa oste¢enja DNK

molekula B. sowerbyi i Mix uzoraka sa vodostajem.
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4.2. In situ istrazivanje — lokalitet ViSnjica

Lokalitet Visnjica na kojem je radeno in situ istrazivanje nalazi se na desnoj obali
grada nalazi se rukavac Ade Huje u kome je smesten izliv glavnog kolektora otpadnih voda
Beograda. Pored pritisaka koji dolaze od izliva otpadnih voda glavnog kolektora, ovaj lokalitet je
1 pod uticanjm otpadnih voda iz manjih rasutih izvora koji dolaze od pojedina¢nih domadinstava,

kao 1 raznih ugostiteljskih objekata koji su smesteni na obali Dunava.
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4.13. Lokalitet Visnjica
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4.2.1. Hidroloski uslovi i fizicko-hemijski kvalitet vode

Neposredno na lokalitetu Visnjica ne vrSe se merenja vodostaja, te su se vrednosti
vodostaja jedne uzvodne (Zemun) i jedne nizvodne (Pancevo) merne tatke RHMZ koristile da se

prikazu hidroloski uslovi koji su vladali u ovom delu Dunava tokom 2014. godine.

Slicno kao i na lokalitetu Duboko na Savi, i na lokalitetu Vis$njica su izmereni visi
vodostaji, odnosno i ovaj lokalitet je bio pod uticajem poplava tokom 2014. godine (slika 4.14).
Iz datog grafika (Slika 4.14) moze se zakljuciti da je variranje vrednosti vodostaja izmedu
mernih ta¢aka, Zemun i Pan¢evo, minimalno. Najvise vrednosti srednjih godis$njih vodostaja bile
su zabelezene u maju (514 cm na obe merne tacke) i septembru (452 i 455 cm), dok su najnize

vrednosti bile su izmerene u januaru (278 1 303 cm) i julu (288 1 315 cm).
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Slika 4.14. Vrednosti vodostaja za lokalitete Zemun i Pancevo tokom 2014; * podaci su preuzeti iz Hidroloskog

godisnjaka povrsinskih voda RHMZ za 2014. godinu.

Kao 1 na lokalitetu Duboko, 1 na lokalitetu Visnjica su mereni osnovni fizicko-hemijski
parametri. Vrednosti izmerenih fizicko-hemijskih parametara prikazani su u tabeli 4.24. Podaci
opSirnih merenja hemijskih parametara (karbonata, anjona, katjona, pesticida, fenola, itd.)
Agencije za zaStitu Zivotne sredine Republike Srbije za lokalitet Vinca dati su u tabeli 1, Prilog

2.
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Tabela 4.24. Fizicko-hemijski parametri na lokalitetu Visnjica tokom 2014. godine

Lokalitet Vis$njica (Dunav) 2014
Meseci Jan. | Feb. | Mart | April | Maj | Jun Jul | Avg. | Sep. | Okt. | Nov. | Dec.
pH 9,2 8,9 9,4 8,3 8,5 7,7 8,2 8 7,77 | 8,02 | 7,82 | 7,91
t (°O) 7,4 9,4 14,6 | 16,2 | 18,9 | 21,6 | 23,8 | 23,3 | 14,9 | 11 86 | 7,5
cond (uS) 413 350 | 412 | 337 | 360 / 360 | 407 | 410 | 391 | 382 3
0, (mg/L) | 10,57 | 8,29 | 12,15 | 13,39 | 824 | 5,75 / 5,03 | 526 | 6,9 | 6,53 | 7,18
0, (%) 86,8 | 67,5 | 117,7 / 89,4 | 65,7 / 544 | 52 | 68,1 | 554 | 62,6
NO, (mg/L) | 0,052 | 0,055 | 0,05 | 0,062 | 1,28 | 0,082 | 0,065 | 0,06 | 0,13 | 0,07 | 0,02 | 0,04
NO;(mg/L) | 6,42 | 7,74 | 5,16 | 1,05 (0,078 | 1,17 | 1,36 | 5,1 | 2,5 | 3,5 2 3,6
NH,; (mg/L) | 1,732 | 2,331 | 1,826 | 2,164 | 0,666 | 1,241 | 1,228 | 0,12 | 0,5 | 0,05 | 0,17 | 0,08
PO, (mg/L) | 0,24 | <0,20 | 0,24 | 0,2 | 0,19 | 0,27 | 0,24 | 6,1 | 3.4 | 5,5 9 1,3

U odnosu na preporucene vrednosti od strane Medunarodne komisije za zaStitu reke

Dunav (ICPDR, 2002) mogu se uociti poviSene vrednosti za rastvoreni cink (pg/L) (februar

12,70; april 5; avgust 18,30; decembar 15.9), za rastvoreni bakar (ug/L) (april 5; maj 2,20;

avgust 4,8; decembar 3,5), za hrom (februar 0,9 ng/L; avgust 4,10 pg/L). Vrednosti za rastvoreni

kadmijum bile su na granici maksimalno preporucenih vrednosti za ovaj element. Rastvoreni nikl

(ng/L) je cak sedam puta (mart 1,5; april 1;, maj 2,9; jun 0,9; jul 1,6; avgust 1,8; decembar 1,3)

bio detektovan u koncentracijama koje su veée od preporucenih vrednosti. Vrednosti za ovaj

element su se kretale od granice maksimalnih preporucenih do tri puta ve¢ih vrednosti u maju

2014. godine (Prilog 2, Tabela 1).
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4.2.2. Mikrobioloski kvalitet vode

Mikrobioloski kvalitet vode na lokalitetu Visnjica pracen je preko broja ukupnih

koliforma, E. coli i fekalnih enterokoka.

Na slici 4.15. prikazani su rezultati mikrobioloskog ispitivanja kvaliteta vode na ovom
lokalitetu. Moze se uociti da je u martu i aprilu detektovan najnizi kvalitet vode (klasa IV) u
odnosu na sve tri grupe indikatora fekalnog zagadenja. Klasa IV je zabeleZena u junu i julu za E.
coli. Jedino je broj ukupnih koliforma u maju uvrstio ovaj lokalitet u II klasu. Za sve ostale

mesece u odnosu na mikrobioloske indikatore dobijene su vrednosti koje odgovaraju klasi III.

1000000

100000

10000

1000 mTC

HE. coli
100

broj bakterija/100 ml

W FE
10

Slika 4.15. Broj ukupnih koliforma (TC), E. coli i fekalnih enterokoka (FE) na lokalitetu Visnjica tokom
2014. godine

Tokom 2014. godine mikrobioloski kvalitet vode na lokalitetu Visnjica kretao se u okviru
IIT1 IV klase (Slika 4.15).
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4.2.2.1. Korelacije mikrobioloskih sa fizicko-hemijskim i hemijskim parametrima

Odnos mikrobioloskih i fizicko-hemijskih 1 hemijskih parametara, kao 1 odnos vodostaja
sa mikrobioloskim, fizi¢ko-hemijskim i hemijskim parametrima kvaliteta vode za 2014. godinu
na lokalitetu Visnjica dobijeni su pomocu Pirsonove ili Spirmanove korelacije u zavisnosti da li

su parametri imali ili nisu imali normalnu raspodelu.

U tabeli 4.25. prikazane su statisticki znacajno pozitivne 1 negativne korelacije
mikrobioloskih sa fizicko-hemijskim 1 hemijskim parametrima za lokalitet Visnjica. Dobijene su
pozitivne Pirsonove korelacije TC sa FE i cinkom, dok su negativne korelacije dobijene sa
amonijumom, sulfatima, kalijumom i arsenom Posto nitrati nisu imali normalnu raspodelu, u
njihovom sluc¢aju dobijena je negativna znacajna Spirmanova korelacija sa TC. Kao i za nitrate, u
sluaju E. coli nije dobijena normalna raspodela te se radila Spirmanova korelacija. U ovom
slu¢aju dobijena je pozitivna korelacija sa gvozdem, a negativna sa UV-ekstinkcijom (254 nm).

Za FE dobijena je jedino negativna Pirsonova korelacija sa parametrom kalijumom (K™).

Tabela 4.25. Korelacije mikrobioloskih sa fizicko-hemijskim i hemijskim parametrima;

p<0,05;

TC
FE 0,6366*
Amonijum (NH,N) -0,6238%*
Sulfati (SO4") -0,6077*
Nitriti (NO,-N) -0,72488%**
Kalijum (K") -0,9015%*
Cink (Zn) 0,7695%*
Arsen (As) -0,8604*
Arsen (As)-rastvoreni -0,9333*
E. coli
Gvozde (Fe) 0,681818**
UV-ekstinkcija (254nm) -0,62415%*
FE
Kalijum (K") -0,8563*

* Pirsonova korelacija;

** Spirmanova korelacija
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Znacajne korelacije nivoa vode sa mikrobioloskim, fizicko-hemijskim 1 hemijskim
parametrima prikazane su u tabeli 4.26. Parametrijskim Pirsonovim testom dobijene su pozitivne
korelacije vrednosti vodostaja i1 slede¢ih parametara: ukupni fosfor i hrom, gvozde, mangan,
olovo, nikl, kobalt, rastvoreni nikl, UV — ekstinkcija, atrazin, desetilterbutilazin, terbutilazin,
acetohlor 1 metolahlor. Negativna korelacija je dobijena sa nitratima 1 zasienosti vode

kiseonikom.

Tabela 4.26. Korelacije vodostaja sa mikrobioloskim, fizicko-hemijskim 1 hemijskim

parametrima; p<0,05;

Vodostaj
Nitrati (NO3-N) -0,6492
Kiseonik (O; %) -0,7389
Ukupni fosfor (P) 0,7458
Gvozde (Fe) 0,9387
Mangan (Mn) 0,8796
Hrom ukupni 0,8710
Olovo (Pb) 0,8215
Nikl (Ni) 0,9042
Kobalt (Co) 0,8792
Nikl (Ni) rastvoreni 0,7642
UV — ekstinkcija (254 nm) 0,7410
Atrazin 0,9548
Desetilterbutilazin 0,9867
Terbutilazin 0,9792
Acetohlor 0,9771
Metolahlor 0,9783
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4.2.3. Sastav zajednica akvati¢nih Oligochaeta

Tokom istrazivanja na lokalitetu Visnjica pracen je sastav akvati¢nih Oligochaeta.
Utvrdeno je prisustvo 20 taksona akvati¢nih Oligochaeta (Tabela 4.27.) koje se mogu svrstati,
prema Timm (2009) i Brinkhurst i Gelder (2001), u tri familije Naididae, Tubificidae i
Enchytraeidae.

Tabela 4.27. Lista zabelezenih taksona i odgovaraju¢ih visSih taksonomskih nivoa

akvati¢nih oligoheta na lokalitetu Visnjica tokom 2014. godine.
Classis Clitellata
Subclassis Oligochaeta
Ordo Tubificida
Fam. Naididae
Nais barbata Muller 1774
Nais bretscheri Michaelsen 1899
Nais elinguis Muller 1774
Nais sp.
Ophidonais serpentina (Muller 1774)
Paranais frici Hrabe 1941
Stylaria lacustris (Linnaeus 1767)
Uncinais uncinata (Orsted 1842)
Vejdovskyella comata (Vejdovsky 1884)
Fam. Tubificidae

Subfamilia Rhyacodrilinae
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Branchiura sowerbyi Beddard, 1892
Subfamilia Tubificinae
Tubificidae Gen. sp.
Limnodrilus hoffmeisteri Claparede, 1862
Limnodrilus claparedeanus Ratzel 1868
Limnodrilus udekemianus Claparede, 1862
Limnodrilus sp.
Potamothrix vejdovskyi (Hrabe, 1941)
Potamothrix hammoniensis (Michaelsen, 1901)
Psammoryctides barbatus (Grube, 1861)
Tubifex tubifex Muller 1774

Fam. Enchytraeidae

Raznovrsnost oligohetne faune na lokalitetu ViSnjica je ve¢a u odnosu na onu koja je
zabeleZena na lokalitetu Duboko iste godine. U Visnjici je bilo zabeleZeno prisustvo 17 vrsta
koje se mogu svrstati u 11 rodova (Tabela 4.28.). Treba napomenuti da je za predstavnike

familije Enchytraidae radena indentifikacija samo do nivoa familije.
Tabela 4.28. Raznovrsnost oligohetne faune na lokalitetu Visnjica tokom 2014. godine
Nais barbata Muller 1774
Nais bretscheri Michaelsen 1899
Nais elinguis Muller 1774
Potamothrix vejdovskyi (Hrabe, 1941)

Potamothrix hammoniensis (Michaelsen, 1901)
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Psammoryctides barbatus (Grube, 1861)
Tubifex tubifex Muller 1774
Limnodrilus hoffmeisteri Claparede, 1862
Limnodrilus claparedeanus Ratzel 1868
Limnodrilus udekemianus Claparede, 1862
Ophidonais serpentina (Muller 1774)
Paranais frici Hrabe 1941
Stylaria lacustris (Linnaeus 1767)
Uncinais uncinata (Orsted 1842)
Vejdovskyella comata (Vejdovsky 1884)

Vrste L. claparedeanus 1 L. hoffmaisteri bile su prisutne u svim uzorcima i sa najve¢om
abundancom. Vrste L. udekemianus, T. tubifex i B. sowerbyi su nadene skoro u svim uzorcima,
ali sa znatno manjom gustinom populacije. Prisustvo nekoliko jedinki vrsta Nais barbata, N.
bretscheri, Stylaria lacustris, Uncinais uncinata bilo je zabeleZeno u najvise dva uzorka. Samo u

maju je uzorkovana jedna jedinka iz familije Enchytraeidae (Tabela 4.29.)
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REZULTATI

Lista taksona zabelezenih grupa akvaticnih makroinvertebrata na lokalitetu Visnjica
tokom 2014. godine prikazana je u tabeli 4.30. Od zabelezenih grupa najzastupljenija je bila
familija Chironomidae, pa grupa Nematoda. Mesec sa najveéim diverzitetom razli¢itih grupa
makroinvertebrata bio je oktobar kada je, pored familije Chironomidae, bila zastupljena i klasa
Gastropoda sa vrstama 7. fluviatilis, L. naticoides, P. acuta i B. naticina. Takode, u oktobru su
bile prisutne vrste D. villosus, C. curvispinum, jedna jedinka J. istri 1 jedan juvenilni predstavnik

familije Pontogammaridae.

Tabela 4.30. Lista taksona zabelezenih grupa akvati¢nih makroinvertebrata na lokalitetu

Visnjica tokom 2014. godine.
Phylum Nematoda
Phylum Mollusca
Classis Bivalvia
Fam. Corbiculidae
Corbicula fluminea (O. F. Muller 1774)
Fam. Dreissenidae
Dreissena polymorpha (Pallas 1771)
Dreissena bugensis (Andrusov, 1897)
Classis Gastropoda
Fam. Neritidae
Theodoxus fluviatilis (Linnaeus 1758)
Fam. Hydrobiidae
Lithoglyphus naticoides (C. Pfeiffer 1828)

Fam. Physidae
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Physella acuta (Draparnaud, 1805)
Fam. Valvatidae
Boryshenia naticina (Menke 1845)
Phylum Arthropoda
Subphylum Crustacea

Classis Malacostraca

Subordo Gammaridea
Fam. Gammaridae
Dikerogammarus villosus (Sowinsky 1894)
Fam. Corophiidae
Corophium curvispinum Sars 1895
Fam. Pontogammaridae (juv.)

Ordo Isopoda

Suborder Asellota
Jaera istri Veuille 1979

Classis Maxillopoda

Subclass Copepoda

Subphylum Hexapoda
Classis Insecta
Ordo Diptera

Fam. Chironomidae
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Fam. Ceratopogonidae
Phylum Annelida
Class Hirudinea
Glossiphonia sp.
Phylum Plathelminthes
Ordo Tricladida

Planaria sp.
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4.2.3.1. Ocena ekoloskog potencijala lokaliteta Visnjica na osnovu zajednice
akvati¢nih Oligochaeta

Na osnovu sastava zajednice akvaticnih oligoheta vrSena je ocena ekoloskog

potencijala ovog lokaliteta, a rezulatati su prikazani u tabeli 4.31.

U ukupnim uzorcima, oligohete su bile najzastupljenija grupa makroinvertebrata u
svim mesecima osim u maju (33,92 %). Zastupljenost u februaru, martu, aprilu, junu i julu
bila je 100 %, u avgustu 99,03 %, septembru 92,92 %, novembru 97,80 % i u decembru
98,73 %. Najzastupljenija familija u okviru oligoheta na lokalitetu Visnjica bila je familija
Tubificidae (april, jun, jul, avgust 1 septembar — 100 %; februar — 94,51 %; mart — 88,24 %;
maj — 85,92 %; oktobar — 98,36 %; novembar — 98,99 %; decembar — 70,46 %). Bilo je
zabelezZeno 1 prisustvo predstavnika iz familije Naididae (februar — 5,49 %; mart — 11,76 %;
maj — 12,68 %; oktobar — 1,64 %; novembar — 1,01 %; decembar — 29,54 %) 1 Enchytraidae
(maj — 1,41 %) (Tabela 4.29.). 1 ovaj lokalitet se karakteriSe veoma loSom ocenom
ekoloskog potencijala (IV-V klasa kvaliteta vode) u odnosu na % uces¢e Oligochaeta —

Tubificidae u uzorcima.

Od ostalih grupa akvati¢énih makroinvertebrata Diptere su bile u maju dominantne
(zastupljenost 64,64 %), dok su ostalim mesecima bile zastupljene u manjem broju
(septembar — 1,77 %; oktobar — 0,53 %; novembar — 1,27 %; decembar — 0,16 %)).
Predstavnici iz grupe Crustacea bili su prisutni u pet uzoraka — maj 0,64 %; septembar 3,19
%; oktobar 0,64 %; novembar 0,33 %; decembar 0,32 %. Druge grupe makroinvertebrata
¢ije je prisustvo bilo zabeleZeno u jednom do Cetiri uzorka su grupa Turbellaria (maj — 0,16
%; decembar — 0,16 %), Nematoda (maj — 0,64 %; oktobar — 0,85 %; novembar — 0,39 %;
decembar — 0,64 %), Gastropoda (septembar — 1,77 %; oktobar — 0,42 %; novembar — 0,11
%), Bivalvia (septembar — 0,35 %; oktobar — 0,64 %; novembar — 0,11 %) 1 Hirudinea
(avgust — 0,97 %).
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Tabela 4.31. Bioloski parametri ocene ekoloskog potencijala - Visnjica 2014.

godina

ZNACAJINO IZMENJENA VODNA TELA

Akumulacije formirane na vodnim telima TIPA 1

feb. mart | apr. maj jun jul avg. sep. okt. nov. dec.
saprobni indeks
(metoda Zelinkai | IV-V | IV-V [ IV-V | V-V | IV-V | IVV | IV-V | IVV | IV-V | IV-V | IV
Marvan)
BMWPskor | IV-V [ IV-V | IV-V [ IV-V [ IV-V | IV-V [ IV-V | IV-V | IV-V [ IV-V | IV-V
Indeks
diverziteta U-0 | I-N0 | DAN0 | OO0 | [V | DAV | DAV | T | ALY | I | DI
(metoda Shannon
- Weaver)
Ukupan broj -\ vy iy g | ety | 04 | AV | WV | 0V | Y| O | IO | T
taksona

4.2.4. Ekogenotoksikoloska istrazivanja

Na lokalitetu ViSnjica ekogenotoksikoloSka istraZzivanja su radena samo tokom
2014. godine na uzorcima vrste B. sowerbyi 1 na meSovitim uzorcima tubificida (Mix
uzorak). Kao i u slucaju istrazivanja na lokalitetu Duboko, i na ovom lokalitetu bazalna
vrednost oSte¢enja DNK molekula B. sowerbyi koja je koriS¢ena kao kontrola odredena je

kod jedinki koje su gajene u laboratorijskim kontrolisanim uslovima.

Broj jedinki vrste B. sowerbyi u uzorcima Oligochaeta varirao je tokom godine zbog
¢ega je razlicit broj individua ove vrste bio kori$¢en za ekogenotoksikoloska istraZivanja. U
maju, septembru i oktobru jedinke vrste B. sowerbyi nisu nadene u uzoraku. Najveci broj
individua B. sowerbyi kori§¢enih u komet testu bio je 15, u martu, aprilu 1 junu a najmanje
3 jedinke u avgustu. U februaru je koris¢eno 12, u julu 11, u novembru 8 a u decembru 7

jedinki (Tabela 1, Prilog 3).

Sa izuzetkom avgusta, kada je Mix uzorak bio sacinjen od 50 slu¢ajno izabranih

individua, u ostalim mesecima je po 100 jedinki bilo-u Mix uzorcima (Tabela 2, Prilog 3).
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4.2.4.1. Vijabilnosti celomocita i hemocita

Vijabilnost celija je odredena diferencijalnim bojenjem (AO/EB). Na lokalitetu
Visnjica, prose¢no prezivljavanje Celija B. sowerbyi bilo je 83,37 %, dok je za Mix uzorak
bilo 77,04 % (Slika 4.16.), $to su sli¢ne vrednosti prezivljavanju ¢elija na lokalitetu Duboko

iste, 2014., godine.

100 -+
90 -
80 -
70 -
60 -
50 -
40 -
30 -

prezivljavanje ¢elija (%)

20 -
10 -

.

\

0 I T 1
BS Mix

Slika 4.16. Graficki prikaz prezivljavanja celomocita i hemocita (srednja vrednost = SE) kod vrste B. sowerby

1 kod Mix uzorka na lokalitetu Visnjica tokom 2014. godine

Visoko prezivljavanje Celija (>90 %) kod vrste B. sowerbyi je zabelezeno u junu (98
%), avgustu (98 %), aprilu (93 %) i u martu (90 %). U julu i novembru bila je zabelezena
vijabilnost od 87 %, dok su nize vrednosti bile zabelezene u decembru (62 %) i u februaru

(52 %) (Tabela 1, Prilog 3).

Vijabilnost ¢elija kod Mix uzorka jedino je u oktobru imala vrednosti oko 90 %
(90,5 %). Vijabilnost ¢elija od oko 80 % je zabelezena u julu, aprilu i septembru (84, 83 1
80 %), iznad 70 % u maju, martu, novembru i februaru (78,5, 77, 75 1 73,8 %), dok je u
junu, avgustu i decembru prezivljavanje bilo veée od 60 % (69,7, 69 i 67 %) (Tabela
2,Prilog 3).
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4.2.4.2. Odredivanje nivoa oSte¢enja DNK molekula u celomocitama i hemocitama
vrste B. sowerby i Mix uzorka

Na lokalitetu Visnjica oStecenje DNK molekula kod vrste B. sowerbyi bilo je
praéeno tokom osam meseci (februar, mart, april, jun, jul, avgust, novembar i decembar), a
u Mix uzorcima tokom deset meseci (februar, mart, april, maj, jun, jul, avgust, septembar,

oktobar i novembar).

U odnosu na bazalni nivo osteCenja (TI=SE=24,6+1,3), statisticki znacajno vece
ostecenje DNK molekula vrste B. sowerbyi zabelezeno je u junu i avgustu, dok je u martu

ostec¢enja bilo znac¢ajno manje (TI=SE=16,36+0,89) (Slika 4.17.).

100
o Median [] 25%-75% T MNen-Outlier Range

80 T -

60

TI %

40 1

kontrola  februar mart april jum jul avgust novembar decembar

meseci

Slika 4.17. Nivo oste¢enja DNK molekula u jedinkama vrste B. sowerby sa lokaliteta Visnjica 2014.
godina; * - statisticka znacajnost u odnosu na kontrolu (dobijena Man Vitni U testom sa Bonferoni

korekcijom); p<0,05;

Za medusobno uporedivanje oSteCenja DNK molekula kod jedinki B. sowerbyi
tokom analiziranih meseci koriS¢en je neparametrijski Kruskal-Valis test sa Danovom

korekcijom. Statisticka znacajnost nivoa oSte¢enja DNK molekula kod vrste B. sowerbyi sa
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lokaliteta ViSnjica tokom 2014. godine prikazana je na tabeli 4.32. U odnosu na nivo
osSte¢enja DNK molekula koje je bilo zabelezeno u martu, ostali meseci (februar, april, jun,
jul, avgust, novembar i decembar) imali su statisticki znac¢ajno vece vrednosti oStecenja
DNK molekula. U odnosu na februar statisticki znacajno vece oste¢enje DNK molekula je
zabelezeno u junu i avgustu, dok su jun i avgust imali statisticki znacajno veée vrednosti u

odnosu na novembar.

Tabela 4.32. Statisticka znacajnost nivoa oSte¢enja DNK molekula kod vrste B.

sowerbyi sa lokaliteta Visnjica tokom 2014. godine; p<0,05

februar | mart april jun jul avgust | novembar | decembar
februar \/ - \/ - N - -
mart \/ N V \ V \ V
april - \ - - - - -
jun N V - - - \ -
jul - V - - - - -
avgust \ \ - - - N -
novembar V - \ - N -
decembar - \/ - - - - -

- nema statisticke znacajnosti; \ ima statisticke znacajnosti.

Graficki prikaz nivoa oSteCenja DNK molekula kod slu¢ajno izabranih jedinki iz
oligohetne zajednice (Mix) prikazana je na slici 4.18. Najvece vrednosti oSteCenja DNK
molekula kod Mix uzorka je zabelezeno u februaru (TIESE=21,9+0,98), zatim u julu
(TI=SE=19,0+0,8) 1 septembru (TI=SE=19,5+0,9). Najnizi nivo oStecenja DNK molekula
bio je detektovan u oktobru (TI=SE=11,3%0,5) i u martu (TI£SE=13,2+0,6).
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100 ¢
o Median [] 25%-75% T Non-Outlier Range

80

60 |

Tl %

a0 |

20

februar  mart april maj Jumn Jul avgust septembar oktobar novembar

meseci

Slika 4.18. Nivo oste¢enja DNK molekula u jedinkama Mix uzorka sa lokaliteta Visnjica 2014. godina;

U tabeli 4.33. prikazana je statisticka znacajnost nivoa oSte¢enja DNK molekula
kod Mix uzorka sa lokaliteta ViSnjica tokom 2014. godine dobijena neparametrijskim
Kruskal-Valis testom sa Danovom korekcijom p-vrednosti. U februaru je dobijen statisticki
znacajan visi nivo oste¢enja DNK molekula u odnosu na mart, april, maj, avgust, oktobar i
novembar. Mart se karakterisao statisticki znacajno nizim vrednostima u odnosu na februar,
jun, jul 1 septembar, dok su u aprilu statisticki znacajno vece vrednosti bile zabelezene u
odnosu na oktobar, a statisti¢ki zna¢ajno niZe vrednosti u odnosu na februar i jul. U odnosu
na maj statisticko znacajno veée ostec¢enje DNK molekula bilo je dobijeno za februar i jul.
Pored statisticki znacajno vecih vrednosti za jun i za septembar u odnosu na mart dobijene
su slicne vrednosti i u odnosu na oktobar. U julu su zabelezene vece vrednosti koje su
statisticki znaCajne u odnosu na one koje su dobijene u martu, aprilu, maju, avgustu 1
oktobru. Pomenuto je da su najnize zabelezene vrednosti oSte¢enja DNK molekula
zabelezene u oktobru, te je ovaj mesec ima statistiCki zna¢ajno manje vrednosti ovog

parametra u odnosu na iste parametre u februaru, aprilu, junu, julu, septebru i novembru.
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Tabela 4.33. Statisticka znacajnost nivoa oste¢enja DNK molekula kod Mix uzorka

sa lokaliteta Visnjica tokom 2014. godine; p<0,05

feb. mart | april maj jun jul avg. sep. okt. nov.
februar \/ \/ \/ - - \ - \ \
mart \/ - - N \ - \/ - -
april V - - - \ - - \ -
maj \/ - - - \ - - - -
jun - \/ - - - - - \ -
jul SN N V- v - | V| -
avgust \/ - - - - \ - - -
septembar - \/ - - - - - V -
oktobar \/ - \/ - V V - \/ \
novembar \/ - - - - - - - \

- nema statisti¢ke znagajnosti; V ima statisti¢ke znacajnosti.

4.2.4.3. Korelacije nivoa oSte¢enja DNK molekula vrste B. sowerbyi i Mix uzorka sa
mikrobioloskim, fizicko-hemijskim i hemijskim parametarima kvaliteta vode

Kao 1 na lokalitetu Duboko, 1 na lokalitetu VisSnjica analiziran je odnos oStecenja
DNK molekula vrste B. sowerbyi i Mix uzoraka sa mikrobioloskim, fizi¢ko-hemijskim 1

hemijskim parametrima kvaliteta vode.

U Tabeli 4.34. prikazane su statisticke znacajne korelacije nivoa oSte¢enja DNK
molekula B. sowerbyi sa mikrobioloskim, fizicko-hemijskim i hemijskim parametrima koje
su dobijene neparametrijskim Spirmanovim testom. Dobijena je pozitivna korelacija sa

amonijumom i kalijumom, dok je negativna korelacija dobijena sa brojem E. coli.
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Tabela 4.34. Statisticki znacajne korelacije nivoa ostecenja DNK molekula vrste B.
sowerbyi sa mikrobioloSkim, fizicko-hemijskim i hemijskim parametarima kvaliteta vode

tokom 2014. godine na lokalitetu Visnjica; p<0,05.

BS
E. coli -0,7364
NH," 0,7084
K" 0,8546

U tabeli 4.35. iznete su vrednosti znacajnih korelacija oSte¢enja DNK molekula iz
Mix uzorka sa fizicko-hemijskim i hemijskim parametarima. U ovom slu¢aju dobijena je

pozitivna korelacija samo sa dva parametra, rastvorenim gvozdem i aluminijumom.

Tabela 4.35. Statisticki znacajne korelacije nivoa ostecenja DNK molekula Mix
uzorka sa fizicko-hemijskim i hemijskim parametarima tokom 2014. godine na lokalitetu

Visnjica; p<0,05.

Mix
Fe - rastvoreno 0,837
Al - rastvoreno 0,9244

4.3. Korelacije sastava zajednice akvati¢nih Oligochaeta i nivoa oSteéenja DNK
molekula kod vrste B. sowerbyi i kod Mix uzorka

Posto su se u Mix uzorcima nalazile slu¢ajno izabrane jedinke razlicitih vrsta, ¢iji
udeo nije bio stalan, bilo je bitno utvrditi kako vrste i njihova brojnost uticu na nivo
oStecenja DNK molekula. Moglo se pretpostaviti da rezultati oSteCenja DNK u Mix

uzorcima zavise od njihovog sastava.

Kao parametar za korelaciju oSte¢enja DNK molekula Mix uzorka uveden je

relativni diverzitet koji je jednak broju vrsta koje se uzimaju u obzir za korelacije.
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4.3.1. Korelacije rezultata komet testa i sastava zajednice Oligochaeta na lokalitetu
Duboko

Lokalitet Duboko se tokom 2014. godine nije karakterisao velikom raznovrsnoséu
vrsta (Tabela 4.9.). Dominantne su bile vrste iz roda Limnodrilus, L. hoffmeisteri i L.
claparedeanu, dok je L. udekemianus bio prisutan u malom broju u maju, avgustu i
oktobru. Stalno su bile prisutne vrste B. sowerbyi. 1 T. tubifex, ali ne u velikom broju (1 —
26 jedinki). Ispitivane su korelacije nivoa oSte¢enja DNK molekula i sastava zajednica,
odnosno navedenih vrsta. Ostale vrste koje su uzorkovane (L. michaelseni — maj: jedna
jedinka/0,42 %; P. vejdovskyi — avgust: jedna jedinka/0,42 %; P. barbatus — jedna
jedinka/0,42 %; fam. Lumbriculidae: S. heringianus — oktobar: dve jedinke/0,79 %) nisu
uzete u obzir za korelacije jer su detektovane samo tokom jednog meseca u manje od 1 %

uzoraka te njihovo prisustvo nije moglo znacajnije uticati na nivo oste¢enja DNK.

Kolmogorov-Smirnov testom pokazano je da odabrani parametri: TI BS, Ti Mix,
relativni diverzitet, broj L. hoffmeisteri, broj L. claparedeanus, broj L. udekemianus, broj B.
sowerbyi, broj T. tubifex, % L. hoffmeisteri, % L. claparedeanus, % L. udekemianus, % B.
sowerbyi 1 % T. Tubifex, imaju normalnu raspodelu, te se za korelaciju koristio Pirsonov

test.

Pirsonovim testom dobijena je signifikantna pozitivna korelacija samo izmedu
parametra TI BS i TI Mix (r=0,8189; p=0,046) (Tabela 4.36.). Veéi nivo negativne
korelacije dobijen je izmedu parametra TI BS i broja L. hoffmeisteri (r=-0,47; p=0,346),
kao 11zmedu TI BS i broja B. sowerbyi (=-0,39; p=0,445).
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Tabela 4.36. Korelacija TI kod vrste B. sowerbyi, T1 kod Mix uzorka sa brojem i
procentualnom zastupljenos¢u tubificidnih vrsta u uzorcima iz 2014. godine; crvenom

bojom oznaceni su uzorci kod kojih postoji statisticki znacajna korelacija.

N=6 TI BS TI Mix
TI BS r=1,0000 p=--- r=0,8189 p=0,046
TI Mix =0,8189 | p=.046 1,0000 p=---
broj vrsta r=-0,3771 | p=0,461 r=-0,1382 p=0,794
% L. hoffmeisteri r=0,1477 | p=0,780 r=-0,0860 p=0,871
% L. claparedeanus r=-0,0547 | p=0,918 =0,0757 p=0,887
% B. sowerbyi r=-0,1436 | p=0,786 =-0,2359 p=0,653
% T. tubifex r=-0,2132 | p=0,685 r=0,1077 p=0,839
Broj L. hoffmeisteri r=-0,4709 | p=0,346 r=-0,3959 p=0,437
Broj L. claparedeanus r=-0,2006 | p=0,703 r=-0,0550 p=0,918
Broj B. sowerbyi r=-0,3896 | p=0,445 r=-0,3533 p=0,492
Broj T. tubifex r=-0,2685 | p=0,607 =0,0588 p=0,912
N=3 TI BS TI Mix
% L. udekemianus r=-0,0303 | p=0,955 r=0,3117 p=0,548
Broj L. udekemianus r=-0,0389 | p=0,942 r=0,3030 p=0,559
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Na lokalitetu Duboko je zabelezen nesto veci diverzitet u 2015. godini u odnosu na
prethodnu godinu (Tabela 4.12.). Najdominantnije su bile vrste L. hoffmeisteri 1 L.
claparedeanus, dok je L. udekemianus zabelezen u julu (2,99 %) i decembru (2,73 %).
Vrsta B. sowerbyi je uzorkovana tokom osam meseci. Vrsta 7. tubifex bila je prisutna u
aprilu, maju, junu i decembaru. Za razliku od 2014. godine kada prisustvo vrste P.
hammoniensis nije zabelezeno, u 2015. godini ova vrsta je uzorkovana u-martu — 1
jedinka/1,2 %; septembaru — 1 jedinka/1,16 %; novembaru — 1 jedinka/1,67 %; decembaru
— 3 jedinke/2,73 %. Vrste P. vejdovskyi, P. moldaviensis, P. albicola, L. variegatus, S.
heringianus su uzorkovane samo jednom tokom deset meseci istrazivanja sa po jednom do
maksimalno tri jedinke u uzorcima. Za 2015. godinu za relativni diverzitet uzete su vrste L.

hoffmeisteri, L. claparedeanus, B. sowerbyi, T. tubifex i P. hammoniensis.

Parametri: TI BS, TI Mix, relativni diverzitet, broj L. hoffmeisteri, broj L.
claparedeanus, broj L. udekemianus, broj B. sowerbyi, broj P. hammoniensis, broj T.
tubifex, % L. hoffmeisteri, % L. claparedeanus, % L. udekemianus, % B. sowerbyi, % T.
tubifex 1 % P. hammoniensis, imaju normalnu raspodelu pa je za dobijanje korelacija

kori$¢en Pirsonov test.

Tokom 2015. godine zabeleZena je pozitivna korelacija izmedu parametra TI BS i
TI Mix (r=0,7801; p=0,008) (Tabela 4.37.). Za parametar TI BS dobijena je statisticki
znacajna pozitivna korelacija za sa brojem (r=0,6870; p=0,028) i zastupljenoséu (r=0,7695;
p=0,009) jedinki P. hammoniensis. Parametar TI Mix je statisticki znaCajno negativno
korelisan sa brojem jedinki L. claparedeanus (r=-0,6519; p=0,041). Za ostale parametre
nisu dobijene statisti¢ki signifikantne korelacije. Izmedu parametra TI Mix i broja L.
hoffmeisteri (r=-0,5746; p=0,082), 1 izmedu parametra TI Mix i broja 7. tubifex (r=-0,5086;

p=0,133) postoji veca negativna korelacija koja nije signifikantna.
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Tabela 4.37. Korelacija TI kod vrste B. sowerbyi, T1 kod Mix uzorka sa brojem i
procentualnom zastupljenos¢u tubificidnih vrsta u uzorcima iz 2015. godine; crvenom

bojom oznaceni su uzorci kod kojih postoji statisticki znacajna korelacija.

N=10 TI BS TI Mix
TI (%) BS r=1,0000 p=--- r=0,7801 | p=0,008
TI (%) Mix r=0,7801 | p=0,008 | r=1,0000 p=---
relativni diverzitet r=0,2471 | p=0,491 | r=-0,1559 | p=0,667
% L. hoffmeisteri r=0,0902 | p=0,804 | r=0,2767 | p=0,439
% L. claparedeanus =-0,2189 | p=0,543 | =-0,3025 | p=0,396
Broj L. hoffmeisteri =-0,4740 | p=0,166 | =-0,5746 | p=0,082
Broj L. claparedeanus r=-0,3768 | p=0,283 | =-0,6519 | p=0,041
N=7 TI BS TI Mix
% B. sowerbyi =-0,0394 | p=0,914 | r=-0,1990 | p=0,582
Broj B. sowerbyi r=-0,0862 | p=0,813 | =-0,3962 | p=0,257
N=4 TI BS TI Mix
% T. tubifex r=-0,1590 | p=0,661 | r=-0,4551 | p=0,186
Broj T. tubifex r=-0,2458 | p=0,494 | r=-0,5086 | p=0,133
o .
7o Potamothrix =0,7695 | p=0,.009 | r=0,3968 | p=0,256
hammoniensis
Broj Potamothrix =0,6870 | p=0,028 | r=0,3229 | p=0,363
hammoniensis
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4.3.2. Korelacije rezultata komet testa i sastava zajednice Oligochaeta na lokalitetu
Visnjica

Iako su na lokalitetu ViSnjica zastupljene i vrste iz familije Naididae (N. barbata, N.
bretscheri, N. elinguis, O. serpentina, P. frici, S. lacustris, U. uncinata i V. comata), usled
malih dimenzija, one su izostavljene iz ekogenotoksikoloskih ispitivanja. Zabelezeno je i
prisustvo jedne jedinke familije Enchytraidae u maju (zastupljenost u uzorku 1,41 %), koja
nije uzeta u obzir za korelacije usled male brojnosti i malih dimenzija tela. Dominantne su
bile vrste L. hoffmeisteri i L. claparedeanus, zatim L. udekemianus, B. sowerbyi, T. tubifex i
P. hammoniensis. Vrsta B. sowerbyi je zabelezena u vecini uzoraka (nije detektovana u
maju, oktobru i decembru). Za korelacije sa nivoom oste¢enja DNK molekula koris¢ene su
brojnost individua i zastupljenost (%) vrsta: L. hoffmeisteri, L. claparedeanus, L.
udekemianus, B. sowerbyi, T. tubifex 1 P. hammoniensis, te je maksimalan relativni
diverzitet bio 6. Iz familije Tubificidae za korelacije nisu bile uzete vrste koje su
uzorkovane retko 1 u malom broju, P. vejdovskyi (septembar tri, 1,71 %; oktobar pet, 1,64
%; novembar Sest, 1,01 %; decembar pet, 1,21 %) i P. barbatus (novembar Sest, 1,01 %)

(Tabela 4.29.).

Parametri: TI BS, TI Mix, relativni diverzitet, broj L. hoffmeisteri, broj L.
claparedeanus, broj L. udekemianus, broj B. sowerbyi, broj T. tubifex, broj P.
hammoniensis, % L. hoffmeisteri, % L. claparedeanus, % L. udekemianus, % B. sowerbyi
% T. tubifex 1 % P. hammoniensis, pokazali su normalnu raspodelu podataka (Kolmogorov-

Smirnov test) pa su njihove korelacije testirane Pirsonovim testom.

U zavisnosti od prisustva vrsta tokom svih meseci istraZivanja za parametar TI Mix
N je bio deset, osam ili pet. U tabeli 4.39. moZe se videti da nisu dobijene signifikantne
korelacije analiziranih parametara. Vrednosti N za parametar TI BS su bile osam, sedam 1
Cetiri. Sli¢no kao i za parametar TI Mix ni za parametar TI BS nisu dobijene statisticke

znacajne korelacije sa analiziranim parametrima (Tabela 4.38 1 4.39).
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Tabela 4.38. Korelacija TI kod vrste B. sowerbyi sa brojem i procentualnom
zastupljenoScu tubificidnih vrsta u uzorcima; crvenom bojom oznaceni su uzorci kod kojih

postoji signifikantna korelacija.

N=8 TI BS
relativni diverzitet r=0,1697 p=0,618
% zastupljenost L. _ _
hoffmeisteri r=-0,1768 p=0,603
o .
Yo zastupljenost L. 1=0,3504 p=0,291
claparedeanus
% zastupljenost 7. tubifex =-0,1469 p=0,666
realan broj L. hoffineisteri r=0,1648 p=0,628
realan broj L. claparedeanus =0,4345 p=0,182
realan broj T. tubifex =0,2349 p=0,487
N=7 TI BS
TI Mix =-0,0256 p=0,952
% zastupljenost B. sowerbyi r=-0,2200 p=0,601
realan broj B. sowerbyi r=-0,3600 p=0,381
o .
%o zastuplj.enost L. 1=-0,4392 p=0,276
udekemianus
realan broj L. udekemianus r=-0,5339 p=0,173
N=4 TI BS
o . .
Yo zastupljenost.Pott.lmothrlx 1=0,1202 p=0,777
hammoniensis
realan broj Po'tam'othrtx 1=0,1148 p=0,787
hammoniensis
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Tabela 4.39. Korelacija parametra TI kod Mix-a sa brojem 1 procentualnom
zastupljenoScu tubificidnih vrsta u uzorcima; crvenom bojom oznaceni su uzorci kod kojih

postoji signifikantna korelacija

N=10 TI Mix
relativni diverzitet r=0,0777 p=0,831
% zastupljenost L. _ _
hoffmeisteri r=-0,1113 p=0.760
o .
Yo zastupljenost L. =0,2277 p=0,527
claparedeanus
% zastupljenost T. fubifex =-0,2564 p=0,474
realan broj L. hoffineisteri =-0,2509 p=0,484
realan broj L. claparedeanus r=0,0334 p=0,927
realan broj T. tubifex =-0,2956 p=0,407
N=8 TI Mix
o .
% zastupl].enost L. =0,4518 p=0,190
udekemianus
realan broj L. udekemianus r=0,1451 p=0,689
% zastupljenost B. sowerbyi =0,6027 p=0,065
realan broj B. sowerbyi r=0,2130 p=0,555
N=5 TI Mix
o . .
% zastuplj enost'Pott.lmothrlx =-0.3693 =294
hammoniensis
realan broj Pr{tam.othrlx =-0,4738 =167
hammoniensis
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4.4. Ex situ istrazivanja

Osetljivost tubificida da detektuju genotoksi¢ne agense i da se mogu koristiti u
ekogenotoksikoloskim studijama praceno je u ex sifu uslovima. Za ispitivanje je izabrana
vrsta L. udekemianus kod koje je pracen efekat citostatika 5 — fluorouracila i etopozida.
Paralelno sa ispitivanjem uticaja izabranih citostatika u eksperimentima su radene i
kontrole rastvaraca. Posto je 5 — FU rastvorljiv u vodi, voda je uzimana kao negativna
kontrola. ET je rastvaran u DMSO, pa je 0,008 % DMSO koris¢en kao kontrola rastvaraca.
Ova koncentracija DMSO odgovara koncentraciji rastvaraca najveée koncentraciji ET (4
pM). Obzirom da niZzim koncentracijama ET odgovaraju izuzetno niske koncentracije
rastvarata DMSO (80 ppb — 8 ppm) ostale koncentracije rastvaraca nisu testirane. CdCl, je
odabran kao model mutagen koji se rastvara u vodi, te su u ovom slucaju, kao i za 5 — FU,

kontrola rastvaraca i negativna kontrola iste (voda).

4.4.1. Uspostavljanje laboratorijske kulture vrste L. udekemianus

Laboratorijska kultura vrste L. udekemianus je uspostavljena 2012. godine kada su
jedinke ove vrste dobijene od kolega sa Instituta za biologiju i ekologiju, Prirodno-
matematickog fakulteta, Univerziteta u Kragujevcu. Tokom rutinskih provera kulura
zabelezeno je prisustvo kokona, odnosno potvrdeno je uspeSno razmnoZavanje
laboratorijskih Zivotinja, S$to je glavni preduslov za uspostavljanje funkcionalne

laboratorijske kulture.

4.4.2. Efekat CdCl,, 5-FU i ET na prezivljavanje jedinki L. udekemianus

U okviru testiranih koncentracija CdCl, (0,004, 0,04, 0,4, 4 1 40 uM), prezivljavanje
jedinki L. udekemianus na dozi od 4 uM bilo je manje od 50 % (prosecno 46 %). Na ovoj
koncentraciji primecene su morfoloske promene (degradacija tela) 1 autotomija. Letalan

efekat, bez ijedne prezivele jedinke (totalni mortalitet) zabelezen je na 40 uM.
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Testirane koncentracije 5 — FU (0,004, 0,04, 0,4, 4 1 40 uM) i ET (0,004, 0,04, 0,4 i
4 uM), nisu pokazale toksican efekat, prezivljavanje jedinki L. udekemianus je bilo 100 %.
U okviru primenjenih koncentracija nijedan od citostatika nije doveo do morfoloskih

promene na crvima.

4.4.3. Efekat CdCl,, 5 — FU i ET na prezivljavanje celomocita i hemocita L.
udekemianus

Ukoliko je citotoksican efekat veci od 30 %, odnosno prezivljavanje manje od 70
%, u odnosu na zabelezeno prezivljavanje kod negativne kontrole onda se te koncentracije
ne koriste za detekciju genotoksi¢nog potencijala (Tice i sar., 2000). Na koncentracijama
CdCL; (0,414 uM), 5 - FU (0,4,4 140 uM) 1 ET (4 uM) prezivljavanje ¢elija je bilo manje
od 70 % (Slika 4.19.). U slucaju sve tri supstance, koncentracija 4 uM je bila izuzeta za
procenu genotoksi¢nog efekta. lako su CdCl, 1 5 — FU na koncentraciji 0,4 uM redukovali
prezivljavanje celija ispod 70 %, a ista koncentracija za ET bila je na granici
citotoksi¢nosti, ova doza je ukljuena u procenu genotoksi¢nog potencijala obzirom da je

bila na granici preporucenog prezivljavanja za genotoksikoloske studije.

=
I W CdCl2
mS-FU
ET
04 a

40 DMSO

120,00

100,00 -
80,00
60,00 - I
40,00
20,00
0,00 -

0,004 0,04

Preiivljavanje ¢elija (%)

Konentracije (uM)

Slika 4.19. Prezivljavanje celomocita i hemocita L. udekemianus nakon tretmana sa CdCl,, 5 — FU1 ET.
DMSO je kontrola rastvaraca za ET. Viabilnost ¢elija je odredena AO/EB diferencijalnim bojenjem.

Vrednosti predstavljaju srednju vrednost + SD nakon dva nezavisna eksperimenta
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4.4.4. Efekt CdCl,, 5 — FU i ET na nivo oSteCenja DNK molekula celomocita i

hemocita L. udekemianus

Bazalni nivo o$te¢enja DNK molekula celomocita i hemocita jedinki L

udekemianus, koji je ujedno sluzio i kao negativna kontrola, za parametar TI kretao se u
opsegu od 6,87 do 15,92 (srednja vrednost + SD=10,33+2,77). U poredenju sa vrednostima

ostec¢enja DNK molekula koje su zabelezene u negativnim kontrolama CdCl, i 5 — FU, u

eksperimentima sa ET vrednosti negativnih kontrola bile su znac¢ajno veée (p<0,05).

Sve testirane koncentracije CdCl, (0,004, 0,04, 0,4 1 4 uM), 1 5 — FU (0,004, 0,04,
0,4, 4140 uM), dovele su do znacajnog povecéanja (p<0,05) oste¢enja DNK molekula u dva

nezavisna eksperimenta (Slike 4.20 1 4.21).

o Median [] 25%-75% _[_ Non-Outlier Range

60 -
50
* _*
40 + *
%*
— 30t
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=
20+ o
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K 0,004 0,04 04 4
koncentracije CdCl; (uM)

Slika 4.20. Nivo ostecenja DNA molekula u ¢elijama L. udekemianus nakon izlaganja CdCl,. Za svaku

koncentraciju i negativnu kontrolu (K) oste¢enje DNK molekula je procenjeno na 100 jedara (50 po

eksperimentu); * StatistiCka znacajnost Studentovog t-testa (p<0,05)
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Slika 4.21. Nivo o$tecenja DNA molekula u ¢elijama L. udekemianus nakon izlaganja 5 - FU. Za svaku

koncentraciju i negativnu kontrolu (K) osteéenje DNK molekula je procenjeno na 100 jedara (50 po

eksperimentu); * Statisticka znacajnost Studentovog t-testa (p<0,05)

U slucaju tretmana sa ET koncentracije 0,04 i 0,4 uM indukovale su znacajno

povecanje oSteéenja DNK molekula (p<0,05) u odnosu na negativnu kontrolu. Najniza

koncentracija (0,004 uM) ET nije imala znacajan efekat na nivo oSte¢enja DNK u odnosu

na kontrolu (Slika 4.22).
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Slika 4.22. Nivo osteéenja DNA molekula u ¢elijama L. udekemianus nakon izlaganja ET. Za svaku
koncentraciju i negativnu kontrolu (K) oste¢enje DNK molekula je procenjeno na 100 jedara (50 po

eksperimentu); * Statisticka znacajnost Studentovog t-testa (p<0,05)

120



DISKUSIJA



DISKUSIJA

5. DISKUSIJA

Ova doktorska disertacija obuhvata ekogenotoksikoloske in situ i ex situ studije na
crvima familije Tubificidae. Ocena nivoa osteCenja DNK molekula pracena je komet
testom, koji je prvi put koriS¢en na cCelijama celomske te¢nosti i krvnog sistema vrsta
Branchiura sowerbyi, Limnodrilus hoffmeisteri, Limnodrilus claparedeanus, Limnodrilus
udekemianus 1 Tubifex tubifex u istrazivanjima in situ 1 vrste L. udekemianus u
istrazivanjima ex situ. Vrste B. sowerbyi 1 L. udekemianus uspe$no su odgajene u
optimalnim uslovima u laboratoriji 1 koriS¢ene su za odredivanje bazalnih vrednosti
ostecenja DNK molekula. Jedinke L. udekemianus dobijene u kulturi, takode, su koriS¢ene
u ex situ studiji. Posto je komet test prvi put koris¢en kod navedenih vrsta crva,
eksperimentalni protokol za izolaciju hemocita i celomocita, kao i sam komet test, morali

su biti prilagodeni.

In situ studije vrSene su na dva lokaliteta, Duboko na Savi i ViSnjica na Dunavu na
individuama vrste B. sowerbyi, ali i na slu¢ajno izabranim jedinkama oligoheta iz uzoraka,
Mix uzorak sacinjen od razlicitih vrsta tubificida. Paralelno sa ekogenotoksikoloSkim
istrazivanjima pratili su se 1 mikrobioski i fizicko-hemijski parametri kvaliteta vode. Usled
specifi¢nih hidroloskih prilika tokom istrazivanja posebna paznja se posvetila vodostaju

kao jednom od glavnih stresora.

Ex situ studija je obuhvatila pracenje efekta citostatika 5-fluorouracila i etopozida
na integritet DNK molekula kultivisanih jedinki vrste L. wudekemianus. U ovim

eksperimentima kao model mutagen koriséen je CdCl, .
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5.1. In situ istrazivanja

Kada se rade istrazivanja u kojima se prati stanje biomarkera (oSte¢enje DNK,
enzimi oksidativnog stresa, proteini, ponasanje, itd.) poZeljno je da se zna koje je osnovno,
odnosno optimalno stanje faktora koji se istrazuju za datu vrstu — referentno stanje
organizma, ili bazalne vrednosti biomarkera. Za odredivanje bazalnih vrednosti mogu se
koristititi organizmi sa ,Cistith, nezagadenih® staniSta, ili jedinke koje se gaje u
kontrolisanim, optimalnim (adekvatna temperatura, podloga, aeracija, itd.) laboratorijskim
uslovima, u kojima je stres sveden na minimum. Familija Tubificidae povezuje se sa
staniStima koja su pod antropogenim pritiskom (stanista bogata organskim materijama) i u
kojima je smanjena kompeticija izmedu vrsta. Posto tubificide naseljavaju staniSta bogata
organskim materijama, teSko da se moZe nadi staniS§te u zivotnoj sredini koje je

nezagadeno, odnosno referentno.

In situ studija je paralelno radena na uzorcima vrste B. sowerbyi, kao i na uzorku
koji je sa¢injen od razli¢itih vrsta (Mix uzorak). Vece dimenzije tela i prisustvo filiformnih
Skrga omogudile su da se uz minimalno manipulisanje determiniSu jedinke vrste B.
sowerbyi 1 da se odvoje za pokretanje laboratorijske kulture. Jedinke iz laboratorijske
kulture su koriS¢ene za dobijanje bazalnih vrednosti oste¢enja DNK molekula ove vrste. Za
sve in situ studije u kojima su analizirani uzorci B. sowerbyi koris¢ena je ista bazalna

vrednost.

5.1.1. Lokaliteti

Lokalitet Duboko

IstraZivanje na lokalitetu Duboko je radeno tokom 2014. 1 2015. godine 1 specificno
je po hidroloskim promena koje su se desile u periodu uzorkovanja. Naime, 2014. godina je

izdvojena kao najkiSovitija godina u periodu od 1951. do 2015. godine (RHMZ godisn;ji

.....
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do poplava u maju i1 septembru 2014. godine. Slika 5.1. najbolje predocava ekstremno

variranje u vodostaju.
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Slika 5.1. Vodostaj na lokalitetima Beograd, Beljin i Sabac: boks plot dijagram — petogodisnji prosek
vodostaja (2009-2013. godina); crveni kvadrati — vodostaj za 2014. godinu; zeleni trouglovi — vodostaj za

2015. godinu.

Ekstremni uslovi koji su vladali na terenu tokom 2014. godine omogudili su
jedinstvenu priliku da se u prirodnim, in sifu, uslovima istrazi njhov uticaj. Tokom poplava,
u maju 2014. godine, ¢itava populacija stanovnika Obrenovca i nekoliko okolnih sela od
oko 50.000 stanovnika je bila iseljena pa je pritisak komunalnih otpadnih voda na Zivotnu
sredinu bio eliminisan. Medutim, izlivanjem reke iz korita, usled spiranja poljoprivrednog
zemljiSta 1 pepeliSta TENT-a, moZe se govoriti o pojavi novih, razli¢itih zagadivaca u

poplavnoj vodi, pojavi razli¢itih ksenobiotika u akvati¢nom ekosistemu.

Kada govorimo o spiranju sa okolnog poljoprivrednog zemljiSta moze se ocekivati
povecanje koncentracija soli azota i fosfora u vodi usled prisustva organskih materija, kao i
neorganskih supstanci koje se koriste kao dubriva u poljoprivredne svrhe (Shuval i
Gruener, 1972). Takode, neophodno je pomenuti i pesticide na bazi trazina (atrazin,
desetilterbutilazin, terbutilazin, acetohlor i metalohlor) koji se koriste kao zaStita useva

(Hildebrandt i sar., 2008).

Sa druge strane, poznato je da se na poljima pepela koji pripadaju termoelektranama

nalaze poviSene koncentracije As, Cd, Cr, Pb, ali i esencijalnih elemenata kao $to su B, Cu,
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Mn, Mo, Ni (Adriano i sar., 1980; Hynes, 2009; Gaji¢ 1 sar., 2016). Usled toga, nakon
poplava, povratkom stanovnisStva i vraéanjem reke u svoje korito, bilo je mogude pratiti

uticaje otpadnih voda i supstanci dospelih spiranjem okolnog zemljista.
Lokalitet ViSnjica

Istrazivanje na lokalitetu Vi$njica, reka Dunav, je radeno samo tokom 2014. godine.
Posto je Sava jedna od najznacajnijih pritoka Dunava koja se uliva uzvodno u odnosu na
lokalitet Visnjica, poplave koje su pogodile sliv reke Save imale su uticaj i na ovaj lokalitet
na Dunavu. Pored toga, sam lokalitet je pod pritiskom drugog tipa zagadenja u odnosu na
lokalitet Duboko, tj. pod uticajem je izuzetno visoke koli¢ine nepreradenih otpadnih voda
grada Beograda posto se izliv glavnog kolektora nalazi uzvodno u odnosu na tacku gde je
radeno uzorkovanje. Takode, u neposrednoj blizini ovog lokaliteta smesSteni su ugostiteljski

objekti 1 manje vikend naselje koji ispustaju nepreradene otpadne vode u Dunav.

5.1.1.1. Korelacije vodostaja sa fizicko-hemijskim i hemijskim parametrima

Uticaj poplava tokom 2014 je bio evidentan na oba lokaliteta. Na lokalitetu Duboko
je zabelezena pozitivna korelacija izmedu vodostaja 1 koncentracije Mn, Cr, Pb i Fe, $to se
moze dovesti u vezu sa spiranjem ovih elemenata sa pepelista prilikom poplavnog talasa.
Detektovana je i pozitivna korelacija sa NO,, §to se moze povezati sa spiranjem
poljoprivrednog zemljiSta (Vrzel et al., 2016). Medutim, sa pove¢anjem vodostaja dolazi do
razblaZzenja, odnosno smanjenja koncentracije razlic¢itih jedinjenja u vodenoj sredini, $to je
potvrdeno negativnom korelacijom izmedu vodostaja i parametara elektroprovodljivost,
fenolni indeks i koncentracije NOs, Ca®", Na*" i CI". Elektroprovodljivost vode zavisi od
koncentracije rastvorenih soli. Negativna korelacija vodostaja sa elektroprovodljivoséu, kao
1 sa ostalim parametrima (Na2+, CI" 1 rastvorenim As, fenolnim indeksom), moze se
objasniti povecanom dilucijom u situacijama visokog vodostaja, odnosno obrnuto u

situacijama niskog vodostaja.
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Slican trend primecen je i1 na lokalitetu ViSnjica. Vodostaj je bio u pozitivnoj
korelaciji sa Fe, Mn, ukupnim Cr, Pb, Ni 1 rastvorenim Ni. Uticaj zagadenja koje je
posledica spiranja poljoprivrednog zemljista takode je bilo evidentno ako se uzme u obzir
pozitivna korelacija sa fosfatima kao 1 pesticidima na bazi triazina (atrazinom,
desetilterbutilazinom, terbutilazinom, acetohlorom i metalohlorom). Negativna korelacija
koja je dobijena izmedu vodostaja i zasi¢enosti vode kiseonikom moze biti rezultat
obogacivanja vode organskim materijama i povecane potrosnje kiseonika za njeno

razlaganje.

5.1.1.2. Korelacije mikrobioloskih parametara kvaliteta vode sa fizicko-hemijskim i
hemijskim parametrima

Otpadnim vodama u akvati¢ne sredine, pored supstanci koje mogu imati negativani
efekat na biotu, dospevaju i razli¢iti mikroorganizmi (Kolarevi¢, 2014). Mikrobiolosko
zagadenje vode predstavlja jedno od znacajnijih vidova pritisaka na akvati¢ne ekosisteme,
stoga se posebna paznja mora ukazati ovim parametrima kvaliteta vode (Kirschner i sar.,
2009). Kada govorimo o mikrobioloskim pokazateljima zagadenja, neophodno je odvojiti
grupu totalnih koliforma od fekalnih koliforma i fekalnih enterokoka. Fekalni koliformi 1
fekalne enterokoke su pokazatelji nedavnog fekalnog zagadenja, s obzirom da kao
mezofilni ili termotolerantni organizmi ne mogu dugo opstati u akvati¢nim ekosistemima
nakon dospevanja u otpadne vode (Kavka i Poetsch, 2002; Kolarevi¢, 2014). Medutim,
grupa totalnih koliforma obuhvata 1 vrste koje nisu strogo vezane za toplokrvne organizme 1
mogu imati 1 druge habitate, kao Sto je zemljiSte na obalama reka, te se ne moraju smatrati
indikatorima fekalnog zagadenja. Upravo su iz ovog ugla i razmatrane korelacije
mikrobioloskih indikatora 1 drugih pracenih parametara. PoSto su odabrani lokaliteti pod
uticajem viSe razli¢itih izvora zagadenja i1 poSto je istraZivanje radeno u ekstremnim
hidroloskim prilikama, treba sa oprezom tumaciti dobijene korelacije i uzimati u obzir da su
neke od njih proizasSle indirektno dejstvom nekog drugog parametra. Ipak na osnovu

dobijenih rezultata se mogu uociti odredene pravilnosti.
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Na oba lokaliteta su indikatori fekalnog zagadenja ukazali na konstantan uticaj
otpadnih voda na kvalitet vode koji se najcesce kretao u okviru III klase, Sto je u skladu sa
rezultatima prethodnih istrazivanja na ovim lokalitetima (Kolarevi¢, 2014; Vukovi¢-Gacié
et al., 2014; ICPDR, 2015). Pomenuti parametri su pokazali da su lokaliteti pod uticajem
mesavine urbanih 1 industrijskih voda. Na primer, na oba lokaliteta zabelezena je pozitivna
korelacija izmedu brojnosti E. coli i koncentracije Fe u vodi. Visok vodostaj tokom poplava
je imao uticaj i na indikatore fekalnog zagadenja u smislu razblazenja, ali treba uzeti u
obzir i iseljavanje stanovnistva iz poplavljenog podrucja Sto je dodatno uticalo na snizenje

vrednosti ovih indikatora.

Sa druge strane, evidentno je da se broj totalnih koliforma povecavao sa
vodostajem, §to ukazuje da je ovaj parametar direktno povezan sa spiranjem zemljiSta oko
reka. Samim tim, dobijena je i pozitivna korelacija izmedu totalnih koliforma i polutanata,
koji se mogu dovesti u vezu sa pepeliStem (ukupnim i rastvorenim Cr, As, Ni), ali 1 sa
poljoprivrednim  povrSinama  (organskim N, PO,, ukupnim P, atrazinom,
desetilterbutilazinom, terbutilazinom, acetohlornom i metalohlorom,). Kauzalno, javljala se
1 negativna korelacija sa parametrima ¢ija se vrednost direktno menjala sa promenom

samog vodostaja (koncentracija razli¢itih jona u vodi, elektroprovodljivost).

5.1.1.3. Sastav zajednica akvati¢nih Oligochaeta

Sa izuzetkom dela kroz Perdapsku klisuru, u ostalom delu toka kroz Srbiju Dunav
pripada tipi¢cnom nizijskom tipu reke, dok je Sava Citavim tokom kroz Srbiju tipic¢na
ravnicarska reka. Druge zajednicke osobine Dunava i Save su tip podloge (dominantna
zastupljenost finih frakcija u sedimentu) i voda bogata organskim materijama. Ovakva
staniSta naseljavaju tipicni predstavnici ravnicarskih reka, potklasa Oligochaeta, razdeo
Mollusca, od insekata familija Chironomidae, a od Crustacea red Amphipoda (Paunovi¢,

2007).
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Na lokalitetu Duboko na Savi tokom 2014. 1 2015. godine zabeleZeno je prisustvo
istog broja taksona akvati¢nih oligoheta koji se mogu svrstati u sedam rodova, odnosno dve
familije, Tubificidae i Lumbriculidae. Veca raznovrstnost oligohetne faune bila je
zabelezena 2015. godine kada je bilo zabelezeno prisutvo 11 vrsta, za razliku od 2014.
godine kada je identifikovano devet vrsta. U uzorcima Oligochaeta dominantna je bila
familija Tubificidae (zastupljenost >90 %) sa vrstama L. hoffmeisteri i L. claparedeanus $to
je u saglasnosti sa literaturnim podacima (Paunovié, 2007; Atanackovi¢, 2015). Manja
raznovrstnost 2014. godine moze se objasniti uticajem poplava tokom kojih je verovatno
dosSlo do zatrpavanja oligoheta nanosom sedimenta ¢ime su bile nedostupnije za
uzorkovanje. Sli¢ni nalazi sastava zajednice akvati¢nih oligoheta su dobijeni 2011. 1 2012.
godine na lokalitetu Ostruznica (Luci¢ i sar., 2015). Za razliku od ove studije, Atanackovic¢
(2015) belezi veéu raznovrstnost familija Oligochaeta, gde pored predstavnika familije
Tubificidae 1 Lumbriculidae ¢ije je prisustvo zabelezeno i1 u ovoj studiji, belezi 1 prisustvo
predstavnika familije Naididae, Enchytraeidae i Lumbricidae koji nisu detektovani u nasim
istrazivanjima. Razlog veée raznovrsnosti oligohetne faune u studiji Atanackovi¢ (2015)
moze se naci u nacinu uzorkovanja, tj. u primeni multihabitat metode koja omogucava

uzorkovanje vrsta sa razli¢itih mikrostanista.

Na Dunavu, lokalitet ViSnjica se karakterisao veéim diverzitetom oligohetne faune
nego lokalitet Duboko na Savi §to je u saglasnosti sa literaturnim podacima (Atanackovié,
2015). Na ovom lokalitetu je zabeleZzno prisustvo 17 vrsta koje se mogu svrstati u 11
rodova iz tri familije, Naididae, Tubificidae i Enchytraidae. Kao i u Dubokom, i u Visnjici
je udeo familije Tubificidae bio visok, skoro u svim uzorcima >90 %, a dominantne vrste
su L. hoffmeisteri 1 L. claparedeanus, praéene sa B. sowerbyi, T. tubifex i L. udekemianus.
Za razliku od lokaliteta Duboko, u ViSnjici je zabeleZeno 1 prisustvo vrsti iz familije

Naididae (N. barbata, N. bretscheri, S. lacustris, U. uncinata), kao i familije Enchytraeidae.

Na lokalitetu Duboko, u okviru ostalih grupa makroinvertebrata, najzastupljenija je
bila familija Chironomidae (Insecta: Diptera), familija Corbiculidae iz klase Bivalvia 1
familija Corophiidae iz klase Malacostraca. Dobijeni rezultati su u saglasnosti sa studijom

Luci¢ 1 sar. (2015), s druge strane zabeleZena je manja raznovrsnost u odnosu na studiju
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Paunovi¢ (2007). Treba napomenuti nalaz vrste Ephoron virgo (Ephemeroptera) na

lokalitetu Duboko, koji je prvi nalaz ove vrste na teritoriji grada Beograda.

Lokalitet ~ Visnjica se  karakterisao  veCom  raznovrnoséu  akvati¢nih
makroinvertebrata u odnosu na lokalitet Duboko. Familija Chironomidae je bila
dominantno zastupljena u odnosu na ostale grupe makroinvertebrata, kao i1 grupa
Nematoda, Gastropoda, a retko i1 predstavnici Crustacea. Predstavnici Turbellaria bili su
uzorkovani jedino u maju 1 decembru, a Hirudinea u avgustu. Kao 1 u slucaju zastupljenosti
na lokalitetu Duboko, i na lokalitetu Visnjica je zabelezena manja raznovsnost grupa

makroinvertebrata u odnosu na studiju Paunovi¢ (2007).

5.1.1.4. Ocena ekoloSkog potencijala lokaliteta na osnovu zajednice akvati¢nih
Oligochaeta

Za procenu ekoloskog potencijala vodenih ekosistema od indeksa koji su razvijeni
za grupu makroinvertebrata koriSéeni su: raznovrsnost, Senonov indeks diverziteta,
saprobni indeks po metodi Zelinka — Marvan (1961), BMWP indeks 1 uceSe familije

Tubificidae u zajednici makroinvertebrata.

U odnosu na saprobni indeks lokalitet Duboko tokom 2014. i 2015. godine
karakterisao loSim/vrlo loSim ekoloskim potencijalom (IV-V klasa) §to je i ocekivano u
odnosu na visoku zastupljenost polisaprobnih vrsta u uzorcima. S obzirom da tubificide
spadaju u organizme koji toleriSu organsko zagadenje, BMWP indeks je tokom obe godine
istrazivanja bio u okviru IV-V klase. PoSto je broj zastupljenih vrsta bio devet, odnosno 11
(2014/2015 godina) Senonov indeks diverziteta ukazuje na umereno dobar/lo§ ekoloski
potencijal (III-IV klasa) tokom veceg dela godine, odnosno II-III klasom u oktobru 2014. i
u aprilu 2015. godine. Ukupan broj taksona (11), odnosno raznovrstanost, ukazuje da se
ovaj lokalitet karakteriSe dobrim do loSim ekoloskim potencijalom (III-IV klasa), dok je
2015. godine zabelezena V-V klasa kvaliteta vode u avgustu, oktobru i novembru. Kao §to

je napomenuto, imaju¢i u vidu tip reke (nizijska reka, muljevita podloga, visok organski
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sadrzaj) ocekivano je da bude veca zastupljenost vrsta koje toleriSu organsko zagadenje
tako da su dobijeni rezultati ekoloskog potencijala lokaliteta ocekivani i1 u saglasnosti su

literaturnim podacima (Atanackovi¢, 2015).

Lokalitet Visnjica karakteriSe se visokom organskom produkcijom, tako da nije
iznenaduju¢e $to je, sa izuzetkom marta kada su Diptera bile dominantne, grupa
Oligochaeta bila najzastupljenija u uzorcima, te se moze re¢i da ovaj lokalitet ima
lo§/veoma lo§ ekoloski potencijal (IV-V klasa). Kao 1 na lokalitetu Duboko, 1 u Visnjici
najzastupljenija je bila familija Tubificidae, $to je u saglasnosti sa literaturnim podacima
(Atanackovi¢ 1 sar., 2011; Atanackovi¢ i sar., 2013), usled cega se lokalitet karakteriSe
loSim/veoma loSim ekoloSkim potencijalom (IV-V klasa). Zanimljivo je prisustvo
predstavnika familije Naididae, s obzirom da oni nisu indikatori akvati¢nih sredina koje su
bogate organskim materijama. Saprobni indeks (Zelinka — Marvan, 1961) i BMWP skor
(Armitage, 1983) ukazuju na nezadovoljavajuéi ekoloski potencijal na ovom lokalitetu (I'V-
V klasa). Posto je diverzitet relativno visok, Senonov indeks diverziteta (Shannon i
Weaver, 1949) svrstava ovaj lokalitet u II-III klasu (dobar/umeren ekoloski potencijal) u
februaru, martu, aprilu, maju, septembru, novembru i decembru, a u II-IV klasu
(umeren/lo§ ekoloski potencijal) u junu, julu, avgustu i oktobru. U odnosu na parametar
ukupan broj taksona lokalitet Visnjica ima dobar do umereno dobar ekoloski potencijal (II-
III klasa) u februaru, martu, maju, oktobru, novembru i decembru, a dobar do lo§ ekoloski

potencijal (III-IV klasa) u aprilu, junu, julu, avgustu i septembru.

5.1.1.5. In situ ekogenotoksikoloSka istrazivanja
Uspostavljanje laboratorijske kulture B. sowerbyi i odredivanje bazalnog
oStecenja DNK molekula

Za referentne vrednosti u in situ istraZivanjima koriS¢ene su jedinke iz
laboratorijske kulture B. sowerby gajene u kontrolisanim laboratorijskim uslovima

optimalnim za ovu vrstu (Nascimento i Alves, 2008). Za razliku od in situ uslova u kojima
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se ne kontroliSu uslovi spoljasnje sredine, laboratorijska kultura ima svoje prednosti jer se
prevazilazi ovaj problem. Naime jedinke u laboratorijskoj kulturi Zive u optimalnim
uslovima za datu vrstu, u kojima su svi stresori svedeni na minimum, §to se u prirodnom
okruzenju ne moze dosti¢i. Zbog navedenih razloga, u kontrolisanim uslovima koji
odgovaraju potrebama analiziranog organizma mogu se dobiti bazalne vrednosti oStecenja
DNK molekula. U literaturi ne postoje podaci o bazalnim vrednostima osSte¢enja DNK
molekula kod tubificida, medutim, poredenjem dobijenih referentnih vrednosti osStecenja
DNK molekula vrste B. sowerbyi (TI+SE=24,6+1,3) sa vrednostima kod skoljki (S.
woodiana 3,4%+0,7; U. pictorum 8,1x1; U. tumidus 9,51,3) (Kolarevi¢, 2014) koje su
prosle aklimaciju u kontrolisanim uslovima, moze se videti da su u slucaju crva vrednosti

ostecenja DNK molekula vece.
Vijabilnosti celomocita i hemocita

Da bi se pravilno tumacilo da li je u pitanju genotoksican ili toksican efekat Tice 1
sar. (2000) su postavili donju granicu od 70 % za prezivaljavanje ¢elija. Sve vrednosti gde
je zabelezeno nize prezivaljvanje od 70 % u odnosu na kontrolu treba oprezno tumaciti sa
genotoksikoloSkog aspekta. Nacelno, vrsta B. sowerby se karakterisala boljim
prezivljavanjem celija celomocita i hemocita u odnosu na Mix uzorak. Prosec¢no
prezivaljvanje ove vrste kretalo se oko 80 % dok je Mix uzorak imao prosecnu vijabilnost
¢elija nesto visu od donje genotoksi¢ne granice, 77 %. Za proucavane vrste trenutno nema
literaturnih podataka o vijabilnosti ¢elija po samoj izolaciji ali postoje podaci za vrstu 7.
tubifex, u radu Suavé 1 sar. (2002) prezivljavanje Celija kod ove vrste je takode bilo oko

75%.

Ostecenje DNK molekula u celomocitama i hemocitama vrste B. sowerbyi i u

Mix uzorku tokom 2014. i 2015. godine

Na lokalitetu Duboko, kao §to je pomenuto ranije, susreli smo se sa specificnom
hidroloskom situacijom tokom 2014. godine. Usled poplava u maju te godine stanovnici
Obrenovca 1 okolnih sela su bili evakuisani, a uticaj otpadnih voda ovog grada i manjih

naselja je eliminisano. Iste godine u septembru doslo je do novog poplavnog talasa. Ovi
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ekstremni uslovi su imali veliki uticaj na pracene fizicko-hemijske parametre. Takode, ova
kompleksna situacija se odrazila i na nivo oste¢enja DNK molekula kod pra¢enih grupa.
Komet testom dobijene su manje vrednosti oSteCenja DNK molekula kod B. sowerbyi
tokom maja, koje su se zatim postepeno povecavale. Postepeno poveéanje oSte¢enja DNK
molekula ove vrste podudaralo se sa vra¢anjem gradana u svoje domove, odnosno sa
ponovnim stvaranjem otpadnih voda. Druga redukcija u nivou DNK oste¢anja koje je, cak,
bilo niZze nego kod referentne vrednosti, dobijeno je u oktobru posle poplava koje su se
desile u septembru. Sama veza izmedu genotoksi¢nog potencijala i priliva otpadnih voda je
1 statisticki potvrdena visokom pozitivnom korelacijom izmedu TI kod ove vrste 1 broja FE.
Mozemo zakljuciti da su na integritet DNK molekula B. sowerbyi uticale smeSe jedinjenja
koje dospevaju na staniSte ove vrste tokom ispusta otpadnih voda. Dobijena je i pozitivna
korelacija TI sa Cl koja se takode moze povezati sa otpadnim vodama. Hloridi se koriste u
jedinjenjima za dezinfekciju koja su u ekstremnim koli¢inama kori$¢ena prilikom povratka
stanovnika u Obrenovac. Poznato je da ova jedinjenja mogu dovesti do oksidativnog stresa
(Caldeira-de-Aratjo i sar., 1996; Evens i sar., 2004) $to dalje moze imati negativni uticaj na
integritet naslednog materijala. Vecina biologa koji imaju iskustva u gajenju akvati¢nih
organizama svesni su takode toksi¢nosti hlorisane vodovodske vode (Brungs, 1973). U
laboratorijskoj praksi primeceno je da hlorisana vodovodska voda dovodi do degradacije

telesnog zida kod akvati¢nih oligoheta.

Poplavni talas je rezultovao razblaZenjem i redukcijom emisije otpadnih voda sa
jedne strane, ali je spiranjem okolnog zemljista sa druge strane, na lokalitete je doneo nove
grupe polutanata. Ovakva uzro¢no-posledi¢na situacija je rezultovala negativhom
korelacijom izmedu TI sa rastvorenim Pb, HPK (Mn), UV-ekstinkcijom, K" i rastvorenim
Zn. U pitanju su parametri koji ukazuju na prisustvo zagadenja u vodi. Poznato je da Pb
ima negativan uticaj na DNK (Labrot 1 sar., 1999). Hemijska potro$nja kiseonika, HPK
(Mn) 1 UV-ekstinkcija ukazuju na zagadenje vode organskim materijama. HPK (Mn)
ukazuje 1 na zagadenje industrijskim vodama. Iako u veéim koncentracijama Zn ima
toksi¢ne efekte, u niskim koncentracijama Zn ulazi u sastav proteina kao kofaktor, ¢ak i

proteina koji uestvuju u sistemima za reparaciju (Asmuf} i sar., 2000), stoga njegov
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nedostatak moze dovesti do negativnih promena na DNK molekulu (Ho, 2004). Medutim,
treba uzeti u obzir da je tokom poplava doslo i do velikih nanosa sedimenta na lokalitetu 1
da su proucavani organizmi bili zatrpani dublje u slojevima sedimenta $to je moglo dovesti
do protektivnog efekta u smislu stvaranje fizicke barijere. U studiji Aborgiba i sar. (2016) u
kojoj se komparativno evaluiralo oste¢enje DNK molekula crva, skoljki i riba obrazlozeno
je da upravo stepen izlozenosti organizma zavisi od niSe koju organizam naseljava tj. da li

je u pitanju sediment, sediment-voda ili vodena faza ekosistema.

Dobijena je i pozitivna korelacija DNK oste¢enja sa koncentracijom Fe u vodi, §to
je u skladu sa prethodnim istrazivanjima na Savi i Dunavu na Skoljkama (Vukovi¢-Gacic¢ i
sar., 2014), kao 1 na primeru organizama koji pripadaju razli¢itim trofickim nivoima, crva,
Skoljki 1 riba (Aborgiba 1 sar., 2016). Genotoksi¢nost Fe 1 smeSe Fe i Cr dokumentovano je
u studiji Godet i sar. (1996) u vrsti Pleurodeles waltl. Parametar TI je pozitivno korelisao 1
sa rastvorenim O,. Tubificidae se smatraju organizmima koji preferiraju stanista u kojima
je nivo rastvorenog O, nizak, ali 1 u kojima postoji smanjena kompeticija, odnosno
odsustvo predatora (Rodriguez i Reynoldson, 2011). U nau¢nim krugovima vodi se debata
da 1i je ta¢no tradicionalno misljenje da tubificidae preferiraju staniSta koja su bogata
organskim materijama u kojima je nivo O, nizak, ili naseljavaju ova staniSta posto je
predatorstvo u njima smanjeno, jer oni kao sedentarni organizmi nemaju mogucénost da se
brane. B. sowerbyi naseljava staniSta sa smanjenom aeracijom i ima razvijenu adaptaciju na
uslove smanjene koncentracije kiseonika u vidu filiformnih $krga u kaudalnom delu tela.
Skrge poveéavaju povrdinu respiracije, kao i strujanje vode oko tela. Znacajna pozitivna
korelacija osStecenja DNK molekula sa O, navodi na pretpostavku da sa viSim

koncentracijama O, dolazi do oksidativnog stresa i povecanja oSte¢enja DNK molekula.

Nivo TI parametra za Mix uzorak iz 2014. godine je pokazao isti trend kao u slucaju
B. sowerbyi, ali sa nesto nizim vrednostima. Za vreme poplava oSte¢enje DNK molekula se
smanjuje, a nakon poplava postepeno se povecava. Razlog moze biti slican kao 1 u slucaju
B. sowerbyi. SmesSe jedinjenja koje stizu otpadnim vodama u vodene ekosisteme imaju
negativan uticaj na nasledni materijal crva. Sli¢no kao 1 u slu€aju B. sowerbyi, pozitivna

korelacija je zabelezena izmedu TI i rastvorenog O,, a negativna sa HPK (Mn) i UV-

133



DISKUSIJA

ekstinkcijom. Za razliku od uzorka koji je bio sacinjen samo od vrste B. sowerbyi, Mix
uzorak tokom 2014 godine je sacCinjen od razli¢itih vrsta. Najveci udeo u ovim uzorcima

imale su vrste L. hoffmeisteri, L. claparedeanus, L. udekemianus 1 T. tubifex.

Naredne, 2015. godine oSte¢enje DNK molekula vrste B. sowerbyi tokom
analiziranih meseci je znacajno odstupalo od referentnih vrednosti TI. U poredenju sa
referentnim TI vrednostima statistiCki znacajno povecanje je dobijeno u maju, avgustu,
septembru, oktobru, novembru i decembru, a statisticki znacajno smanjenje u martu, aprilu,
junu i julu. U odnosu na 2014. godinu, 2015. godina se karakteriSe nesto nizim vrednostima
nivoa oStec¢enja DNK molekula u martu, junu, julu, avgustu, dok su vrednosti u oktobru,
novembru i decembru bile vele, ali ove razlike nisu statisticki znacajne. Za razliku od
prethodne godine kada je oSteCenje DNK molekula pozitivno korelisalo sa FE, 2015.
godine dobijena je korelacija sa drugom grupom indikatora mikrobioloSkog zagadenja, sa

TC. Takode, dobijene su pozitivne korelacije i sa nitritima, rastvorenim gvozdem i niklom.

U Mix uzorcima primecuje se postepeno povecanje TI od prole¢a do zime. Kao i u
slu¢aju rezultata koji su dobijeni za B. sowerbyi, oste¢enje DNK molekula 2015. godine
bilo je nesto niZe nego prethodne godine, sem u oktobru i decembru kada su vrednosti bile
veée. TI kod Mix uzorka je pozitivno korelisao sa NO,", rastvorenim Fe i antimonom,
metaloidom koji se upotrebljava u gasenju pozara ili u industriji PET ambalaze. Njegova
emisija u zivotnoj sredini je iskljucivo rezultat ljudske aktivnosti (WHO, 2003), narocito
nakon sagorevanja uglja koji se koristi za rad termoelektrana (Nriagu i Pacyna, 1988).
Pored toga, dobijena je negativna korelacija sa acetohlorom, herbicidom za koji dovodi do
znacajnog oste¢enja DNK molekula vrste FEisenia fetida (Xiao et al., 2006) §to moze

ukazati da crvi nisu bili pod njegovim uticajem duzi vremenski period.

Nacelno, ako uporedimo 2014. 1 2015. godinu, mozemo zakljuciti da su ekstremni
hidroloski uslovi definitivno imali veliki uticaj na stepen oSte¢enja DNK molekula, a
samim tim i na procenu genotoksi¢nog potencijala i da ekstremne promene u vodostaju i
protoku treba posmatrati kao jedan od vodecih stresora u akvaticnim ekositemima koji

mogu znacajno da menjaju uticaj drugih stresora.
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Na lokalitetu Visnjica istrazivanje je radeno samo tokom 2014. godine. Posto su se
hidroloski uslovi u slivu reke Save tokom 2014. 1 2015. godine znacajno razlikovali, teSko
je utvrditi koliki je bio uticaj ekstremnih vrednosti vodostaja na lokalitetu Visnjica. Ovaj
lokalitet je pod konstantnim uticajem velike koli¢ine otpadnih voda §to se moze videti na
osnovu indikatora fekalnog zagadenja Cije razblazenje je bilo evidentno tokom maja. Ovo
je verovatno i dovelo do toga da na lokalitetu Visnjica bude zabeleZena negativna
korelacija izmedu nivoa oSte¢enja DNK i mikrobioloskih indikatora fekalnog zagadenja,
brojem E. coli, za razliku od lokaliteta Duboko gde je parametar TI kod vrste B. sowerbyi
pozitivno korelisao sa mikrobioloskim parametrima kvaliteta vode. Rezultati studije
Kolarevi¢ (2013) su pokazali da prisustvo fekalnog zagadenja na lokalitetima ne implicira
direktno i prisustvo genotoksi¢nog zagadenja vec¢ je situacija specific¢na za svaki lokalitet, u
zavisnosti od samog izvora otpadnih voda. Situacija postaje jo§ kompleksnija ako se u obzir

uzme 1 uticaj ekstremnih hidroloskih promena.

Oste¢enje DNK molekula vrste B. sowerbyi bilo je znaCajno veée u odnosu na
referentne vrednosti u junu i1 avgustu, a u martu je bilo znacajno manje. U ostalim
mesecima nije zabeleZeno znacajno odstupanje osSte¢enja DNK molekula u odnosu na
bazalne vrednosti. Povecano oSteCenje u junu i avgustu moZze se pripisati poviSenim
koncentracijama metala u vodi. U junu bile su detektovane poviSene koncentracije Ni, a u
avgustu Zn, Cu, Cr 1 Ni. U Mix uzorcima visoko oSte¢enje DNK molekula bilo je
zabelezeno u februaru, julu i septembru, a niZe u martu i oktobru. Tokom februara su
zabelezene povisene koncentracije Zn i Cr, a Ni u julu. U septembru nisu zabelezene
povisene koncentracije metala u vodi, ali tog meseca desile su se poplave po drugi put te
godine. Nivo oSte¢enja DNK molekula kod Mix uzorka je pozitivno korelisao sa
rastvorenim Fe 1 Al. Ovo podrZava teoriju da je na ovom lokalitetu izraZen uticaj, ne samo
otpadnih voda i1 organske materije, ve¢ 1 jedinjena koja dospevaju u akvati¢ne sisteme iz

razliitih industrija.

Osim polutanata sa kojima je dobijena znaCajna korelacija, na lokalitetu Visnjica
kao znacajne polutante treba izdvojiti Zn, Cu, Cr, Cd i Ni za koje su uocene poveéane

koncentracije u odnosu na preoporucene vrednosti od strane Medunarodne komisije za
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zastitu reke Dunav (ICPDR, 2002). U niskim koncentracijama Zn i Cu prirodno se nalaze u
vodama kao esencijalnim minerali, a takode, kao §to je ve¢ receno, imaju i fizioloSku ulogu
kao kofaktori u enzimima (Hogstrand i Wood, 1996). U vec¢im koncentracijama ovi metali
mogu imati toksi¢ne i genotoksi¢ne efekte na razlicite akvati¢ne organizme (Eisler, 1998;
Conradi 1 Depledge, 1999). Sinergisticki genotoksicni efekat ova dva metala na vrsti
Oncorhyncus mykiss razmatran je u studiji Bagdonas i Vosyline (2006), a na vrsti Mytilus
sp. u studiji Dixon i sar. (2002). U studiji Williams i Dusenbery (1990) dat je prikaz
negativnog uticaja 14 metala, medu kojima Cr, Cd i Ni na nematodi Caenophabditis
elegans. Takode, u studiji Vincent-Hubert 1 sar. (2011) potvrden je genotoksi¢ni uticaj Cd

na nasledni materijal Dreissena polymorha.

5.1.2. Korelacije sastava zajednice akvati¢nih Oligochaeta i nivoa oStecenja DNK
molekula kod vrste B. sowerbyi i kod Mix uzorka

Determinacija akvaticnih Oligochaeta podrazumeva koriS¢enje veceg broja
morfoloskih karakteristika: anteriorni deo tela (da li je prisutan prisutan ili ne, o¢i, hete na
prednjim segmentima), hete (oblik, broj), ili genitalni sistem (na kom se segmentu nalazi,
oblik penijalnih heta, itd.) (Timm, 2009). S obzirom da su ovi organizmi sitni, a
taksonomske karakteristike teSko uocljive, neophodno je koris¢enje mikroskopa za
pouzdanu identifikaciju crva, §to moze dovesti do pojave stresa i do mehanickih oStec¢enja
kod analiziranih jedinki i na taj nacin do nepouzdanih, lazno pozitivnih ili negativnih,
rezultata u ekogenotoksikoloskim istrazivanjima. Usled veéih dimenzija tela od ostalih
tubificidnih vrsta identifikacija vrste B. sowerby je olakSana, kao i njithova manipulacija
prilikom eksperimenta, S$to ¢ini ovu vrstu pogodnom za ekogenotoksikoloSke studije
(Aborgiba, 2016). Posto vrsta B. sowerbyi nije ¢esto prisutna ili je prisutna u malom broju u
uzorcima prikupljenih in sifu, u testiranje su ukljucene i slucajno izabrane jedinke meSovite
zajednice oligoheta (Mix uzorci). NajceScée zastupljene u Mix uzorcima su vrste iz familije

Tubificidae: L. hoffmeisteri, L. claparedeanus, L. udekemianus, B. sowerbyii T. tubifex.
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Posto sastav vrsta u Mix uzorcima nije stalan, bitno je da se utvrdi da li sastav vrsta
u ovim uzorcima uti¢e na rezultate ekogenotoksikoloskih ispitivanja, odnosno da li veca ili
manja zastupljenost nekih vrsta u uzorcima dovodi po povecanja ili smanjenja ostecenja
DNK molekula u mesovitim uzorcima. Za dobijanje korelacija izmedu sastava oligoheta u
zajednici 1 rezultata komet testa koriS¢eni su slede¢i parametri: broj individua odredenih
vrsta, procentualna zastupljenost odredenih vrsta, kao i relativni diverzitet koji je jednak

broju stalnih ili ¢esto prisutnih vrsta u uzorcima.

Kao S§to je receno, na lokalitetu Duboko nije zabelezena velika raznovrsnost
zajednice akvati¢nih oligoheta. Od zabelezenih vrsta stalno ili skoro u svim uzorcima
prisutne su vrste L. hoffmeisteri, L. claparedeanus, B. sowerbyi i T. tubifex, dok je L.
udekemianus bio prisutniji 2014. godine, a P. hammoniensis 2015. godine. Broj individua 1
zastupljenost nabrajanih vrsta, kao i relativni diverzitet koriS¢eni su za pracenje korelacija

sastava zajednice oligoheta i rezultata komet testa.

Statisticki znacajna pozitivna korelacija za 2014. 1 2015. godinu dobijena je izmedu
TI Mix uzorka i TI vrste B. sowerbyi iz Cistih uzoraka. Ova korelacija ukazuje da razlicite
tubificidne vrste reaguju na sli¢an nacin na uslove koji vladaju u Zivotnoj sredini. Pozitivna
statisticki znacajna korelacija za 2015. godinu dobijena je 1 izmedu TI Mix uzorka 1 broja
jedinki L. claparedeanus. L. claparedeanus tokom 2015. godine bio je manje zastupljen u
uzorcima. Posto su vrednosti oste¢enja DNK molekula 2015. godine bile nesto niZze nego
one iz prethodne godine moZe se pretpostaviti da je vrsta L. claparedeanus osetljivija na
negativne promene u zivotnoj sredini i da je zbog toga oSte¢enje DNK molekula bilo nize
kada je ova vrsta bila manje zastupljena u uzorcima. Uocena je i veza izmedu oSteéenja
DNK molekula B. sowerbyi i broja i zastupljenosti P. hammoniensis. Pozitivna korelacija
izmedu ovih vrsta moZe ukazati na slican odgovor na stresore obzirom na sli¢ne ekoloske

preferencije.

U odnosu na lokalitet Duboko, na lokalitetu Visnjica je zabeleZena veca
raznovrstnost oligohetne faune. Usled malih dimenzija jedinki iz familije Naididae 1

Enchytraeidae nisu bile ukljucene u istrazivanja. Za ekogenotoksikoloska istrazivanja uzete
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su u obzir slicne vrste kao i1 na lokalitetu Duboko, L. hoffmeisteri, L. claparedeanus, L.
udekemianus, B. sowerbyi, T. tubifex 1 P. hammoniensis. Na lokalitetu Visnjica nisu
zabelezene statisticki znacajne korelacije nivoa oSte¢enja DNK molekula Mix uzorka i

sastava zajednice akvati¢nih oligoheta.

Tokom svih uzorkovanja nije primeéena veza izmedu diverziteta i brojnosti jedinki
razli¢itih vrsta 1 oSte¢enja DNK molekula u Mix uzorcima. Diverzitet oligohetne faune se
nije menjao sa promenom stresora (poplave, ispustanje otpadnih voda, spiranje zemljista),
te se moze re¢i da u ovom sluc¢aju oni nisu uticali na diverzitet njihovih populacija i da
vrste imaju slican odgovor na promene u zivotnoj sredini. Takode, evidentan je uticaj

stresora na oSte¢enje DNK molekula §to ukazuje na podjednaku osetljivost na stresore.

5.2. Ex situ istrazivanja

Za potrebe ex situ istrazivanja uspostavljena je laboratorijska kultura vrste L.
udekemianus. Jedinke ove vrste gajene u kulturi koriS¢ene su za sve eksperimente, kao 1 za
dobijanje bazalnih vrednosti koje su koriS¢ene i kao negativna kontrola. Toksi¢ni efekat
citostatika, 5 — fluorouracila i etopozida ukljucio je pradenje prezivljavanja adultnih jedinki
i ¢elija celomocita i hemocita, a genotoksi¢ni efekat ovih supstanci pracen je preko nivoa
oste¢enje molekula DNK u celomocitama 1 hemocitama. Za proveru eksperimentalnog
sistema, kao pozitivna kontrola, kori§¢en je poznati mutagen CdCl,. Svi eksperimenti su

radeni u vodenoj sredini (bez sedimenta) u kojima su crvi bili tretirani tokom 96h-

.....

mutagenim 1 genotoksi¢nim efektom (Waalkes, 2003), koji uzrokuje oksidativni stres,
sprecava reparaciju DNK molekula (Giaginis i sar., 2006), pravilno odvijanje celijske

deobe i dovodi do apoptoze (Filipi¢, 2012).
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Jedan od najcesce koris¢enih citostatika je 5 — FU. Kao antimetabolit moze
inhibirati timidilat sintazu ili se moze ugradivati u makromolekule, kakvi su RNK 1 DNK 1

na taj nacin narusiti njihovo normalno funkcionisanje (Longley i sar., 2003).

Etopozid je antineoplasticni farmaceutik koji inhibira rad topoizomeraze II te
dovodi do formiranja dvolancanih prekida, koji ako se ne poprave na kraju rezultiraju

apoptozom (Hande, 1998).

5.2.1. Efekat CdCl,, 5-FU i ET na prezivljavanje jedinki i celomocita i hemocita L.
udekemianus

Toksi¢ne koncentracije na nivou jedinki za CdCl, detektovane su na koncentraciji
od 4 puM (prezivljavanje <50 %), dok je na 40 puM dobijen potpuni mortalitet
(prezivljavanje 0 %). Na koncentraciji od 4 pM uocene su i telesne promene kod crva,
odnosno vecina jedinki je bila fragmentisana. Ovo se moze objasniti procesom autotomije
koji je kod tubificidnih vrsta rasprostranjen. Autotomija podrazumeva gubitak repnog dela
tela kao reakciju na stres ili kao mehanizam detoksifikacije nakon bioakumulacije metala
(Bouché 1 sar., 2000). Dobijeni rezultati su u saglasnosti sa studijom Maestre i sar. (2009)
gde se takode na vecoj koncentraciji (LCsy 0,4 mg/L Cd odgovara 4 uM CdCl,) belezi
toksi¢ni efekat na adulte 7. tubifex. U studiji Bouché i sar. (2000) koncentracije koje su
dovele do toksi¢nog efekta nakon 96 h izlaganja bile su nize (LCsy 0,03 mg/L Cd odgovara
0,3 uM CdCl,) u odnosu na koncentracije primenjene u naSem istrazivanju (LCsy 0,45
mg/L Cd odgovara 4 uM CdCl,).

U slucaju tretmana sa citostatikom 5 — FU, u okviru testiranih koncentracija, nije
dobijen toksi¢ni efekat na vijabilnost adulta, a nisu uocene ni morfoloske promene kod
tretiranih zivotinja. Ovi rezultati su u saglasnosti sa istrazivanjem Gaci¢ 1 sar. (2014), koje
je radeno na Skoljkama (U. pictorum 1 U. tumidus) kod kojih, takode, nije smanjeno
prezivljavanje adulta. 1 u studiji Kovacs 1 sar. (2016) toksi¢ni efekat na prezivljavanje

adulta vrste Danio rerio nije dobijen nakon akutnog testiranja toksicnosti 5 — FU, ali je u
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studiji hroni¢nog testiranja toksi¢nosti ovog citostatika (Kovacs i sar., 2015) dobijeno

smanjeno prezivljavanje riba u F; 1 u F, generaciji na koncentracijama 0,01, 11 100 pg/L.

Kao 1 u slu¢aju eksperimenta sa 5 — FU, tretman sa ET nije imao toksi¢an efekat na
adultne jedinke i morfoloske degradacije tela nisu uocene. Ovi rezultati su u saglasnosti sa
studijom Kolarevi¢ i sar. (2016) na skoljkama, gde su upotrebljene vece koncentracije ET
(4,40 1 100 uM ET) nego u naSem istrazivanju, ali i sa studijom Isidori 1 sar (2016) na
embrionima Zabe Xenopus laevis (raspon koncentracija 0,0051 — 51 uM), kao 1 sa studijom

na vrsti ribe Danio rerio (0,17 mM) (Kovacs i sar., 2016).

U istrazivanjima u kojima se prate uticaji razlicitih polutanata i sredinskih faktora
na tubificidnim vrstama najcées¢e se kao krajnji efekti prate prezivljavanje crva, kokona,
morfoloske promene (autotomija), promene u ponaSanju ili bioakumulacija odredenih
polutanata u telu (Keilty 1 sar., 1988; Bouché i sar., 2000; Ciutat i sar., 2005; Maestre i sar.,
2009; Paris-Palacios 1 sar., 2010). Moze se primetiti da je veéina ovih efekata vidljiva
golim okom i da se lako moze evaluirati bez kori§¢enja komplikovanih metoda. S druge
strane, postoji nedostatak literaturnih podataka uticaja razli¢itih polutanata na

prezivljavanje Celija.

U ovoj studiji, paralelno sa efektom testiranih jedinjenja na adulte, pracen je i
njihov citotoksican efekat. Citotoksican efekat ve¢i od 30 %, odnosno prezivljavanje celija
u suspenziji nize od -70 % zabelezeno je na koncentacijama 0,4 i 4 uM za CdCl,, 0,4, 4140
uM za 5 —FU 14 uM za ET. U studijama Gaci¢ 1 sar., (2014), Kolarevi¢ (2014) i Kolarevi¢
1 sar. (2016) koriS¢ene su slicne koncentracije mutagena CdCl,, kao 1 citostatika, 5 — FU 1
ET, kao i u naSem istraZivanju, ali za razliku od crva gde je zabelezen citotoksicni efekat,
kod hemocita skoljki ove koncentracije kao i vece (40 i 100 uM) nisu dovele do redukcije

vijabilnosti u in vivo 1 in vitro eksperimentima.
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5.2.2. Efekt CdCl,, S — FU i ET na nivo oSteenja DNK molekula celomocita i
hemocita L. udekemianus

Ova studija skrece paznju i na efekte koji nisu vidljivi golim okom, a koji mogu
imati negativni uticaj na geneticki materijal, te dovesti do pojava tumora, ali i do negativnih
uticaja na Citave populacije smanjenjem reproduktivne sposobnosti jedinki. Genotoksi¢ni
efekat CdCl,, 5 — FU 1 ET je pracen na jedinkama vrste L. udekemianus. Po nasim
saznanjima ne postoje literaturni podaci uticaja polutanata na intergritet DNK molekula
tubificidnih vrsta, te se rezultati dobijeni u ovoj studiji moraju uporedivati sa podacima koji

su dobijeni kod drugih grupa organizama.

Prema literaturnim podacima uticaj kadmijuma na tubificide ispitan je u okviru
toksikoloskih studija (Rodriguez i Reynoldskon, 2011), dok njegov genotoksi¢ni potencijal
na ovim vrstama nije analiziran. U ovoj ekogenotoksikoloskoj studiji sve ispitivane
koncentracije su dovele do znacajnog poveéanja osteCenja DNK molekula u odnosu na
negativnu kontrolu. Uporedivanjem sa Skoljkama, kod kojih koncentracije od 40 i 100 uM
dovode do znacajnog oste¢enja DNK molekula (Kolarevié, 2016), dok na nizim
koncentracijama nije zabeleZeo znacajno povecanje oSteCenja. Moze se reéi da je
tubificidna vrsta L. udekemianus osetljivija na uticaj ovog mutagena, posto je dobijeno
znacajno vece oStecenje 1 na koncentracijama koje su 10.000 puta manje od onih koriS¢enih
u pomenutoj studiji na Skoljkama. Rezultatima istrazivanja uticaja CdCl; na integritet DNK
molekula L. udekemianus treba dati znacaj, s obzirom da se u toksikoloskim istrazivanjima
skre¢e paznja na toksi¢ne koncentracije koje su vece od onih koriS¢enih u ovoj studiji, a da
je u ovoj studiji pokazano da i nize koncentracije koje ne dovode do spoljnih vidiljivih
ostecenja, a mogu dovesti do negativnih promena na genetickom materijalu ako se ne
poprave, mogu biti jednako Stetne po ovaj organizam.

5 — FU je antimetabolitni citostatik koji spre¢ava sintezu DNK molekula
inhibicijom timidilat sintaze i inkorporacijom metabolita ovog citostatika u RNK i DNK
molekulima (Longley 1 sar., 2003), ¢ime se naruSava stabilnost DNK lanca dovode¢i na

kraju do apoptoze. OSte¢enje DNK molekula koje je nastalo usled uticaja svih testiranih
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koncentracija 5 — FU bilo je znacajno povecano u odnosu na negativnu kontrolu. Iako je
najniza testirana koncentracija (0,004 pM/0,52 pg/L) visa od onih koje su predvidene
odgovaraju¢im standardima za zivotnu sredinu (predicted environmental concentration —
PEC <0,54 ng/L) (Kosjek i sar., 2013), mora se napomenuti su u ovim istrazivanjima
zivotinje testirane 96 h, a da su u Zivotnoj sredini zivotinje izloZene razlicitim agensima
duzi vremenski period, te se mora dati znacaj i ovim koncentracijama koje su za kratko
vreme imale negativan uticaj na integritet DNK molekula. Crvi su i ovaj put pokazali ve¢u
osetljivost na uticaj citostatika nego, na primer Skoljke (Gaci¢ i sar., 2014; Kolarevi¢ i sar.,
2016), ili ribe na kojima nisu bili nastavljeni eksperimenti kada doza od 100 mg/L nije

dovela do uticaja na njihovo prezivaljvanje (Kovdcs i sar., 2016).

ET je biljni alkaloid koji inhibira topoizomerazu II $to na kraju rezultuje prekidom
DNK lanca (Liu, 1989). Sa izuzetkom najnize koncentracije, ET je na ostalim koncentracija
doveo do znacajno poveéanog ostecenja DNK molekula. Koncentracije ovog citostatika u
otpadnim vodama bolnica (Catastini i sar., 2008; Yin i sar., 2010; Martin i sar., 2011) su
daleko nize nego efektivne koncentracije koje su kori§€ene u ovom istrazivanju (najniza
efektivna koncentracija je 0,04 uM/23,54 pg/L). Iz ovoga se moze zakljuciti da
koncentracije koje su relevatne za zivotnu sredinu ne mogu dovesti do znacajnog povecanja

oste¢enja DNK molekula vrste L. udekemianus.

142



ZAKLJUCCI



ZAKLJUCCI

6. ZAKLJUCCI

U odnosu na postavljene ciljeve i dobijene rezultate, izdvajamo najznacajnije

zakljucke ovog rada:

Na osnovu mikrobioloskih parametara kvaliteta vode lokalitet Duboko, tokom 2014.
1 2015. godine se karakterisao II 1 IIT klasom, a lokalitet Visnjica tokom 2014., III 1

IV klasom kvaliteta vode.

Na lokalitetu Duboko koncentracije cinka, bakra, hroma, olova i nikla su bile vise

od koncentracija preporu¢nih od Medunarodne komisije za zastitu reke Dunav.

Na lokalitetu Visnjica koncentracije cinka, bakra, hroma i nikla su bile viSe od
koncentracija preporucenih od Medunarodne komisije za zastitu reke Dunav dok su

vrednosti za kadmijum bile na granici maksimalnih preporucenih vrednosti

Na oba lokaliteta detektovane su korelacije mikrobioloSkih sa fizicko-hemijskim 1

hemijskim parametrima kvaliteta vode

Uticaj poplava tokom 2014. godine potvrden je na oba lokaliteta statisticki
znaCajnom korelacijom vodostaja 1 organskih zagadivaca koji se koriste u
poljoprivredi (nitrati, fosfati i pesticidi), kao 1 korelacijom vodostaja i metala i

metaloida karakteristi¢nih za pepelista.

Na lokalitetu Duboko tokom 2015. godine zabelezena je veéa raznovrstnost
oligohetne faune u odnosu na 2014. godinu. Dominantna je bila familija Tubificidae
sa vrstama L. hoffmeisteri 1 L. claparedeanus. Lokalitet Visnjica karakterisao se
veéim diverzitetom oligoheta u poredenju sa lokalitetom Duboko. Na Visnjici su,

pored familije Tubificidae, koja je bila dominantna, zabeleZene 1 vrste iz familije
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Naididae i Enchytraidae. Na lokalitetu Visnjica, takode, bila je dominantna familija

Tubificidae, sa vrstama L. hoffmeisteri, L. claparedeanus 1 T. tubifex.

Visoka zastupljenost (> 90 %) familije Tubificidae u uzorcima ukazuje da oba
lokaliteta imaju lo$/veoma lo§ ekoloski potencijal (IV-V klasa) i da lokaliteti trpe
veliki prtisak organskog zagadenja. Saprobni indeks i BMWP skor svrstava ove

lokalitete u IV-V klasu, a indeks diverziteta i ukupan broj taksona u III-IV klasu.

Stabilne laboratorijske kulture B. sowerbyi 1 L. udekemianus su uspe$no
uspostavljene. Iz laboratorijske kulture vrste B. sowerbyi dobijene su referentne
vrednosti oSte¢enja DNK molekula za in situ, a iz kulture vrste L. udekemianus
bazalne vrednosti oSte¢enja DNK molekula, koris¢ene kao negativna kontrola, u ex

situ istrazivanjima.

Protokol za izolaciju celija celomske tecnosti (celomocite) 1 krvnog sistema
(hemocite) kao i komet test na ovim celijama je uspesno prilagoden za grupu

akvati¢nih Oligochaeta.

Prikazana je osetljivost celomocita i hemocita vrste B. sowerbyi da detektuje

sredinski stres u in situ uslovima.

Pokazana je osetljivost celomocita i hemocita iz meSovitog uzorka akvati¢nih
oligoheta (L. hoffmeisteri, L. claparedeanus, L. udekemianus, B. sowerbyi i T.

tubifex) da detektuju sredinski stres u uslovima in situ.
Postoji statisticki znacajna korelacija izmedu oSte¢enja DNK molekula B. sowerbyi

1 Mix uzorka sa mikrobioloskim, fizicko-hemijskim i1 hemijskim parametrima

kvaliteta vode na oba lokaliteta.
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Na lokalitetu Duboko tokom 2014. 1 2015. godine zabeleZene su statisticki znacajne
korelacije parametra TI B. sowerbyi i TI Mix, §to ukazuje na slican odgovor
razli¢itih vrsta na uslove koji vladaju u Zivotnoj sredini. Znacajna negativna
korelacija Ti Mix uzorka i broja jedinki L. claparedeanus ukazuje na vecu

osetljivost ove vrste na stresore.

Citostatici 5-fluorouracil i etopozid, i CdCl,, u okviru koncentracija koje se ne
smatraju toksi¢nim, indukovali su oSteCenja DNK molekula kod wvrste L.

udekemianus u ex situ istraZzivanjima.

Koncentracije citostatika koje su dovele do oStecenja DNK molekula vrste L.
udekemianus vise su od onih koncentracija u kojima se ovi farmaceutici javljaju u
povrSinskim vodama. Bitno je posvetiti posebnu paznju farmaceuticima kao
zagadivacima, s obzirom da su organizmi u Zivotnoj sredini pod njihovim uticajem

duzi vremenski period.

Osetljivost akvati¢nih oligoheta za detekciju genotoksi¢nog potencijala u in situ 1 ex
situ istrazivanjima potvrdena je na osnovu dobijenih rezultata, zato se moze
zakljuciti da je primena komet testa na ovoj grupi makroinvertebrata u
ekogenotoksikoloskoj proceni uticaja stresora u akvaticnim ekosistemima dobar

eksperimentalni sistem.
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BIOGRAFIJA

Margareta Kracun-Kolarevi¢ je rodena 10.07.1982. godine u Pancevu. Osnovnu 1
srednju Skolu zavrsila je u Alibunaru. Na BioloSkom fakultetu (studijska grupa Biologija)
Univerziteta u Beogradu upisala se skolske 2002/03 godine, a diplomirala je 2011. godine.
Diplomski rad pod nazivom ,,Analiza strukture trihoma i sadrzaja fenolnih diterpena u
listovima razli¢itih vrsta zalfija (Salvia sp.)“ uraden je pod rukovodstvom dr Ane
Simonovi¢ na Odeljenju za fiziologiju biljaka Instituta za bioloska istrazivanja ,,SiniSa

Stankovi¢* i odbranjen je ocenom 10.

Skolske 2011/12. Margareta Kra¢un-Kolarevi¢ upisuje doktorske studije na
studijskoj grupi Biologija, modul Mikrobiologija, Bioloskog fakulteta Univerziteta u
Beogradu. Od maja 2012. godine zaposlena je na mestu istraziva¢ pripravnik na Odeljenju
za hidroekologiju 1 zastitu voda Instituta za bioloSka istraZivanja ,,SiniSa Stankovi¢* na
projektu: TR 37009 ,Merenje 1 modeliranje fizickih, hemijskih, bioloskih 1
morfodinamickih parametara reka i vodnih akumulacija® Ministarstva prosvete, nauke i
tehnolosSkog razvoja, a od marta 2013. godine na mesto istraziva¢ saradnik. Od sticanja
zvanja istraziva¢ saradnik do danas, ucestvuje u realizaciji viSe nacionalnih i medunarodnih

projekata.

Od 2013. godine je ¢lan Srpskog bioloskog drustva i1 Srpskog druStva za zastitu
voda. Usavrsavala se tokom studijskog boravka 2015. godine na Nacionalnom Institutu za
Biologiju, Ljubljana, Slovenija i 2016. godine na Tehnoloskom Univerzitetu, Be¢, Austrija.
Tokom dosadaS$njeg rada autor i koautor je na 22 medunarodna nau¢na rada (12 iz
kategorije M21, 6 iz kategorije M22, 4 iz kategorije M23), tri poglavlja u monografiji, 8 u

Casopisima domaceg znacaja i 48 saopStenja na nau¢nim skupovima.



