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REZIME

Metoda nasumi¢no umnozene polimorfne DNK (RAPD) je poslednjih godina nasla primenu
u ekogenotoksikologiji. U okviru dve studije slu¢aja na Savi i Dunavu, za RAPD analizu
kori§¢eno je misiéno tkivo jedinki Alburnus alburnus (uklija) uzorkovanih sa ukupno devet
lokaliteta. RAPD rezultati istraZivanja na Savi ukazuju na grupisanje jedinki sa zagadenih
lokaliteta (UB i UK), u odnosu na jedinke sa manje zagadenog lokaliteta, SZ. RAPD rezultati
studije slu¢aja na Dunavu ne pokazuju jasno grupisanje uklija u odnosu na jacinu pritisaka
Sto ukazuje na neophodnost dodatnih analiza.

KLJUCNE RECT: ekogenotoksikologija, RAPD analiza, Alburnus alburnus, zagadenje
povrsinskih voda

APPLICATION OF RAPD METHOD IN
ECOGENTOXICOLOGICAL RESEARCH -THE
SAVA -RIVER AND THE DANUBE RIVER CASE
STUDIES

ABSTRACT

In recent years the randomly amplified polymorphic DNA method (RAPD) is frequently used
in ecogenotoxicology. Within two case studies on the Sava River and the Danube River,
muscle tissue of Alburnus alburnus (bleak) specimens sampled from nine sites was used for
RAPD analysis. The RAPD results on the Sava River study indicate the grouping of
specimens from polluted sites (UB and UK) as opposed to specimens from the less polluted
site, SZ. The RAPD results of the Danube River case study do not show a clear bleak grouping
in relation to pollution pressures, indicating that additional analyses are needed.

KEY WORDS: ecogenotoxicology, RAPD analysis, Alburnus alburnus, pollution of
surface water
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uvoD

Velike ravnicarske reke koje teku kroz Srbiju su pod intezivnim antropogenim pritiscima s
obzirom da proti¢u kroz naseljene oblasti, usled ¢ega se u ove vodotokove ispustaju
nepreradene komunalne i industrijske otpadne vode, a sa njima i hemijski agensi koji su
prisutni u otpadnim vodama. Takode, obale ovih reka karakteristi¢ne su po obradivim
povrSinama i intenzivnoj poljoprivrednoj aktivnosti koja podrazumeva koris¢enje
agrotehnickih mera (dubriva, pesticidi, herbicidi, itd.). U slu¢aju visokog vodostaja ili nakon
jakih kiSa moze do¢i do spiranja okolnog zemljista i upliva hemijskih agenasa koji se koriste
u poljoprivredi.

Prisustvo ksenobiotika iz otpadnih voda ili nekih drugih izvora zagadenja u akvaticnim
ekosistemima moZe uzrokovati negativne efekte u organizmima, kao Sto su: nastanak
mutacija, promene u imunom odgovoru, naruSavanje hormonskog i reproduktivnog statusa,
histopatoloske promene, itd. Pored toga, hroni¢no izlaganje akvati¢nih organizama niskim
koncentracijama (ug/L) zagadujuéih agenasa moZe dovesti do naruSavanja strukture
populacije i Citavog ekosistema. Prac¢enje bioloSkog odgovora na nizim nivoima bioloske
organizacije (molekularni, ¢elijski) omoguéava detekciju efekta dejstva ksenobiotika pre
nego Sto se taj efekat odrazi na nivou jedinke i/ili populacije. Jedan od ranih odgovora
organizama na dejstvo hemijskih agenasa je oStecenje DNK molekula, zbog ¢ega su razvijene
razli¢ite metode za detekciju genotoksiénih efekata u in vitro i in vivo istaZzivanjima.
Metoda nasumi¢no umnozene polimorfne DNK (engl. Random Amplified Polymorphic DNA,
RAPD) ¢esto se koristi u taksonomiji i populacionoj genetici (Bardakci i Skibinski, 1994;
Sandoval-Castellanos i sar., 2007), a poslednjih godina je naSla primenu i u
ekogenotoksikolodkim istraZivanjima (Atienzar i sar., 2002; Pandey i sar., 2018). Ova
metoda se zasniva na nasumicnoj amplifikaciji genomske DNK pomocu kratkih prajmera
duzine 10 bp. U slucaju da postoji razlika izmedu sekvenci, prajmeri ¢e se vezivati na
razli€itim mestima, zbog Cega Ce se nakon elektroforeze uociti razli¢iti RAPD profili,
odnosno profili DNK fragmenata. Prisustvo/odsusutvo DNK fragmenata predstavlja
kriterijum za utvrdivanje sli¢nosti, odnosno razlika izmedu ispitivanih sekvenci (Welsh i
McClelland, 1990). RAPD metodom mogu se detektovati DNK prekidi, mutacije, adukti, kao
i oSteéenja nastala oksidativnim stresom. Medutim, trenutno postoji relativno mali broj
studija u kojima su, pored RAPD analize, koris¢eni i drugi ekogenotoksikoloski testovi. U
veéini in situ studija RAPD analiza obuhvata komparaciju rezultata dobijenih na
Cistom/referentnom™ i lokalitetu koji je pod velikim pritiskom zagadenja (Nadig i sar., 1998;
Salem i sar., 2014).

U ovom radu prikazani su rezultati ispitivanja osetljivosti RAPD metode u odnosu na Siroko
primenjen alkalni komet test za detekciju genotoksi¢nog efekta u okviru dve studije sluéaja,
na Savi i Dunavu. Vrsta Alburnus alburnus (uklija) pokazala se kao pouzdan bioindikator u
prethodnim ekogenotoksikoloskim studijama (Deutschmann i sar., 2016; Jovanovié i sar.,
2018), zbog ¢ega je i u ovom istraZivanju odabrana kao biondikatorska vrsta.
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METODE

Studija sluc¢aja na Savi sprovedena je u aprilu 2019. godine na tri prostorno bliska lokaliteta
koja se nalaze nizvodno od Obrenovca, a koji su pod razli¢itim uticajem zagadenja. Lokalitet
Sava Zabran (SZ) nalazi se na Savi, kod obrenovackog izletiSta Zabran, lokalitet usce
Kolubare (UK) nalazi se na u$¢u Kolubare i Save i lokalitet u$¢e Bari¢ke reke (UB) se nalazi
na us¢éu Bari¢ke reke i Save. Studija sluaja na Dunavu i njegovim veéim pritokama
sprovedeno je u julu 2019. godine u okviru medunarodne ekspedicije Joint Danube Survey 4
(JDS4) na jednom lokalitetu na Tisi (kod Titela— JDS33), dva lokaliteta na Savi (kod Jamene
- JDS35 i Makis - JDS36) i tri lokaliteta na Dunavu (nizvodno od Panéeva - JDS37, Ram -
JDS40, Radujevac - JDS41). Sa svakog lokaliteta uzorkovano je po deset jedinki uklija.
Misi¢no tkivo uklija kori$¢eno je za RAPD analizu, dok su uzorci krvi kori§¢eni za alkalni
komet test.

RAPD metoda uradena je na isti nacin kao §to je opisano u studiji Kolarevi¢ i sar. (2018).
Geneti¢ka sli¢nost, odnosno razlika izmedu jednki sa istog i razli¢itih lokaliteta odredena je
kao to je opisano u studiji Lynch (1990), dok je geneticka distanca izmedu jedinki sa razlicitih
lokaliteta dobijena na osnovu formule koja je definisana u studiji Lynch (1991). Vrednosti
genetiCke distance koriS¢ene su za konstrukciju filogenetskog stabla primenom UPGMA
metode. Alkalni komet test izveden je na nacin kao §to je opisano u studiji Kolarevic¢ i sar.
(2016), sa malim modifikacijama. Kao parametar DNK oSte¢enja odabran je intenzitet repa
komete (engl. Tail Intensity, Tl %).

REZULTATI | DISKUSIJA

Rezultati dobijeni RAPD metodom poredeni su sa rezultatima alkalnog komet testa, i na
oshovu toga izvrSena je procena osetljivosti RAPD metode. Alkalni komet test se u brojnim
istraZivanjima pokazao kao osetljiva metoda u detekciji genotoksi¢nih efekata koji su
posledica izlaganja organizama razli¢itim tipovima, kao i razli¢itom stepenu zagadenja.
Izolovana genomska DNK uklija umnozena je pomocu Sest prajmera. Poredenjem RAPD
profila jedinki uklija dobijenih nakon umnozavanja pojedinaénim prajmerima utvrdena je
geneticka slicnost/razlika izmedu jedinki uzorkovanih sa razlicitih lokaliteta.

U studiji slu¢aja na Savi, uocava se izdvajanje lokaliteta SZ u odnosu na UK i UB (Slika 1A).
Dobijeni rezultati su u saglasnosti sa rezultatima alkalnog komet testa koji je koris¢en u istom
istrazivanju i koji je pokazao visok stepen osetljivosti u detekciji genotoksi¢nog efekta re¢ne
vode (Jovanovi¢ Mari¢ i sar., 2020). Pored toga, na osnovu podataka hemijskih analiza
godisnjeg monitoringa Gradskog zavoda za javno zdravlje Beograd dobijen je isti nacin
razdvajanja analiziranih lokaliteta, ukazujuci na visok stepen zagadenja lokaliteta UK i UB
u odnosu na lokalitet UZ (Jovanovi¢ Mari¢ i sar., 2020). Dobijeni rezultati mogu ukazati na
uticaj genotoksi¢nih agenasa koji su prisutni na lokalitetima UK i UB na naru3avanje
integriteta DNK molekula ¢elija krvi uklija, ali i na slicnosti/razlike izmedu dobijenih RAPD
profila.

U studiji slu¢aja na Dunavu, RAPD analiza ukazuje na grupisanje lokaliteta koji se nalaze na
pritokama u odnosu na one koji su na samom Dunavu (Slika 1B). lako su u studiji slu¢aja na
Savi usagladeni rezultati RAPD analize, alkalnog komet testa i hemijskih analiza polutanata
u vodi, u studiji slu¢aja na Dunavu neophodno je sprovesti dodatne analize za jasno
tumacenje podataka.
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Slika 1.Dendogrami konstrusani na osnovu vrednosti geneti¢ke distance (D') svih prajmera primenom
UPGMA metode na osnovu rezultata studije na Savi (A) i Dunavu (B).
Figure 1. Dendograms constructed based on genetic distance values (D') of all primers using UPGMA
method according to results of studies on the Sava River (A) and the Danube River (B).

ZAKLIJUCAK

lako postoje brojne studije u kojima pokazano da je RAPD osetljiva metoda i da se moze
koristiti u ekogenotoksikoloSkim istrazivanjima, rezultati studije slu¢aja na Dunavu su
pokazali da je nephodno sprovesti dodatne analize kako bi se utvrdilo koji su sve faktori
uticali na sli¢nost/razlike u RAPD profilima jedinki sa razli¢itih lokaliteta. Na osnovu toga
moze se zakljuciti da je neophodno koristiti razligite biotestove i biomarkere u in situ
studijama kako bi se rezultati pravilno tumacili. Ovo je posebno vaZno u sluéaju kada
istrazivanje ne podrazumeva komparaciju jedinki sa ,,kontrolnog/referentnog* sa jedinkama
uzorkovanih na zagadenim lokalitetima (npr. lokaliteta koji se nalazi u blizini ispusta
otpadnih voda). Takode, u budu¢im istrazivanjima moze se razmotriti primena RAPD analize
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u ex situ ekogenotoksikoloSkim istraZivanjima, na test/model model organizmima koji se
mogu tretirati koncentrisanim ili nativnim uzorcima re¢ne vode. Analizom RAPD profila
tretirane i netretirane grupe organizama moZe se ispititati da li agensi koji su prisutni u
ispitivanim uzorcima vode imaju uticaj na njihov nasledni materijal.

Zahvalnica

Ovaj rad ralizovan je uz podrSku Ministarstva prosvete, nauke i tehnoloskog razvoja (br.
ugovora 451-03-9/2021-14/ 200007) i medunarodne ekspedicije Joint Danube Survay 4.
Autori se zahvaljuju Gradskom zavodu za javno zdravlje Beograd i Agenciji za zaStitu
Zivotne sredine Republike Srbije na ustupljenim podacima.
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