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EkogenotoksikoloSka procena kvaliteta povrSinskih voda komet testom na

razlic¢itim tkivima klena (Squalius cephalus L.)

Rezime

Intenzivni procesi proizvodnje i oslobadanje velikog broja hemijskih agenasa,
kao 1 metala u spoljas$nju sredinu, najve¢im delom u re¢ne tokove, dovela je do potrebe
za primenom testova koji ¢e detektovati njihov genotoksicni potencijal. Mnogi akvati¢ni
organizmi, medu kojima bitno mesto zauzimaju ribe, imaju sposobnost bioakumulacije
genotoksi¢nih agenasa u tkivima, te se mogu Kkoristiti kao bioindikatori u
ekogenotoksikoloskim studijama. Ribe se smatraju za jedne od znac€ajnijih indikatora za
procenu nivoa metala u slatkovodnim sistemima, jer su u vrhu lanca ishrane sa
moguénoscéu akumulacije visokih koncentracija pojedinih metala.

Procena genotoksi¢nosti povrSinskih voda vrSena je na osnovu detekcije
ostecenja DNK molekula alkalnim komet testom, testom elektroforeze pojedinac¢nih
¢elija, (engl. Single Cell Gel Electroforesis, SCGE), u krvi, jetri i Skrgama klena
(Squalius cephalus L.). Rangiranje parametara za procenu DNK osteéenja: duZzina repa
komete (TL), intenzitet repa komete (TI) i ,,Olive tail moment” (OTM), uradeno je
metodom SRD (engl. Sum of Ranking Differences). Paralelno sa komet testom, u jetri i
Skrgama, pratila se i koncentracija metala i metaloida pomoc¢u induktivno spregnute
plazme — opticko emisione spektrometrije (ICP - OES). Analiza metala i metaloida je
uradena 1 u miSi¢ima i gonadama istom metodom.

Procena ekoloskog statusa povrSinskih voda odredivala se na dve akumulacije,
Garasi 1 Zlatar (Uvac) i dve reke, Pestan 1 Beljanica tokom 2011/2012 godine.

Procena kvaliteta vode odredena je na osnovu fizicko-hemijskih i
mikrobioloSkih parametara. Analizirano je 7 grupa mikroorganizama: ukupni koliformi,
fekalni koliformi, fekalne enterokoke, aerobni mezofili, aerobni heterotrofi, heterotrofi i
oligotrofi. Poreklo zagadenja dobijeno je na osnovu odnosa fekalnih koliforma i
fekalnih enterokoka F/E, a status samoprecis¢avanja dobijen je iz odnosa heterotrofa i
oligotrofa O/H. Integrisani odgovor biomarkera (IBR) je kori§¢en kao pokazatelj odnosa

razli¢itih grupa mikroorganizama tokom viSemese¢nog monitoringa.



Osnovne procene kvaliteta vode, na osnovu analize fizicko-hemijskih i
mikrobioloskih parametara, izdvojile su akumulacije, Uvac i Garasi, u I klasu kvaliteta
voda. Sa druge strane, analize vode sa PeStana i Beljanice su pokazale povecane
koncentracije primarnih nutrijenata, i svih mikrobioloSkih bioindikatora, koje su
uglavnom odgovarale 111 i IV klasi kvaliteta voda.

Najvise vrednosti oSteCenja DNK molekula za sva tkiva su zabeleZena na
Pestanu 1 Beljanici. Kako je na ovim rekama uzorkovanje radeno tokom cele godine,
pokazan je 1 pad oStecenja za sva tri tkiva tokom leta. Ostecenje DNK na ¢elijama krvi,
jetre 1 Skrga sa Garasa nisu bila znacajno razli¢ita od oStecenja na istim tkivima sa
Pestana 1 Beljanice. Nize oStecenje DNK molekula pokazala su tkiva jedinki
uzorkovanih na Uvcu u poredenju sa ostala tri lokaliteta, Garasi, PeStan i
Beljanica.Visok kvalitet vode akumulacije Uvac potvrden je niskim vrednostima
primarnih nutrijenata, mikrobioloskih parametara i DNK oste¢enja na tkivima klena.

Analiza akumulacije metala u razli¢itim tkivima klena pokazala je visok stepen
njihove diferencijacije, kao i znacajne razlike u distribuciji elemenata u tkivima izmedu
ispitivanih lokaliteta. Analiza elemenata u tkivima klena sa Uvca pokazala je da je
veéina elemenata bila najniza u misi¢ima, dok su vise vrednosti zabeleZene u skrgama
(Ba, Hg, Mn, Mo, Sr) i jetri (B, Cr, Cu, Fe i Mo). Takode, analiza elemenata u tkivima
klena na Garasima je pokazala da je vecina elemenata bila najniza u misi¢ima, dok su
viSe vrednosti zabelezene u Skrgama (Al, B, Ba, Cr, Fe, Mn, Sr i Zn), dok je jetra u
najvisim koncentracijama akumulirala As, Cu i Mo.

Na osnovu PCA analize na obe reke Hg se izdvojila kao element koji je pokazao
veéi stepen akumulacije tokom jeseni. Na obe reke Skrge su akumulirale vece
koncentracije elemenata u odnosu na druga tkiva. Sa druge strane mi$i¢ je za vecinu
elemeneta imao najniZze vrednosti. Na PeStanu je jetra pokazala izraZeniju sezonsku
varijaciju u akumulaciji metala (Cr, Mn, Sr, Hg i Zn), dok su na Beljanici to bile skrge
(Ba, Cu, Mo, Sr, Zn). Kanonijska diskriminantna analiza (CDA) je, u odnosu na ukupni
sadrzaj elemenata u tkivima, pokazala odvajanje skrga u odnosu na druga tkiva na obe

reke.
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Ecogenotoxicological evaluation of surface water quality with comet assay on
different tissues of European chub (Squalius cephalus L.)

Abstract

Intensive production and release of a large number of chemical agents, as well as
metals into the environment, mainly in river flows, has led to the need for tests which
can determine their genotoxic potential. Many aquatic organisms, especially fish, have a
potential for bioaccumulation of genotoxic agents in the tissues, and hence can be used
as bioindicators in ecogenotoxicological studies. Fish are considered one of the most
important indicators for assessing the levels of metals in freshwater systems, because
they are at the top of the food chain with the ability to accumulate high concentrations
of certain metals.

Assessment of surface water genotoxicity was carried out based on the detection
of DNA damage with alkaline comet assay or single cell gel electrophoresis (SCGE) in
the blood, liver and gills of chub (Squalius cephalus L.). Ranking of parameters for
assessing the DNA damage: comet tail length (TL), the intensity of the tail of the comet
(TI) and "Olive tail moment” (OTM), was done by the SRD (Sum of Ranking
Differences) method. In parallel with the comet assay in liver and gills, inductively
coupled plasma - optical emission spectrometry (ICP - OES) was used to follow the
concentration of metals and metalloids. The same method was used for the analysis of
metals and metalloids in the muscles and gonads.

Assessment of the ecological status of surface waters was conducted at two
reservoirs, Garasi and Zlatar (Uvac), and two rivers PeStan and Beljanica, during the
2011/2012 year.

Water quality assessment is based on the physicochemical and microbiological
parameters. Microbiological analysis included: total coliforms, fecal coliforms, fecal
enterococci, aerobic mesophile, aerobic heterotrophs, heterotrophs and oligotrophs. The
type of contamination was determined by the ratio of fecal coliforms and fecal
enterococci F/E, and the status of self-purification is obtained from the ratio of
heterotrophs and oligotrophs O/H. Integrated biomarker response (IBR) has been used



as an indicator of the relationship between different groups of microorganisms during
the months of monitoring.

Basic water quality assessment, based on the analysis of physicochemical and
microbiological parameters, classify the reservoirs, Uvac and Garas$i as having class |
water quality. On the other hand, the analysis of water from Pestan and Beljanica
showed increased concentrations of primary nutrients and all microbial bioindicators,
which are mainly suited to the Il and IV class of water quality.

The highest values of DNA damage of all tissues were recorded at Pestan and
Beljanica. As the sampling on these rivers was done throughout the year, during the
summer a decrease of damage for all three tissues was observed. DNA damage of blood
cells, liver and gills at Garasi were similar to the measured damage of the same tissues
at PeStan and Beljanica. Tissue specimens collected at Uvac showed lower DNA
damage when compared to the other three sites, Garasi, Pestan and Beljanica. High
water quality at reservoir Uvac was confirmed by low values of the primary nutrients,
microbiological parameters and DNA damage on chub tissues.

Analysis of heavy metal accumulation in different chub tissues showed a high
level of differentiation, as well as significant differences in the distribution of elements
in the tissues between the studied sites. Elemental analysis in chub tissues at Uvac
showed that most of the elements had the lowest concentration in muscles, while higher
values were recorded in the gills (Ba, Hg, Mn, Mo, and Sr) and liver (B, Cr, Cu, Fe, and
Mo ). The analysis of the elements in chub tissues at Garasi also showed that most of
the elements had the lowest concentration in muscles, while higher values were
recorded in the gills (Al, B, Ba, Cr, Fe, Mn, Sr, and Zn), while the liver accumulated the
highest concentrations of As, Cu and Mo.

Based on PCA analysis on both rivers Hg showed a greater degree of
accumulation in the fall. On both rivers gills accumulated higher concentrations of
elements compared to other tissues. On the other side muscle had the lowest values for
the majority of elements. At Pestan the liver displayed a pronounced seasonal variation
in the accumulation of metals (Cr, Mn, Sr, Zn, and Hg), while at Beljanica it was gills
(Ba, Cu, Mo, Sr, and Zn). Canonical discriminant analysis (CDA) based on the total
contents of the elements in the tissues showed a high degree of separation of gills from

other tissues at both rivers.
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SPISAK SKRACENICA KORISCENIH U TEKSTU

AAS - atomska apsorpciona spektroskopija

AM - aerobni mezofili

AO - akridin oranz

CDA — engl. Canonical Discriminant Analysis, kanonijska diskriminantna analiza
CFU - engl. Colony Forming Unit - broj jedinica koje formiraju kolonije
DMSO - dimetil sulfoksid

DTA - dekstrozni teluritni agar

EB - etidijum bromid

EDTA - engl. EthyleneDiamineTetraacetic Acid

EMB - engl. Eosine Metilene Blue

FC - fekalni koliformi

FE - fekalne enterokoke

H - heterotrofi

HBSS - engl. Hanks Balanced Saline Solution

IBR - engl. Integrated Biomarker Response — integrisani odgovor biomarkera

ICP-OES - engl. Inductively Coupled Plasma - Optical Emission Spectrometry,
induktivno spregnuta plazma-opti¢ko emisione spektrometrija

LMP - engl. Low Melting Point

MDK - Maksimalno Dozvoljena Koncentracija
NMP - engl. Normal Melting Point

O - oligotrofi

OTM - engl. Olive tail moment

PBS - engl. Phosphate Buffered Saline Solution

PCA — engl. Principal Component Analysis



SCE - engl. Sister Chromatide Exchange — razmena sestrinkih hromatida

SCGE - engl. Single Cell Gel Electrophoresis — elektroforeza pojedina¢nih ¢elija
SRD - engl. Sum of Ranking Differences

TC - totalni koliformi

TH - aerobni heterotrofi

TI - engl. Tail Intensity — intenzitet repa komete

TL - engl. Tail Lenght — duZina repa komete
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Uvod

1. UvOD

Intenzivni procesi proizvodnje i oslobadanje velikog broja hemijskih agenasa ili
njihovih smeSa u spoljasnju sredinu, najvec¢im delom u recne tokove, dovela je do
potrebe za primenom testova koji ¢e detektovati njihov toksi¢ni i genotoksi¢ni
potencijal (Osman et al., 2012). Veoma cesto hemijski agensi, pored toksi¢nog, imaju i
genotoksi¢éni efekat, interaguju sa DNK molekulom i dovode do nastanka o$tecenja i
indukcije mutacija. Hemijski agensi uklju¢uju mnogobrojne mutagene i kancerogene
medu kojima bitno mesto zauzimaju metali (Matsumoto et al., 2006, Pruski & Dixon,
2002, Lee & Steinert, 2003, Reinecke & Reinecke, 2004), policikli¢ni aromatiéni
ugljovodonici (PAH), aromati¢ni amini, aflatoksini, citostatici (Kirkland et al., 2008,
Gaci¢ et al., 2014).

U istrazivanjima genotoksicnih efekata razlicitih supstanci koristi se veliki broj
testova koji kao modele koriste celije i ¢elijske linije razlic¢itih organizama i organizme
na razli¢itim nivoima evolutivnog razvoja (Lee & Steinert, 2003, Chaudhary et al.,
2006, Li et al., 2010, Akpoilih, 2013, Azqueta & Collins, 2013). Procena
genotoksi¢nosti moze se pratiti kako u prirodnim uslovima (in situ), tako i u
laboratorijskim uslovima (ex situ), kao i na molekularnom i hromozomskom nivou
(Boettcher et al., 2010, Gaci¢ et al., 2014).

Akvati¢ni organizmi, poput $koljki i riba, imaju sposobnost bioakumulacije
genotoksi¢nih agenasa u mekim tkivima, te se mogu koristiti kao bioindikatori u
ekogenotoksikoloskim studijama (Kolarevi¢ et al., 2013, Sunjog et al., 2014). Sudeci po
Okvirnoj direktivi o vodama (2000/60/EC) ribe predstavljaju jedan od najbitnijih
elemenata procene ekoloskog statusa vodnih tela. Medutim, u ovakvim procenama do
sada je koris¢eno samo nekoliko parametara, kao §to su kvalitativni i kvantitativni
sastav ihtiofaune i wuzrasna struktura populacije riba (Lenhardt et al., 2015).
Ukljucivanje procene genotoksi¢nosti U okviru monitoringa kod akvati¢nih organizama
je vazno sa razliCitih aspekata: sa ekoloske perspektive bitna je zastita genetickog
diverziteta u prirodnim populacijama, do ¢ijeg narusavanja moze doc¢i uvodenjem
velikog broja mutacija u genski pul; detekcija genotoksi¢nih efekata u akvati¢nim
organizmima je potrebna zbog zastite akvati¢nih organizama i prevencije ulaska

potencijalnih mutagena i kancerogena u lanac ishrane (Hauser et al., 2003).
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1.1. Testovi za detekciju DNK ostec¢enja

Najc¢eSc¢e koriS¢eni testovi za procenu osStecenja na molekulu DNK su test
hromozomskih aberacija, test razmene sestrinskih hromatida (SCE), mikronukleus test i
komet test (Slika 1.1). Zajedni¢ko za navedene testove je da se, pored koris¢enja u
okviru studije biomonitoringa za ispitivanje uticaja hazardnih agenasa, koriste i u

ekogenotoksikologiji za procenu zagadenja zivotne sredine (Andem et al., 2013).

Test razmene sestrinskih Test hromozomskih aberacija
hromatida (SCE) - +
i A '
I e 2, S =
e ARy
i o "Q PO lam' >
N, ot
3 » -
g % /",J x.\

Normalan hromozom  Hromozom sa SCE

Vecéa SCE frekvencija = veca mutagena aktivnost

Testovi za detekciju DNK oste¢enja

Komet test Mikronukleus test

Slika 1.1. Testovi za detekciju DNK ostecenja (preuzeto sa:

http://www.slideshare.net/medik.cz/ecology-practicals2 (gore levo),

http://www.slideshare.net/MerckChemicals/safety-of-lc-materials7 (gore desno))

1.1. 2. Komet test

Komet test ili test elektroforeze pojedinacnih celija (engl. Single Cell Gel
Electroforesis, SCGE), je osetljiva i brza tehnika za detekciju DNK ostecenja u
pojedinacnim celijama. Zasniva se na sposobnosti negativno naelektrisanin DNK
fragmenata da se kre¢u kroz gel (agarozu), tokom elektroforeze, ka pozitivnoj elektrodi,

pri ¢emu ostecena jedra izgledaju kao komete (Slika 1.2).



Uvod

Ostling & Johanson (1984) su prvi razvili mikro gel elektroforetsku tehniku za
detekciju DNK ostec¢enja na nivou pojedinacnih ¢elija, a Singh (1988) je modifikovao
za rad u alkalnim uslovima (pH 13), pa se pored dvolan¢anih detektuju i jednolanéani
prekidi, oksidativna ostecenja baza, alkalno labilna mesta, kao i mesta koja se
repariraju. U ovom testu, nivo ostecenja DNK se odreduje na osnovu oblika, veli¢ine i

kolicine DNK u okviru komete. Vizualizacija se vr$i fluorescentim agensima (etidijum

bromid, akridin oranz) ¢iji se intenzitet meri pomocu fluorescentnog mikroskopa.
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ksenobiotika

l

priprema
suspenzije celija
stavljanje celija
na plocice
liza celija
denaturacija
alkalna
elektroforeza

l

neutralizacija

!

bojenje

'\ vizuelizacija i

analiza kometa

Slika 1.2. Procedura komet testa

Paralelno sa nekoliko tehni¢kih i proceduralnih dostignuca u cilju poboljsanja
metode, istrazivanja su iSla i u pravcu pouzdanije kvantifikacije stepena oStecenja.
Takva kvantifikacija ukljucuje vizuelne preglede (tj. fotografski, okular mikrometrom,

ili nespecificnim analizama slika) 1 upotrebu komercijalno dostupnih programa za
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analizu slike. Specifi¢ni programski paketi olaksavaju i statisticke analize, crtanje i
dokumentaciju podataka (Kumaravel et al., 2009). Osim toga, automatizovani sistemi
obezbeduju prednost nad manuelnim, ne samo radi lakSeg koriS¢enja, ve¢ i1 zbog
odsustva subjektivnosti posmatraca.

Za procenu ostecenja DNK molekula komet testom standardno se koriste 3
parametra: duzina repa komete (TL), intenzitet repa komete (TI) i momenat repa komete
(OTM) (Cok et al., 2011, Vincent-Hubert et al., 2011, Morin et al., 2011). Tl i OTM su
ipak viSe zastupljeni parametri u proceni oSte¢enja kod riba 1 generalno u
ekogenotoksikologiji (Sharma et al., 2007, Wirzinger et al., 2007, Pandey et al., 2011).
Kumaravel 1 Jha (2006) preporucuju prikazivanje oba parametra (TI i OTM) zbog
njihovih individualnih prednosti.

Duzina repa komete smatra se nezadovoljavaju¢im parametrom pre svega §to u
slucaja kada se intenzitet repa komete povecava duzina repa ne mora, §to razli¢itom
stepenu oSte¢enja moze dati istu vrednost (Collins, 2004). Bez obzira na ovaj nedostatak
u senzitivnosti duzina repa komete se Cesto koristila kao parametar u proceni oStecenja
DNK kod riba (Pandrangi et al., 1995, Rajaguru et al., 2003, De Andrade et al., 2004,
Alink et al., 2007). OTM je proizvod dva faktora: procenta DNK u repu komete (TI) i
razdaljine izmedu intenziteta centroida (centra gravitacije) glave i1 repa duz X ose
komete. Navedena razdaljina umnogome zavisi od algoritama koji definiSu centar
gravitacije, a koji opet zavise od koris¢enog softverskog paketa. lako se OTM izdvaja
kao statisticki znaCajniji parametar (Kumaravel & Jha, 2006), poredenja rezultata
1izmedu laboratorija su Cesto teSka za ovaj parametar (Rosenberger et al., 2011). Imajuci
ovo u vidu, TI se ipak preporuCuje kao parametar za inter-laboratorijsko poredenje
rezultata, najviSe zbog svoje relativnosti (Speit & Hartmann et al., 1999, Burlinson et
al., 2007, Collins et al., 2008).

SRD (engl. Sum of Ranking Differences) analiza omogucava procenu Sirokog
spektra metoda pretezno u analitickim i hemijskim studijama (Heberger, 2010,
Heberger & Kollar-Hunek, 2011, Djakovic-Sekulic et al., 2011, Rocha et al., 2011,
Balogh et al., 2012). Kako je SRD potpuno generalna metoda, predstavlja pogodan
metod za istrazivanje koji od ponudenih parametara je najpouzdaniji za predstavljanje
oSte¢enja DNK molekula. SRD odgovara principu parsinometrije; obezbeduje lak na¢in

za rangiranje (npr. tehnike, modeli i metode) u jedinstven normalan raspored (Héberger,
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2010). Metod na osnovu rangiranja je neparametrijski. SRD vrednosti mogu se Koristiti
za poredenje podataka koji poticu od normalne i ne normalne distribucije (Héberger,
2011). Vrednosti van opsega ne utiCu bitno na rangiranje, tako da nema potrebe za
distributivne pretpostavke. SRD metoda kao i druge studije procene parametra, izdvojile
su Tl i OTM kao najpouzdanije za procenu ostecenja DNK (Sunjog et al., 2013,
Héberger et al., 2014, Rosenberger et al., 2011).

Ostecenje DNK molekula komet testom moze se detektovati na svim celijama
koje poseduju jedro ukljuc¢ujuéi ¢elije u kulturi, krvne Celije Zivotinja i ljudi, suspenzije
¢elija dobijenih iz mekih tkiva, ¢elije hemolimfe mekuSaca i insekata, biljne Celije.
Modifikacijom metode kori§¢enjem endonukleaza, test postaje specifi¢niji i senzitivniji,
jer enzim uvodi prekide na mestima modifikacija DNK baza (oksidovani purini i
pirimidini, dimeri pirimidina, alkilovane baze), pa se i ti fragmenti mogu detektovati
kao ostecenja (Collins et al., 1993, Aniagu et al., 2006, Azqueta & Collins 2013). Zbog
svoje  jednostavnosti, visoke osetljivosti 1  ekonomicnosti  veliki  broj
ekogenotoksikoloskih studija baziran je na komet testu (De Andrade et al., 2004,
Gustavino et al., 2005, Pandey et al., 2006, Frenzilli et al., 2009, Kolarevi¢ et al., 2013,
Sunjog et al., 2014, Vukovi¢-Gaci¢ et al., 2014, Gacic et al., 2014).

1.2. Procena kvaliteta vodenih ekosistema

Kvalitet vodenih ekosistema moZe se procenjivati preko fizi¢kih, hemijskih 1
bioloskih parametara. Biomonitoring se ¢esto svodi na merenje fizickih i hemijskih
parametara. Medutim, koncentracije koje su odredene za grani¢ne vrednosti ovih
polutanata se odnose na toksi¢ne vrednosti i obi¢no se ne uzima u obzir rizik od
hroni¢nog izlaganja niZim koncentracijama, odnosno kompleksnoj smesi ovih supstanci,
koje potencijalno mogu proizvesti genotoksi¢ni efekat (Ohe et al., 2004). Bioloski
parametri, naspram fizicko-hemijskih, integriSu informacije tokom duzeg vremenskog

perioda i bolje opisuju uslove vodenih ekosistema (Uherek & Pinto, 2014).
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1.2.1. Mikroorganizmi kao bioindikatori kvaliteta vode

MikrobioloSka kontaminacija je vazan problem koji uti¢e na kvalitet svih
povrsinskih voda. Za procenu kvaliteta voda koristimo indikatorske organizme,
naj¢eSée za procenu nivoa fekalnog zagadenja: ukupne koliformne bakterije, fekalne
koliformne bakterije, fekalne enterokoke. Ove grupe bakterija su indirektni pokazatelji
stanja kvaliteta vode jer ukazuju na prisustvo patogenih bakterija, odnosno pojavu
fekalnog zagadenja (Tallon et al., 2005). Takode se pored ovih bioindikatora mogu
koristiti 1 bioindikatori za procenu sadrzaja organskog materijala poreklom iz
poljoprivrede, industrije itd. Ovaj cilj se postize pracenjem tri grupe bakterija: totalnih
heterotrofa, aerobnih heterotrofa i oligotrofa. Navedeni bioindikatorski organizmi se
koriste za procenu ekolo$kog statusa reka (Sluzbeni glasnik RS, 74/2011).

Sto se tice parametara koji ukazuju na kvalitet vode sa sanitarnog aspekta,
korisno je raspolagati ovim podacima jer nam oni ukazuju da li su neki recipijentni
vodotoci u kontaktu sa fekalnim materijama i u kojoj meri, da li se radi o prolaznom ili
permanentnom zagadenju kao i1 o izvoru zagadenja.

Ukupni koliformi predstavljaju heterogenu grupu bakterija po poreklu tj. mogu
biti poreklom od fekalnog zagadenja, obzirom da predstavljaju normalnu floru
gastrointestinalnog trakta ljudi i zivotinja, kao 1 poreklom iz prirodne sredine, najcesce
zemljiste (Le Chevallier, 1990, Camperet et al., 1991, Szewzyket al., 1994,). Ukupni
koliformi se Kklasi¢éno definisu kao sve fakultativno anaerobne, gramnegativne,
nesporulisuce, oksidaza negativne, stapicaste bakterije koje fermentisu laktozu uz
produkciju gasa tokom 48 h na 35°C ili kao ¢lanovi familije enterobakterija koje
poseduju enzim B-galaktozidazu (APHA, 1998). Ukljucuju vrstu Escherichia coli i
srodne vrste, koje normalno obitavaju u debelom crevu, kao §to su vrste rodova
Citrobacter, Enterobacter i Klebsiella. Izlu¢uju se fekalijama iz organizma, dospevaju u
komunalne otpadne vode, a preko otpadnih voda i u prirodne vode. Ukoliko fekalije
poticu iz obolelog coveka ili zivotinje, u njima ¢e biti prisutne i patogene bakterije, koje
uzrokuju crevne infekcije i druga oboljenja.

Fekalni ili termotolerantni koliformi mogu da se izoluju na 44°C i pored enzima
B-D galaktozidaze poseduju i enzim B-D glukoronidazu. Termotolerantni koliformi

obuhvataju vrste rodova Klebsiella, Citrobacter, Entrobacter, Escherichia. Analizom
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humanog i animalnog fecesa je pokazano da je udeo vrste E. coli oko 94 — 97 %, $to je
izdvaja kao najpouzdaniju vrstu za procenu fekalnog zagadenja (Tallon et al., 2005).
Smatra se da nalaz termotolerantnih fekalnih koliforma ukazuje sa sigurno$éu na
nedavna fekalna zagadenja sredine, zbog njihove nemogucnosti duzeg opstanka u vodi.

Fekalne enterokoke su grampozitivne fakultativno anaerobne bakterije koje ne
formiraju spore i otporne su na visoke koncentracije zucnih soli, natrijum azida 1
telurita. Prisustvo fekalnih enterokoka (glavni predstavnici - Enterococcus faecalis i
Enterococcus faecium) takode ukazuje na prisustvo fekalnog zagadenja. lako su u
poredenju po brojnosti u fecesu ljudi malobrojnije od fekalnih koliforma, Enterococcus
u vodi prezivljava duze i smatra se boljim indikatorom prisustva fekalne kontaminacije
vode u odnosu na fekalne koliformne bakterije (Tallon et al., 2005). Pored E. coli,
intestinalne enterokoke predstavljaju najbolje indikatore sanitarnog rizika voda (Edberg
et al., 2000, Kay et al., 2004).

Aerobne mezofilne bakterije su grupa takode potencijalnih patogena, koje se
rade u okviru analize vode za pice (Sluzbeni list SRJ, 42/98 i 44/99).

Ekoloski aspekt ispitivanja statusa voda ukazuje pre svega na optereéenost voda
organskim jedinjenjima i sposobnost autopurifikacije tih voda. Pored broja oligotrofa i
heterotrofa, koji pokazuju opterecenost vode organskim materijalom, moze se izvesti i
indeks odnosa oligotrofa i heterotrofa (O/H), koji ako je preko 1 ukazuje na
zadovoljavajuci status samopreciS¢avanja reke, a ako je preko 10 ukazuje na dobru

sposobnost samopreciS$¢avanja (Sluzbeni glasnik RS, 74/2011).

1.2.1.1. Integrisani odgovor biomarkera (IBR)

Integrisani odgovor biomarkera (engl. ,,Integrated biomarker responce®, IBR)
je metoda koja kombinuje odgovore biomarkera u generalni “stres indeks” i samim tim
pokazuje njihov zajednicki uticaj i olakSava njihovu interpretaciju. Baterija biomarkera
se Cesto koristi u proceni efekata hemijske kontaminacije i1 detekcije odgovora na
sredinski stres. IBR se izrazava preko poligonalnih polja, koja se predstavljaju kao
povrsine dobijene od razlicitih IBR vrednosti za dati biomarker/parametar, i preko kojih

se mogu porediti lokacije i/ili meseci uzorkovanja.



Uvod

Mikrobioloski bioindikatori su c¢esto koriséeni pokazatelji stanja vode pod
uticajem polutanata i opsteg sredinskog stresa vodenih ekosistema. IBR metodom se u
ovom slucaju integrisu odgovori mikrobioloskih bioindikatora, sa ciljem boljeg
sagledavanja uzajamnog odnosa mikrobioloskih indikatora tokom sezona uzorkovanja.
Treba naglasiti da iako se IBR u dosadasnjim radovima koristio za analizu zajedni¢kog
uticaja biomarkera (Beliaeff & Burgeot, 2002, Damiens et al., 2007) u ovom slucaju se

koristi za analizu bioindikatora.

1.2.2. Ribe kao bioindikatori kvaliteta vode

Svest o potencijalnim opasnostima zagadujuc¢ih materija u vodenoj sredini je
podstakla veliko interesovanje o koriS¢enju riba kao bioindikatora (Obiakor et al.,
2012). Ribe su veoma senzitivni bioindiakatori promene kvaliteta voda i mogu ukazati
na potencijalne opasnosti hemijskih agenasa koji u sve ve¢em broju i obimu neprekidno
dospevaju u povrsinske vode (Al-Sabti et al., 1995). Kako ribe imaju slican odgovor na
mutagene suspstance kao i visi organizmi, tj. brz odgovor na niske koncentracije
mutagena (Obiakor, 2012), rezultati dobijeni u ovim studijama mogu biti od velike
koristi za procenu genotoksi¢nosti za coveka.

Procena oSte¢enja DNK se moze izvesti u laboratorijskim uslovima, odnosno,
izlaganjem riba bilo pojedinaénim genotoksi¢nim agenasima ili kompleksnim sme$ama.
Mnogo realnija procena se ipak dobija na jedinkama u prirodnim uslovima iz zagadenog
okruzenja u poredenju sa jedinkama iste vrste poreklom sa referentnog lokaliteta (De
Floraetal., 1993).

Ribe su blisko vezane za uvodenje komet testa u ekogenotoksikologiju jer su
bile medu prvim animalnim modelima na kojima se, radi procene genotoksicnosti vode,
radila ova metoda (Pandrangi et al. 1995, Sunjog et al., 2012, 2014, de Lapuente et al.,
2015). Kako se u komet testu generalno mogu koristiti skoro svi tipovi eukariotskih
¢elija pa se i1 kod riba u dosadaSnjim istrazivanjima koristilo viSe tkiva i celija za
procenu oste¢enja DNK molekula. Veliki broj istraZivanja je pokazao da DNK oSte¢enje
moze biti tkivno i ¢elijski specifi¢cno (Abd-Allah et al., 1999, Cotelle & Férard, 1999,
Vincent-Hubert et al., 2011, Sunjog et al., 2014, de Lapuente et al., 2015). Studije

procene genotoksicnosti radene su najcesce na eritrocitima, jetri i Skrgama, in vivo i in
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vitro (Cotelle & Ferard, 1999). Krv je bez sumnje najcesce koris¢eno tkivo u komet
testu na ribama, pre svega zbog lakog uzorkovanja kao i zbog ve¢ dostupne celijske
suspenzije. Uprkos tome i druga tkiva kao $to su jetra, Skrge, bubrezi i creva su ¢esto
koriS¢ena (Cotelle & Ferard, 1999, de Lapuente et al., 2015).

Medutim, uprkos vise od 300 publikovanih radova u kojima je koris¢en komet
test za detekciju DNK oS$tec¢enja u razlicitim ¢elijama riba (de Lapuente et al., 2015), jos
uvek nema standardizovanog protokola, Sto uveliko otezava poredenje rezultata izmedu

laboratorija.

1.3. Akumulacija metala u ribama

Zagadenje akvati¢nih sistema metalima globalni je problem zbog njihove
perzistentnosti, toksi¢nosti i potencijala za akumulaciju (MacFarlane & Burchett, 2000,
Censi et al., 2006). Studije analiza metala u rekama, jezerima, ribama i sedimentu
(Ozmen et al., 2004, Begim et al., 2005, Fernandes et al., 2008, Oztiirk et al., 2008,
Pote et al., 2008, Praveena et al., 2008) u centru su paznje poslednjih decenija, pri cemu
se kontaminacija sredine metalima povecava iz godine u godinu (Majer et al., 2002).
Samim tim su i analize citotoksi¢nosti metala dobile posebnu paznju uzimajuci u obzir
njihovu mutagenost i potencijal da produkuju tumore u eksperimentalnim organizmima
kao i ljudima koji su njima izlozeni (Garcia-Rodriguez et al., 2001).

Ribe se smatraju za jedne od znacajnijih indikatora za procenu nivoa metala u
slatkovodnim sistemima (Rashed, 2001), obi¢no jer su u vrhu lanca ishrane sa
moguéno$cu akumulacije visokih koncentracija pojedinih metala (Yilmaz et al., 2007).
Teske metale mogu uneti putem hrane ili apsorbovati preko Skrga i koze (Skori¢ et al.,
2012). Nakon apsorpcije metali pokazuju tkivno specificnu akumulaciju (Visnji¢-Jefti¢
et al. 2010, Jari¢ et al., 2011, Lenhardt et al., 2015). Tako bakar pokazuje afinitet za
jetru, dok se cink koncentruje u gonadama jer u njima ima vaznu metabolicku ulogu.
Kadmijum se primarno akumulira u bubrezima 1 jetri, ali moZe dosti¢i i znacajne
koncentracije u Skrgama, crevima 1 slezini. Jetra generalno akumulira visoke
koncentracije metala, koje su ¢esto u proporciji sa koncentracijama u vodi, i Smatra se
dobrim biomarkerom zagadenja vode. lako miSi¢i tipicno akumuliraju niske i1 Cesto

minimalne koncentracije elemenata, oni Cesto predstavljaju glavni fokus toksikoloskih



Uvod

istrazivanja, kako su oni glavni deo ribe koji se koristi u ishrani ljudi (Karadede & Unli,
2000, Dalman et al., 2006). Pored nabrojanih tkiva cesto se kao biomarkeri za
akumulaciju metala koriste i zeludac, creva, slezina, gonade i mozak (Rashed, 2001,
Jari¢ et al., 2011, Jovici¢ et al., 2015).

1.3.1. Maksimalno dozvoljene koncentracije

U proceni rizika po ljudsko zdravlje posebna paznja se posvecuje komercijalnim
i jestivim vrstama (Begiim et al., 2005). Zakonom je bilo potrebno regulisati i ustanoviti
tzv. maksimalnu dozvoljenu koncentraciju (MDK), koja predstavlja maksimalnu
dozvoljenu koncentraciju pojedinacne zagadujuce materije ili grupe zagadujucih
materija u medijumima zivotne sredine, kao i u hrani. Nacionalna regulativa Republike
Srbije (Sluzbeni glasnik RS, 28/2011) je uskladena sa medunarodnom regulativom oko
dozvoljenih koncentracija pojedinih metala kao sto su Cd, Hg i Pb (Official Journal of

the European Communities 2001) u mesu (misicu) ribe.

1.3.2. Esencijalni elementi

Elementi kao S$to su kobalt, bakar, hrom, gvozde, magnezijum, mangan,
molibden, selen i cink predstavljaju grupu esencijalnih metala neophodnih za pravilno
odvijanje mnogih biohemijskih 1 fizioloskih funkcija, kao komponente mnogih klju¢nih
enzima. Bakar je kofaktor za nekoliko oksidativnih enzima ukljucujuéi katalaze,
suproksid dismutaze, citohrom c¢ oksidaze, itd. Treba imati u vidu da i esencijalni metali
u odredenim koncentracijama mogu imati toksican efekat za neke metale, kao §to su
hrom 1 bakar, jako je tanka granica izmedu koncentracija potrebnih za normalno

odvijanje biohemijskih procesa i njihovog toksi¢nog dejstva (Tchounwou et al., 2012).

1.3.3. Neesencijalni elementi

Elementi kao $§to su aluminijum, arsen, barijum, kadmijum, olovo, litijum, Ziva,
nikl, stroncijum i drugi nemaju bioloski odredene funkcije i smatraju se neesencijalnim
elementima (Tchounwou et al., 2012). Iz navedene grupe izdvajaju se arsen, kadmijum,

hrom, olovo 1 ziva, koji vaze za toksi¢ne, mutagene 1 kancerogene agense. Mnoge
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studije su pokazale da proizvodnja reaktivnih vrsta kiseonika (engl. Reactive Oxygen
Species, ROS) i oksidativni stres igraju kljuénu ulogu u toksi¢nosti i kancerogenosti
metala kao Sto su arsen (Tchounwou et al., 2004, Yedjou & Tchounwou, 2007),
kadmijum (Tchounwou et al., 2001), hrom (Patlolla & Tchounwou, 2006), olovo
(Yedjou & Tchounwou, 2008) i ziva (Bernhoft et al., 2012). Zbog visokog stepena
toksicnosti, ovih pet elemenata rangirani su medu prioritetnim metalima koji su od
velikog znacaja za javno zdravlje. Spadaju u takozvane sistematske toksikante koji
mogu dovesti do visestrukog ostec¢enja organa, ¢ak i na nizim nivoima izlozenosti.
Prema podacima Agencije SAD za zastitu zivotne sredine (US, EPA) i Medunarodne
agencije za istrazivanje raka (IARC), ovi metali se takode klasifikuju kao "poznati* ili
"verovatni" ljudski kancerogeni na osnovu epidemioloskih i eksperimentalnih studija
koje pokazuju vezu izmedu izlozenosti i ucestalosti pojave kancera kod ljudi i zivotinja
(Tchounwou, 2012).

Arsen (As) se u prirodi moze nac¢i u neogranskom i organskom obliku. Najées¢i
neogranski oblici arsena su trovalentni meta arseniti i petovalentni arsenati. U
povrSinskim vodama arsen se nalazi u obliku As (5+) dok se u anaerobnijim uslovima
nalazi u formi As (3+), obliku koji je vise toksi¢an. As moze dovesti do indukcije
oste¢enja DNK u multiplim test sistemima kako in vivo tako i in vitro (Chang, 1987,
Dong & Luo, 1994, Kato et al., 1994, Hartmann & Speit, 1994, Basu et al., 2001). Ima
dokaza da indukuje pojavu jednolan¢anih prekida (Dong & Luo, 1994), inhibiciju
sinteze DNK (Chang, 1987) kao i inhibiciju reparacije DNK (Hartmann & Speit, 1994).
Pokazano je da kod riba izaziva histopatoloSke promene na jetri, Zu¢noj kesi 1
bubrezima (Pedlar et al. 2002, Roy & Bhattacharya, 2006).

Kadmijum (Cd) se u prirodi nalazi kao prirodni ¢inilac sedimenta.
Remobilizacijom iz sedimenta pod uticajem razli¢itih hemijskih i bioloskih faktora
dolazi do njegove disperzije u okolinu (Wang et al., 2010). Njegovo mutageno,
kancerogeno 1 citotoksicno dejstvo je intenzivno istrazivano na mnogim bioloSkim
modelima, najvise na sisarima (Bruce & Heddle, 1979, Felten, 1978, Degraeve, 1981).
Genotoksicnost Cd je pokazana u viSe studija na ribama, preko povecane incidence
mikronukleusa u eritrocitima u tretmanu (Chandra & Khuda-Bukhsh, 2004, Mahrous et
al., 2015).
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Hrom (Cr) je prirodno prisutan element u zemljinoj kori. Najcesce se javlja u
dva oksidativna stanja Cr (III) i koja su veoma razliita u naelektrisanju, fizicko-
hemijskim osobinama, kao i u hemijskoj i biohemijskoj reaktivnosti. Oblik Cr (111)
esencijalan je za funkcionisanje Zzivih organizama i ograni¢ava nepovoljne ecfekte
metabolizma glukoze i lipida (Goyer, 2001). Najces¢e se otpusta u heksvalentnom
stanju, Cr (V1), kao toksic¢ni industrijski polutanat, klasifikovan kao humani kancerogen
(IARC, 1990, U.S. EPA, 1992, ATSDR, 2012). Studije sa Cr (VI) su pokazale
citotoksi¢nost kao i sposobost indukcije prekida i fragmentacije DNK molekula kod
pacova (Patlolla et al., 2009). Takode je pokazana i mogucnost hroma da indukuje
biohemijske, genotoksic¢ne i histopatoloske promene na jetri i bubrezima riba (Velma &
Tchounwou, 2010).

Olovo (Pb) je prirodno prisutan element u malim koli¢inama u zemljinoj kori.
Jedan od glavnih mehanizama preko kojih Pb ispoljava svoje toksi¢no dejstvo je
njegova interakcija sa mnogim proteinima i enzimima, koje dovode do inhibicije
biohemijskih procesa (ATSDR, 1999). Takode je pokazano da svoje toksi¢no dejstvo
najcesce ispoljava preko formacije ROS-ova (Hermes-Lima et al., 1991). Izlaganje
olovu dovodi do indukcije mutageneze i razmene sestrinskih hromatida. In vitro i in
vivo studije su ukazale da indukuje ostecenje DNK molekula indirektno kroz inhibiciju
DNK sinteze i reparacije, oksidativhog stresa i interakcije sa DNK-vezujuc¢im
proteinima, kao i tumor supresornim genima (Tchounwou et al., 2012). Eksperimentalne
studije su ukazale na potencijalnu kancerogenost gde je tretmanom kod pacova dovodio
do pojave tumora (Waalkes et al., 1995). Kod riba je uocena pojava inhibicije
sprematogeneze (Yamaguchi et al., 2007) i promene na eritrocitima (Oliveira Ribeiro et
al., 2006). Takode su histopatoloskim analizama potvrdene promena na jetri i bubrezima
riba pot uticajem Pb (Rabitto et al., 2005).

Ziva (Hg) se u prirodi nalazi u tri forme, kao metalni element (elementarna Ziva,
Hg®), u neorganskom obliku u vidu soli (Hg!*, Hg?") i organskom obliku (metil-Ziva,
etil-ziva, fenil-ziva), gde svaki od oblika poseduje jedinstven profil toksi¢nosti
(Clarkson et al., 2003). Metil-ziva je najcesc¢i organski oblik koji se nalazi u prirodi, i
nastaje kao rezultat metilacije mikroorganizama u vodi i zemljistu (Dopp et al., 2004).
Veza izmedu izlaganja zivi i kancerogeneze je veoma kontraverzna. Naime, neke studije

su pokazale njen genotoksi¢ni potencijal, dok neke nisu nasle vezu izmedu izlozenosti
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Zivi i ostecenju DNK molekula (Crespo-Lopez et al., 2009). U studijama u kojima se
implicira uloga zive kao genotoksi¢nog agensa, oksidativni stres se navodi kao glavni
mehanizam oste¢enja DNK molekula u ¢elijama, direktno ili preko interakcije ROS-ova
sa proteinima ukljuc¢enim u DNK reparaciju, deobno vreteno i segregaciju hromozoma
(Valko et al., 2006). Istrazivanja toksicnosti zive na ribama su pokazala histopatoloska
ostecenja na jetri, skrgama i gastrointestinalnom tkivu (Giari et al. 2008).

1.3.4. Detekcija metala i elemenata u tragovima

Dve najznacajnije tehnike za analizu metala i elemenata u tragovima su atomska
apsorpciona spektroskopija (AAS) i induktivno spregnuta plazma-opticko emisiona
spektrometrija (ICP-OES). Obe metode imaju svoje prednosti i mane, sa tim da je ICP-
OES ima bolje limite detekcije i kako obezbeduje mnogo brze procesovanje uzoraka
favorit je u ekotoksikoloskim studijama koje su Cesto bazirane na analizi velikog broja
uzoraka (Lenhardt et al., 2015).

Kod ICP-OES metode uzorak se uvodi u izvor plazme gde isparava i razgraduje
se na slobodne atome i jone, pri ¢emu se dodatna energija trosi u cilju pobudivanja
slobodnih atoma 1 jona u visoko energetska stanja. Pobudena stanja su nestabilna tako
da atom ili atomski jon gubi energiju, bilo preko sudara (termalna razmena energije) sa
drugim cCesticama sistema ili uz pomo¢ energetskog prelaza na nize energetske nivoe
(radijativna razmena energije). Svaki od prisutnih elemenata u plazmi se karakteriSe
talasnom duzinom emisione linije. Detekcija zraenja odredene talasne duzine se
primenjuje za kvalitativnu analizu, a izmereni intenzitet se koristi za kvantitativnu

analizu uzorka (Velimirovi¢, 2013).

1.4. Klen (Squalius cephalus L.)

Klen (Familia: Cyprinidae, Squalius cephalus (Linnaeus, 1758)) (Slika 1.3.) je
vrsta koja je Siroko rasprostranjena u Evropi u slatkim i brakticnim vodama. Ima je u
malim rekama kao i u ve¢im tokovima i jezerima. Klen se mresti od aprila do juna
(Podrug & Raspor, 2009). Juvenilni primerci se hrane pretezno fitoplanktonom i

zooplanktonom, dok se adultne jedinke hrane pretezno ribom (Unver & Erkakan, 2011,
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www.fishbase.org). Naseljava i ¢iste i zagadene vode pa tako nudi mogu¢nost poredenja

razligitih vodenih tokova.

Zbog svoje dostupnosti i senzitivnosti koris¢ena je u biomonitoringu voda u
Evropi i proceni zagadenja preko razli¢itih ¢elijskih i molekularnih biomarkera (Devaux
et al.1998, Larno et al. 2001, Winter et al. 2004, 2005, Dragunet et al. 2007, Krca et al.
2007, Pavlica et al., 2011, Sunjog et al. 2014). U okviru ovih studija naj¢es$¢e su radene
procene genotoksi¢nosti na eritrocitima klena in vivo i in vitro (Devaux et al.1998,
Larno et al. 2001, Winter et al. 2004, 2005, Pavlica et al., 2011, Sunjog et al. 2014).

1.5. Podrug¢je istrazivanja

Kao kontrolni lokalitet je izabrana akumulacija Zlatar koja je nastala
pregradivanjem reke Uvac. Zlatarsko jezero lezi na prostorima koji su izgradeni od
trijaskih 1 jurskih tvorevina, a u manjoj meri i od miocenskih jezerskih sedimenata
(Ciri¢ et al., 1977, Ciri¢, 1977). Takode, najveéi deo drenaznog sistema reke Uvac je na
tim tvorevinama. Jurskim tvorevinama pripada dijabaz-roznacka formacija kao melanz
koji je u petroloskom smislu izgraden od glinaca i pescara sa olistolitima laporovitih
kre¢njaka sa roznacima, roznaca, dijabaza, spilita i gabrova. Trijas je u najvecoj meri
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izgraden od razlicitih vrsta krec¢njaka pored kojih su prisutni glinci i laporci. Deo
drenaznog sistema zahvata i near$¢lanjeni permo-trijas koji je od konglomerata i
pescara. Visoki sadrzaji hroma i nikla u savremenim sedimentima reke Uvac, a time i
Zlatarskog jezera, vezani su za prinos materijala sa bazi¢nih magmatskih stena (spiliti,
dijabazi i gabrovi) iz dijabaz-roznacke formacije.

Akumulacija Garasi je vestacka akumulacija koja se koristi kao vodozahvat, pa
je samim tim ograni¢en antropogeni uticaj. Savremeni sedimenti u vestackom jezeru
Garasi hrane se sa tri geoloska kompleksa. To su granitoid Bukulje, termokontaktno
izmenjene sedimentne stene gornje krede (filiti, sitnozrni gnajsevi, muskovit-biotitski
skriljci 1 mermeri) i miocenski sedimenti Belanovickog jezerskog basena (Filipovi¢ et
al., 1971a, Filipovi¢ et al., 1971b). Svaki od ovih kompleksa ima svoju petrologiju i
svoj geohemijski zapis. Geohemijske osobenosti granitoida i metamorfita se mogu
smatrati relativno jednostavnim jer ih odreduje mineralogija dominatnih stena, a to su
graniti i filiti. Geohemija jezerskih sedimenata Belanovickog basena je sloZenija jer je
odreduju najmladi klasti¢ni sedimenti miocena koji su nastali prinosom materijala sa
mnogo Sireg prostora. Geoloski resursi sa kojih su hranjeni ovi sedimenti su pored
granitoida i metamorfita Bukulje i sedimenti krede kao i veoma slozen vulkanski
kompleks planine Rudnik.

Pestan 1 Beljanica su desne pritoke reke Kolubare. Obe reke su pored vec
postojeceg uticaja komunalnih voda i spiranja sa obradivih povrSina i pod intenzivnim
uticajem rudarskog basena “Kolubara”. Geoloski resursi sa kojih se hrane PeStan i
Beljanica su petroloski dosta heterogeni. Desna obala je od pliocenskih i starije
kvartarnih naslaga. Leva obala mnogo kompleksnija. Tu su otkrivene paleozojske stene,
miocenski sedimenti, kiseli vulkaniti kao i miocenski granitoid Brajkovca (Filipovi¢ et
al., 1976, Filipovi¢c & Rodin, 1976). Dakle, aluvijoni ovih reka su odredeni upravo
ovakvim petroloskim sastavom, odnosno stepenom meSanja razli¢itog petroloSkog
materijala, a sedimenti u aluvijonu su njhova rezultanta. Obzirom da su ispitivani
sedimenti uzeti iz donjeg dela aluvijona na njemu je i snazan uticaj Kolubare kao reke.
Poviseni sadrzaj nikla i hroma na ovom podrucju je posledica prinosa materijala sa
krednih klastiénih stena, a koje su dobrim delom hranjene sa ultrabazi¢nih stena.

Ultrabaziti su primarni nosioci upravo hroma, nikla i kobalta.
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1.6. Mikrobioloska procena akumulacija, Zlatar (Uvac) i Garasi i reka, Pestan i
Beljanica, sa ekogenotoksikoloSkim analizama na tkivima klena

Procena ekoloskog statusa povrSinskih voda odredivala se na dve akumulacije,
Garasi 1 Zlatar (Uvac), i dve reke, Pestan i Beljanica tokom 2011/2012 godine. Posto je
akumulacija Zlatar (Uvac) za$ti¢eno prirodno dobro jedinke klena sa ovog lokaliteta su
koris¢ene kao kontrolna populacija.

Procena kvaliteta vode odredena je na osnovu fizicko-hemijskih i
mikrobioloskih parametara. Analizirano je 7 grupa mikroorganizama: ukupni koliformi,
fekalni koliformi, fekalne enterokoke, aerobni mezofili, aerobni heterotrofi, heterotrofi i
oligotrofi. Poreklo zagadenja se dobija na osnovu odnosa fekalnih koliforma i fekalnih
enterokoka F/E. Status samoprecis¢avanja dobijen je iz odnosa heterotrofa i oligotrofa
O/H. Integrisani odgovor biomarkera (IBR) je koris¢en kao pokazatelj odnosa razlicitih
grupa mikroorganizama tokom visemese¢nog monitoringa.

Procena genotoksi¢nosti povrsinskih voda preko detekcije oste¢enja DNK
molekula radena je alkalnim komet testom u krvi, jetri i Skrgama jedinki klena.
Rangiranje parametara za procenu oSte¢enja, DNK intenziteta repa komete (TI) 1 ,,
Olive tail moment” (OTM), uradeno je metodom ,, SRD - sum of ranking differences”.

Paralelno sa komet testom, u jetri i $krgama, pratila se i koncentracija metala i
metaloida uz pomo¢ induktivno spregnute plazme — opticko emisione spektrometrije
(ICP - OES). Analiza metala i metaloida istom metodom je uradena i u miSi¢ima i

gonadama.
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2. CILJEVI

Ribe su Cesto koris¢eni model-organizmi u ekogenotoksikoloskim procenama
zagadenja vodenih ekosistema, pre svega zbog osetljivosti prema niskim
koncentracijama mutagena, tako i zbog sposobnosti akumulacije teSkih metala i
metaloida u tkivima. Kako predstavljaju bitnu kariku u lancima ishrane u prirodi, kao i
zbog uloge u ljudskoj ishrani, nezaobilazan su deo ekoloSkog monitoringa.

Procena ekoloSkog statusa povrSinskih voda, dve akumulacije, Garasi i Zlatar

(Uvac) i dve reke, Pestan i Beljanica ukljucila je:

Procenu kvaliteta vode sa fizicko-hemijskog i mikrobioloskog aspekta.

e Analizu mikrobioloskih parametara metodom odgovora integrisanih biomarkera

(IBR).

e Detekciju ostecenja DNK molekula alkalnim komet testom na Celijama krvi,

jetre i $krga kod klena.

e Rangiranje parametara za procenu oste¢enja DNK molekula SRD metodom.

e Korelaciju izmedu nivoa oSteCenja DNK molekula, fizicko — hemijskih i

mikrobioloSkih parametara.

e (QOdredivanje koncentacije metala i metaloida u jetri, $krgama, misi¢u i gonadama

klena.

e Korelaciju izmedu nivoa osteCenja DNK molekula i koncentracije metala i

metaloida u tkivima.

e Uporednu analizu ispitivanih lokaliteta na osnovu genotoksi¢nosti i

koncentracije metala i metaloida u tkivima.

17



MATERIJAL | METODE



Materijal i metode

3. MATERIJAL | METODE

3.1. Ispitivana podrudja

3.1.1. Uvac, Zlatarsko jezero

Specijalni rezervat prirode “Uvac” obuhvata podrucje doline reke Uvac i delove
dolina njenih pritoka. Uvac raspolaze znacajnim hidroenergetskim potencijalom, pa su
na njegovom toku izgradene tri hidroelektrane zbog kojih su stvorena tri vestacka
jezera: ,Uvac“ (Sjenicko jezero), ,Zlatar* (jezero Kokin Brod) i ,,Radoinja“
(Radoinjsko Jezero).

Deo Klisure reke Uvac prvi put je zasticen 1971. godine kao Specijalni rezervat
prirode sa povrsinom od 267 ha. 1995. godine zastita je prosirena na povrsinu od 2,717
ha, dok je ,,Uredbom o izmenama i dopunama Uredbe o zastiti Specijalnog rezervata
prirode ,,Uvac” (Sluzbeni glasnik RS, 25/06), odredena zastitha zona c¢ime su u
zasticeno prirodno dobro ukljucene sve vode sliva Uvca uzvodno od profila brane
akumulacije ,,Radoinja” pa je rezervat prosiren na sadasnjih 7,543 ha. Glavni razlozi za
izmenu Uredbe su obezbedenje integralne zastite podrucja, koje predstavlja jedinstvenu
prirodnu i funkcionalnu celinu, kao i dizanje na visi stepen organizacije upravljanja
ovim zasticenim prirodnim dobrom. Zasticeno podruc¢je odlikuje se visokom stopom
biodiverziteta, uz istaknuto prisustvo retkih i ugrozenih vrsta od nacionalnog i
medunarodnog znacaja. Pored toga s$to predstavlja vaznu komponentu opsteg
diverziteta, ihtiofauna ovog podru¢ja je istovremeno i znacajan prirodni resurs
(Ekoloska 1 ribarstvena istrazivanja voda na podru¢ju Specijalnog rezervata prirode
,wuvac®, 2008, www.uvac.org.rs).

Zlatarsko jezero je nastalo izgradnjom hidroelektrane ,,Kokin Brod“, koja je
pocela sa radom 1962. godine (Slika 3.1) . Nadmorska visina jezera je 880 metara.
Prose¢an godisnji doticaj Uvca je 12, 45 m®/s, a povrsina sliva jezera je 1057 km?. U
basenu jezera akumulirano je 250 miliona kubnih metara vode. Povrsina Zlatarskog
jezera je 7, 25 km?, a maksimalna dubina dostize 75 metara. Tokom godine amplituda
vodostaja moze dosti¢i do 45 m (Ekoloska i ribarstvena istrazivanja voda na podruc¢ju

Specijalnog rezervata prirode ,,Uvac®, 2008).
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Slika 3.1. Zlatarsko jezero sa hidroelektranom ,,Kokin Brod* (preuzeto sa sajta http://www.dlhe.rs)

Riblje naselje koje se danas sre¢e u akumulaciji je nastalo uglavnom na bazi
vrsta koje su ishodno naseljavale reku Uvac gde je akumulacija i napravljena, a
viSekratnim poribljavanjima u jezero su uneti zlatov€ica, Saran, babuSka, smud i
suncica. Unete vrste su se dobro prilagodile u akumulaciji. U tabelama ispod se daje
pregled ribljih vrsta koje naseljavaju akumulaciju sa naznakom koje vrste su
introdukovane, a koje su autohtone (Tabela 3.1), kao i kvalitativan i kvantitativan sastav
riba u uzorku (Tabela 3.2) (podaci za Tabelu 3.1 i 3.2 su preuzete iz izve$taja projekta:

Ekoloska 1 ribarstvena istrazivanja voda na podrucju Specijalnog rezervata prirode

,Uvac®, 2008).

Tabela 3.1. Pregled ribljih vrsta u akumulaciji Zlatar, Uvac

Vrsta ribe Status
Hucho hucho autohtona
Salmo trutta autohtona

Chondrostoma nasus autohtona
Salvelinus alpinus introdukovana
Rutilus pigus autohtona
Barbus barbus autohtona
Squalius cephalus autohtona
Alburnus alburnus autohtona
Cyprinus carpio introdukovana
Carassius gibelio introdukovana

19



Materijal i metode

Lepomis gibbosus introdukovana
Stizostedion lucioperca introdukovana
UKUPNO: 12 vrsta

Tabela 3.2. Kvalitativan i kvantitativan sastav naselja riba u uzorku u akumulaciji Zlatar, Uvac

Vrsta ribe Abundanca (%)
Salvelinus alpinus 3,7
Barbus barbus 1,8
Chondrostoma nasus 1,9
Squalius cephalus 40,8
Rutilus pigus 3,7
Stizostedion lucioperca 1,8
Lepomis gibbosus 14,8
Alburnus alburnus 31,5
UKUPNO 100

3.1.2. Garasi

Akumulaciono jezero Garasi nastalo je 1976. godine podizanjem 400 m duge
zemljane brane, kojom je izgraden vodozahvat sliva reke Bukulje i njene cetiri pritoke
(Slika 3.2). Povrsina jezera je 300 hektara i prose¢ne dubine od 6 do 8 metara. Najveca
dubina kod brane je skoro 40 metara. Jezero je prvi put poribljeno Saranom 1978.
godine, dok se sistemsko poribljavanje vrsilo u periodu od 1981. do 2008. godine, kada
je uredbom nadleznog ministarstva zabranjeno poribljavanje Sarana u vodna tela koja
sluze za vodosnabdevanje. Na jezeru nije dozvoljena upotreba ¢amaca, s obzirom da se
koristi kao vodozahvat za vodosnabdevanje Arandelovca i okolnih, manjih mesta. Ipak,
oko jezera se nalazi poljoprivredno obradivo zemljiSte zbog kojeg se povecava
mogucnost dospevanja razli€itih hemijskih agenasa i pesticida u vodu (Slika 3). Prema
podacima dobijenim uzorkovanjem naselja riba, GaraSe naseljava 9 vrsta riba iz 4
familije (Tabela 3.3) (preuzeto iz IzveStaja o ihtioloskim ispitivanjima na akumulaciji

“Garasi”, 2006).
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Slika 3. 2. Akumulacija “Garasi” (levo i desno), desno- pogled sa vodotornja na desni deo jezera

(crvenom strelicom su oznac¢ene poljoprivredne povrsine uz akumulaciju). Preuzeto iz Izvestaja o

ihtioloskim ispitivanjima na akumulaciji “Garasi”, 2006.

Tabela 3.3. Kvalitativan i kvanitativan sastav naselja riba u uzorku u akumulaciji Garasi

Vrsta ribe Abundanca (%)
Stizostedion lucioperca 5,6
Perca fluviatilis 12,4
Gymnocephalus cernuus 0,6
Squalius cephalus 5,6
Abramis brama 4,5
Rutilus rutilus 67,7
Alburnus alburnus 1,8
Lepomis gibbosus 0,6
Ameiurus melas 1,2
UKUPNO: 100

3.1.3. Pestan i Beljanica

Pestan i Beljanica su desne pritoke reke Kolubare. Najveci deo teritorije sliva

reka se nalazi u okviru Kolubarskog basena lignita sa povrsinskim kopovima uglja,
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deponijama pepela, termoelektranama i nizom postrojenja za proizvodnju i preradu
uglja i elektricne energije. Procesi eksploatacije, obrade i prerade lignita u Kolubari su
doveli do promena u svim podsistemima zivotne sredine, i direktno ili indirektno uticu
na vode koje pripadaju Kolubarskom slivu (Zivanovié¢ & Novkovi¢, 2013).

Riblji fond Kolubarskog sliva je predstavljen uglavnom ciprinidnim vrstama:
klen (Squalius cephalus), krkusa (Gobio gobio), skobalj (Chondrostoma nasus), belica
(Leucaspius delineates), pijor (Phoxinus phoxinus), mrena (Barbus barbus),
dvoprugasta uklija (Alburnoides bipunctatus) i drugim (Simonovic¢ et al., 2006).

Reka Pestan (Slika 3.3) izvire ispod planine Bukulje i posle toka od 33 km uliva
se u Kolubaru kao njena desna pritoka kod sela Vreoci. Najveci deo toka reke Pestan
nalazi se u Kolubarskom basenu koji je pod konstantnim pritiscima kopova uglja.
Zapravo je i ovo bio razlog velikih promena hidrografske mreze ovog regiona. U prvoj
fazi ovih radova tok Kolubare je prebacen u korito Pestana 1959/1960, kada je tok reke
Pestan skracen za 24km. Navedeni radovi su doveli do deformacije re¢nog korita. Pre
pomeranja 1 skraivanja toka, PeStan se ulivao u Kolubaru severnije kod grada
Obrenovca. Radi proSirivanja podrucja povrsinskih kopova radovi novog izmeStanja
hidrografske mreze su ponovo uradeni 1977. Medutim, 1978. i 1979. obimne poplave
koje su nastupile izlivanjem reke Pestan, dovele su do poremecaja re¢nog korita. U cilju
otvaranja novih polja za eksploataciju lignita, tokom 1999. i 2000. god. uraden je
projekat regulacije Kolubare i PeStana, gde je tok Kolubare pomeren zapadno. Nakon
ove faze, na osnovu dinamike otvaranja novih povrsinskih kopova pomeranje reke
Kolubare bi¢e uradeno u jo§ dve faze, kao i jedna faza pomeranja reke PeStan

(Zivanovi¢ & Novkovi¢, 2013).

Slika 3.3. Reka Pestan (levo) i Kolubarski kopovi (desno, preuzeto sa sajta

http://www.vaseljenska.com/wp-content/uploads/2012/08/kolubara-300x160.jpg)

22



Materijal i metode

Reka Beljanica (Slika 3.4) je desna pritoka reke Kolubare. Sa svojim pritokama

pokriva sliv povrsine 290 km?, sa ukupnom duzinom toka od 29 km. Za tok Beljanice je

karakteristi¢no da ¢ak 84% vode ispari, 5% ide u sastav podzemnih tokova, a samo 11%

¢ini sam povrsinski tok. Takva priroda toka uslovljena je malim visinskim razlikama i

geoloskim karakteristikama tla. Zbog toga sliv Beljanice spada u bujicne, kiSno-snezne

tokove sa veoma promenljivim protokom i uticajem bujica na reljef dna korita. Veéina

pritoka, osim glavnih izvora, Cine periodske tokove, sa velikim su$nim periodima.

Glavni izvor zagadenja su netretirane komunalne otpadne i industrijske vode, kao 1

procedne vode iz deponija (preuzeto sa sajta www.leskovackolubarski.rs.).

Slika 3.4. Reka Beljanica

3.2. Materijal

3.2.1. Rastvori
Rastvor | - za lizu (pH=10)

NaCl ,,Carlo Erba Reagents” (Milano, Italy).........ccccceeevvenennen. 146,6 g
EDTA ,,Sigma“ (St.Louis, MO, USA).......cccoeviierieiienieeee e 37,29
Tris ,,Sigma* (St.Louis, MO, USA).....cccceeviieeiiieeeie e 1,21 g
AH20 e 1000 mL

Triton X-100 “Sigma” (St. Louis, MO, USA)

Nakon podesavanja pH dodaje se 1% Triton X-100 1 snaZzno se promesa.
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Rastvor Il - za denaturaciju i elektroforezu (pH=13)

10 M NaOH “Superlab” (Belgrade, Serbia)...........cccceeevverveennenne. 30mL
0,2 M EDTA ,,Sigma“ (St.Louis, MO, USA).........ccoevvrvrennrrenns 5mL
AH20 . e 965 mL
Ne podesavati pH.

10 M NaOH

NaOH *“ Superlab” (Belgrade, Serbia)..........ccccvceevevienencncncnnene 200 g
AH20 o do 500 mL
02MEDTA

EDTA ,,Sigma“ (St.Louis, MO, USA)......ccceevvrevienreeiierreereenen. 372 ¢
AH20 . e 500 mL

Nakon podesavanja pH rastvor ¢uvati u frizideru.

1xPBS
Dulbecco’s PBS (10x) ,,PAA Laboratories” (Austria)................. 100 mL
SEEMIINA AH20 ... 900 mL

1% NMP za prvi sloj
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1% LMP

Heparin
5000 1U heparin natrijuma u 1mL (Galenika, Srbija)

Ulje karanfili¢a

Eteri¢no ulje 100% (Probotanic, Srbija)

Etidijum bromid-primarni stok
10 mg/mL, ,,Sigma“ (St.Louis, MO, USA)

Arkidin oranZ-primarni stok
10 mg/mL, ,,Sigma‘ (St.Louis, MO, USA)

AKridin oranZ/etidijum bromid

Akridin oranz-primarni StOK..........cccccvvrs oviiniinee e 10 uL
Etidijum bromid-primarni StoK............cccccoveviiieii i, 10 uL
AH20 s 980 uL

Azotna kiselina
65% Merck suprapure (Merck KGaA of Darmstadt, Germany)

Vodonik-peroksid
30% Merck suprapure (Merck KGaA of Darmstadt, Germany)

3.2.2. Podloge i medijumi

Eosin Methylene Blue Agar .. HIMEDIA*“ Mumbai, India
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LAKEOZA. ... e 50
SUKIOZA. ... 5¢9
EOZIN-Y o 049
Metilensko Plavo..........ccccveiiii i 0,065 g
AT e 13,5¢
AH20 s 1000 mL

Autoklavirati (20 min, 121°C, 1 bar)

MacConkey agar ..,Torlak* Srbija

PEPTON-4 ... .o 209
ZIUCIIE SO veeeeee oot e e e e e oo e e et e e e s e e s et e e es et e er et eeer e e esere e eraenas 159
NACH ... 590
ANGAN s 13,59
NEULFAL CIVENO.......eivieieiie et 0,03¢g
KIIStal VIOIEL........ooiececece e 0,001 ¢
AH2O e 1000 mL

Autoklavirati (20 min, 121°C, 1 bar)

Dekstrozni teluritni agar,,Torlak* Srbija

PEPTOND......eeeee e 10.9
MESNT BKSTIAKL. ...t 10g
EKSErakt KVASCA.......ccveiveiiieeie ittt 30
DEKSIIOZA. ... 59
INACL.. e 59
N0 L | PR 209
AH2O e 1000 mL

Nakon autoklaviranja (20 min, 121 °C, 1 bar) ohladiti podlogu do 60°C i dodati 5 mL
kalijum telurita (8 mg/mL)

Hranljivi medijum

GOVEAT EKSITAKL.....ccuviiiiiiie ettt e e 3g
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Autoklavirati (20 min, 121°C, 1 bar)

Hranljivi medijum (1/10)

GOVedi EKSIAKL......ccovieieiieeiieiiecie et 0,3g
PEPION. .. 0,5¢
AT s 159
AH20 o s 1000 mL

Autoklavirati (20 min, 121°C, 1 bar)

3.3. Metode

3.3.1. Uzorkovanje vode za fizicko-hemijske i mikrobioloske analize

Za potrebe fizicko-hemijskih i mikrobioloskih analiza na Uvcu voda je

uzorkovana tokom septembra i oktobra 2011. godine. U septembru je uzorkovanje

radila Agencija za zastitu zivotne sredine, od koje su naknadno preuzeti podaci za

fizicko-hemijske analize. Uzorkovanje u septembru je radeno na tri tacke: kod brane (A)
na dubinama 50, 2000, 4000 cm, na sredini jezera (B) na dubinama 50, 1900, 3800 cm i

na poceku jezera (V) na dubinama 50, 220, 450 cm. Uzorkovanje za mikrobioloske

analize u oktobru je radeno kod brane (A) na dubini od 50 cm. Klase kvaliteta vode su

odredene prema fizicko-hemijskim i mikrobioloskim parametrima Pravilnika o

parametrima ekoloSkog statusa za akumulacije formirane na vodnim telima, ali i prema

Pravilniku o parametrima ekoloSkog statusa za jezera (Tabele 3.4, 3.5).
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Tabela 3.4. Granice izmedu razli¢itih klasa kvaliteta vode na osnovu Pravilnika o parametrima ekoloskog
statusa za akumulacije formirane na vodnim telima

Granice izmedu klasa ekoloskog
Parametar Jedinice potencijala
1-11 HI-1V V-V
HEMIJSKI | FIZICKO-HEMIJSKI PARAMETRI OCENE EKOLOSKOG POTENCIJALA®
pH vrednost 6,5-8,5 6,5 - 8,5 <65 :>8,5
Rastvoreni kiseonik mg I 7.0 5,0 4,0
BPK: mg | 4.5 6,0 20,0
Ukupni organski ugljenik (TOC) mg | 5,0 7,0 23,0
Amonijum jon (NH. - N) mg | 0,10 0,80 1,00
Nitrati (NO:-N) mg | 3,0 6,0 15,0
Ortofosfati (PO.-P) mg | 0,10 0.20 0.50
Ukupni rastvoreni fosfor (P) mg I 0,20 0,40 1,0
Hloridi mg I 50 100
. MIKROBIOLOSKI PARAMETRI OCENE EKOLOSKOG POTENCIJALA

ukupni koliformi broj/1I 00 10000 100000 1000000

m
fekalni koliformi broj/1I 00 1000 10000 100000

m
fekalne enterokoke broj/1I 00 400 4000 40000

m
odnos oligotrofnih i heterotrofnih 1
bakterija - OB/HB

Za potrebe fizicko-hemijskih i mikrobiolosih analiza na Garasima je voda
uzorkovana tokom avgusta i novembra 2011. godine. U avgustu je uzorkovanje radila
Agencije za zastitu zivotne sredine, od koje su naknadno preuzeti podaci za fizicko-
hemijske analize. Uzorkovanje u avgustu je radeno na tri tacke: kod brane (A) na
dubinama 50, 1000, 2000 cm, na sredini jezera (B) na dubinama 50, 700, 1400 cm i na
poceku jezera (V) na dubinama 50, 200, 400 cm. Uzorkovanje za mikrobioloske analize
u novembru je radeno kod brane (A) na dubini od 50 cm. Klase kvaliteta vode su
odredene prema fizicko-hemijskim i mikrobioloskim parametrima Pravilnika o
parametrima ekoloSkog statusa za akumulacije formirane na vodnim telima, ali i prema

Pravilniku o parametrima ekoloskog statusa za jezera (Tabele 3.4, 3.5).
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Tabela 3.5. Granice izmedu razli¢itih klasa kvaliteta vode na osnovu Pravilnika o parametrima ekoloskog

statusa za jezera

Granice izmedu klasa ekoloskog
Parametar Jedinice statusa
1-11 H-111 -1V V-V
HEMIJSKI | FIZICKO-HEMIJSKI PARAMETRI OCENE EKOLOSKOG STATUSA:!
pH vrednost 6,5-8,5 6,5 - 6,5-8,5<6.,5;>8,5
8.5
Rastvoreni kiseonik mg I 8,52 7.0 5.0 4.0
BPK: mg I 1,5 5,0 6.0 20,0
Ukupni organski ugljenik (TOC) mg | 2,0 6,0 7.0 23,0
Amonijum jon (NH. - N) mg I 0,05 0,1 0,8 1,0
Nitrati (NO.-N) mg I 1,50 3,00 6,00 15,00
Ortofosfati (PO.-P) mg | 0,02 0,1 0,2 0.5
Ukupni rastvoreni fosfor (P) mg | 0,05 0,2 0.4 1,0
Hloridi mg I 50 100
MIKROBIOLOSKI PARAMETRI OCENE EKOLOSKOG STATUSA
fekalni koliformi broj/ 100 <1000 1000 10000 100000
fekalne enterokoke broj/ 100 <400 400 4000 40000
odnos oligotrofnih i heterotrofnih <1 1
Ero%f)aerobnih heterotrofa (metoda broj I/ 1 <10000 | 10000 | 100000 | 750000
o m

Za potrebe fizi€ko-hemijskih 1 mikrobioloskih analiza na PeStanu i Beljanici

uzorkovanje je vrSeno od septembra 2011. do septembra 2012. godine (Tabela 3.6). U

okviru datuma prikazanih u tabeli su radena i uzorkovanja za fizicko-hemijske analize

koje su preuzete od Agencije za zaStitu Zivotne sredine kao 1 Gradskog Zavoda za javno

zdravlje, Beograd. Klasa kvaliteta vode je odredena prema fizicko-hemijskim i

mikrobiolo$kim parametrima Pravilnika o parametrima ekoloskog statusa za male i

srednje vodotoke, nadmorske visine do 500 m (Tabela 3.7). Na Pestanu je voda

uzorkovana 13 puta tokom 10 meseci, od ¢ega 2 puta u novembru i decembru 2011. kao

I septembru 2012 godine. Na Beljanici je voda uzorkovana 12 puta tokom 10 meseci, od

¢ega dva puta u maju i septembru 2012 godine.
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Tabela 3.6. Datumi uzorkovanja vode

3 uzorkovano za mikrobioloske analize , P uzorkovano za fizicko-hemijske analize

Pestan Beljanica

datum uzorkovanja vode
02.09.2011.° 14.10.2011.2
14.10.2011.% 30.11.2011.2
08.11.2011.° 27.12.2011.%
30.11.2011.2 24.02.2012.*
08.12.2011.° 30.03.2012.%
27.12.2011.% 24.04.2012.%
30.03.2012.% 14.05.2012.°
24.04.2012.% 24.05.2012.%
21.05.2012.° 16.07.2012.°
13.07.2012.° 27.08.2012.%
27.08.2012.% 12.09.2012.°
12.09.2012.° 28.09.2012.%
28.09.2012.%

Tabela 3.7. Granice izmedu razlic¢itih klasa kvaliteta vode na Pravilnika o parametrima ekoloskog statusa

za male i srednje vodotoke, nadmorske visine do 500 m

Granice izmedu klasa ekoloskog

Kohl)

Parametar Jedinice statusa
I-11 1-11 1-1v IvV-v
HEMIJSKI | FIZICKO-HEMIJSKI PARAMETRI OCENE EKOLOSKOG STATUSA!
pH vrednost 6,5 - 6,5 - 6,5 - <6,5 ;
8,5 8,5 8,5 >8.,5
Rastvoreni kiseonik mg I 8,5 7.0 5,0 4,0
BPK. mg | 1,5 5,0 6,0 20,0
Ukupni organski ugljenik (TOC) mg I 2,0 6,0 7,0 23,0
Amonijum jon (NH. - N) mg I 0,05 0,1 0,8 1,0
Nitrati (NOs-N) mg | 1,50 3,00 6,00 15,00
Ortofosfati (PO.-P) mg I 0,02 0,1 0,2 0,5
Ukupni rastvoreni fosfor (P) mg I 0,05 0,2 0,4 1:0
Hloridi mg I 50 100

MIKROBIOLOSKI PARAMETRI OCENE EKOLOSKOG STATUSA

ukupni koliformi broj/ 100 500 10000 | 100000 | 1000000
ml

fekalni koliformi broj/ 100 100 1000 10000 100000
ml

fekalne enterokoke broj/ 100 40 400 4000 40000
ml

odnos oligotrofnih i heterotrofnih 10 1

bakterija - OB/HB

broj aerobnih heterotrofa (metoda broj/ 1 ml 500 10000 | 100000 | 750000

Klase grani¢nih vrednosti mikrobioloskog zagadenja odredene su za ispitivana

vodna tela i preko bakterioloskih parametara prema Kohlu (1975) (Tabela 3.8).
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Tabela 3. 8. Klase grani¢nih vrednosti mikrobioloskog zagadenja reka procenjene preko bakterioloskih
parametara prema Kohlu (1975), Kavka & Poetsch (2002) i imajuci u vidu EU sanitarne kvalitete o
vodama 2006/7 / EEZ

Klasa | I I v \Y

Zagadenje | nisko | umereno | kriti€no jako prekomerno

) - >500 | >10000 [ > 100000
Ukupne koliformne bakterije | 100mL | <500 > 1 000 000
-10 000 | -100 000 | -1000 000

) - > 100 >1000 | >10000
Fekalne koliformne bakterije 100mL | <100 >100 000
-1000 -10 000 | -100 1000

> 40 > 400 > 400
Fekalne enterokoke 100mL <40 >40 000
-400 -4 000 -40 000

) _ >500 | >10000 | > 100000
Aerobni heterotrofi ImL <500 >750000
-10 000 | -100 000 | -750000

3.3.2. Mikrobioloske analize vode

U okviru sanitarnog pregleda pratile su se Cetiri grupe bakterija i to: ukupne
koliformne bakterije, fekalne koliformne bakterije, fekalne enterokoke, aerobne
mezofilne bakterije. Koliformne bakterije, i fekalne enterokoke su izolovane metodom
membranske filtracije (Sluzbeni glasnik, 33/87), dok je grupa aerobnih mezofila
izolovana nanoSenjem uzorka vode na ¢vrstu hranljivu podlogu (Sluzbeni glasnik,
42/98 i 44/99).

U okviru ekoloSkog pregleda pratile su se tri grupe bakterija: aerobni heterotrofi
(indikator organskog zagadenja), heterotrofi (indikator organskog zagadenja) 1 oligotrofi
(naseljavaju sredine sa vrlo niskim koncentracijama organskih materija) (Sluzbeni
glasnik, 74/2011).

3.3.2.1. Koliformne bakterije — metod membranska filtracija
Uzorak od 100 mL vode, odnosno odgovarajueg razblazenja vode u

fizioloSkom rastvoru, filtriran je kroz celulozno-nitratne filtre dijametra pora 0,45 pm.

Prilikom izolacije ukupnih koliformnih bakterija, filtri su postavljani na podlogu EMB
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agar (engl. Eosine Metilene Blue, LabM) i inkubirani 24 h na 37 °C. Kolonije modrih
boja su smatrane pozitivnim rezultatom (Slika 3.5). Za izolaciju fekalnih koliformnih
bakterija, filteri su postavljani na podlogu MacConkey agar (Torlak) i inkubirani 24 h

na 44 °C. Kolonije tamno ruziCaste boje su smatrane pozitivnim rezultatom (Slika 3.5).

Slika 3.5. Kolonije ukupnih koliformnih bakterija na EMB podlozi (levo), fekalnih koliforma na
MacConkey podlozi (dole desno) i fekalnih enterokoka na DTA podlozi (gore desno).

3.3.2.2. Fekalne enterokoke — metod membranska filtracija

Uzorak od 100 mL vode, odnosno odgovarajueg razblazenja vode u
fizioloskom rastvoru, filtriran je kroz celulozno-nitratne filtre dijametra pora 0,2 pm.
Filtri su postavljani na podlogu DTA (dekstrozni teluritni agar, Torlak) i inkubirani 24 h
na 37°C. Na crnim kolonijama, izraslim nakon inkubacije, kao potvrdni test raden je
katalaza test, prelivanjem kolonija 3% rastvorom vodonik peroksida. Crne, katalaza
negativne kolonije su smatrane pozitivnim rezultatom (Slika 3.5).

Odnos fekalnih koliformnih bakterija i fekalnih enterokoka F/E ukazuje na
poreklo zagadenja, tacnije ako je ispod 2 mozZe se rec¢i da poreklo nije antropogeno veé
od prisustva zivotinja, dok indeks preko 4 ukazuje na antropogeni uticaj (Geldreich &
Kenner et al., 1969, Kapetanovi¢ et al., 2010).
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3.3.2.3. Aerobne mezofilne bakterije

Aerobne mezofilne bakterije su grupa bakterija koje se koriste kao indikator
ispravnosti vode za pic¢e. Pokazatelj su prisustva potencijalno patogenih vrsta. Aerobne
mezofilne bakterije su kultivisane na ¢vrstoj hranljivoj podlozi utrljavanjem 0,1 mL
odgovarajuceg razblazenja vode u fizioloSkom rastvoru na ¢vrstu hranljivu podlogu i
inkubacijom 24 h na temperaturi od 37°C.

U 1 mL vode dozvoljeno je 300 CFU (engl. ,,Colony Forming Units”) u

prirodnim vodama otvorenih izvorista (Sluzbeni glasnik, 42/98 i 44/99).

3.3.2.4. Aerobni heterotrofi, heterotrofi i oligotrofi

Aerobni heterotrofi, heterotrofi i oligotrofi su indikatori kvaliteta vode sa
aspekta njenog organskog zagadenja. Aerobni heterotrofi se gaje na ¢vrstoj hraljivoj
podlozi utrljavanjem 0,1 mL odgovarajuéeg razblazenja vode u fizioloSkom rastvoru na
¢vrstu hranljivu podlogu i inkubacijom od 5 - 7 dana na temperaturi od 22 - 26 °C.
Heterotrofi se gaje prelivanjem 1 mL odgovarajuceg razblazenja vode u fizioloskom
rastvoru sa hranljivom podlogom i inkubacijom na temperaturi od 22 °C (Slika 3.6).
Oligotrofi naseljavaju sredine sa vrlo niskim koncentracijama organskih materija, a
mogu se nalaziti i u sredinama sa viS§im koncentracijama tih materija. Indikatori su voda
koja su manje optere¢ene materijama organske prirode. Oligotrofi se gaje prelivanjem 1
mL odgovarajuéeg razblazenja vode u fizioloSkom rastvoru sa hranljivom podlogom
(1/10) i inkubacijom 5 - 7 dana na temperaturi od 22 - 26 °C (Slika 3.6).

Odnos heterotrofa i oligotrofa daje indeks O/H, koji ako je preko 1 ukazuje na
zadovoljavajuéi status samopreciS€avanja reke, a ako je preko 10 ukazuje na dobru

sposobnost samopregiséavanja.

Slika 3.6. Kolonije oligotrofnih (levo) i heterotrofnih (desno) bakterija na ¢vrstim hranljivim podlogama
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3.3.2.5. Integrisani odgovor biomarkera

Integrisani odgovor biomarkera (engl. Integrated biomarker response, IBR) je
metoda koja sazima odgovore biomarkera, u ovom slucaju mikrobioloskih parametara, 1
olaksava njihovu interpretaciju (Beliaeff & Burgeot, 2002). Preciznije receno,
integrisani odgovor biomarkera se izrazava preko poligonalnih polja, koja se
predstavljaju kao povrsine dobijene od razli¢itih IBR vrednosti za dati parametar, i
preko kojih se mogu porediti lokacije i/ili meseci uzorkovanja.

Kako su uzorkovanja za mikrobioloske analize na Pestanu i Beljanici radena
tokom vise meseci (na Pestanu tokom sedam meseci, a na Beljanici tokom devet
meseci) IBR metoda je imala za cilj bolje sagledavanje odnosa mikrobioloskih
parametara tokom sezona na obe reke.

Obrada podataka (Damiens et al., 2007):

Standardizacija podataka
1. A=(Xi - mean X)/ S
A -standardizovana vrednost biomarkera
Xi -srednja vrednost biomarkera za svaki mesec
X- srednja vrednost biomarkera za sve mesece
S — SD za svaki biomarker

2. lzabrana je minimalna vrednost, min, za svaki biomarker

3. Vrednost B=A+|min|, gde je B>0, a |min| je apsolutna vrednost

4. Odgovarajuca IBR vrednost je {[(B1x B2) /2] +[(B2 x B3) /2] +--- [(Bn-1 X
Bn)/2] +[(Bnx B1)/2]}.

3.3.3. Uzorkovanje jedinki klena
Uzorkovanje je vrSeno na Cetiri lokacije koje se nalaze u Srbiji, na

akumulacijama Uvac "Zlatar" (N43°29'56.9" E19°49'27.3") i Gara$i (N 44°1729.71" E
20°28'54.74"), kao 1 na rekama PeStan (N44°26'05.26" E20°15'22.95") 1 Beljanica
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(N44°29'40.67" E20°17'07.88") (Slika 3.7). lIzlovljavanje jedinki klena na
akumulacijama Zlatar i Garasi vrSeno je pomocu seta stajacih dubinskih ribarskih mreza
duzine 10-30 m sa promerom okca od 10 do 80 mm, dok je na rekama PeStan i
Beljanica izlovljavanje vrSeno elektro-ribolovnim aparatom ELEMAX SHX 2000
(SAWAFUJIL, 1,2 kW, 6 A).

Ukupno je analizirana 81 jedinka klena od ¢ega 11 jedinki sa Uvca, 5 jedinki sa
Garasa, 28 jedinki sa Pestana i 37 jedinki sa Beljanice (Tabela 3.9). Svim uzorkovanim
primercima izmerene su totalna (TL) i standardna (SL) duzina tela (cm), kao i ukupna
masa tela (g) (Tabele 4, 6, 8 i 14, Prilog) Sve uzorkovane jedinke su koriséene za
analizu komet testom dok su za odredivanje koncentracije metala u tkivima koriséene

sve jedinke sem jedinki sa Uvca iz maja.
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Slika 3.7. Mapa lokaliteta
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Tabela 3.9. Broj uzorkovanih jedinki klena

PeStan Beljanica Uvac Garasi
datum datum broj datum broj

uzorkovanja broj jedinki uzorkovanja jedinki uzorkovanja jedinki
17. 05. 2011. 4

14.10. 2011. 4 3 24.10. 2011. 7

30. 11. 2011. 3 4 4.11.2011. 5

27.12. 2011. 3 4

24.02. 2012. 5

30. 03. 2012. 4 3

24.04.2012. 3 4

24. 05. 2012. 4

12. 07. 2012. 4 4

27.08. 2012. 4 3

28.09. 2012. 3 3

3.3.4. Pravljenje suspenzije ¢elija

Pre uzimanja krvi i disekcije, ribe su anestezirane uljem karanfilica. Krv je
uzimana $pricem direktno iz srca u mikrotube sa 0,5 mL hladog rastvora heparin-PBS-a
(engl. ,,Phosphate Buffered Saline”) rastvora za prevenciju zgrusavanja. Uzorci jetre,
skrga, misica i gonada su brzo uklonjeni, isprani destilovanom vodom i ¢uvani na -20°C
pre analiza metala. Jetra i skrge su posebno odvojeni i za komet test tako da je svaki
organ isecen i iseckan u 0,2 mL HBSS (engl. ,,Hanks Balansed Saline Solution”) u
Petrijevoj Solji pri tom koriste¢i dva Cista skalpela. Iseckano tkivo je
prebaceno u epruvete sa 2,5 mL HBSS i 0,3 mL tripsina (fin. konc. 0,05 %) i inkubirano
10 min nasobnoj temperaturi uz blago muckanje. Nakon dodavanja 10 mL HBSS
suspenzija celija je propusStena kroz 40 pum iglu Sprica da bi se dobile pojedinacne
¢elije. Posle centrifugiranja (800 g x 10 min), supernatant je odbacen i talog je pazljivo
resuspendovan u 0,5 mL HBSS. Pre pocetka Komet testa procenjena je vijabilnost

eritrocita 1 ¢elija jetri 1 Skrga rastvorom akridin-oranZ/etidijum bromid.
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3.3.5. Diferencijalno bojenje ¢elija akridin oranz/etidijum bromid (AO/EB)

U 20 pL suspenzije celija, dodaje se 2 uL pripremljene AO/EB boje. Nakon
mesanja nastavkom automatske pipete, suspenzija se nanosi na mikroskopsku plocicu i
prekriva pokrovnim staklom. Celije se posmatraju na fluorescentnom mikroskopu
(Leica, DMLS, Austria), pod uvecanjem 400x, sa filterom za ekscitaciju (pobudivanje)
od 510 - 560 nm i emisiju od 590 nm. Bojenje se zasniva na proveri integriteta
membrane: ukoliko je membrana intaktna (neoSte¢ena) samo ¢e boja AO difundovati u
¢eliju 1 bojiti jedro zelenom fluorescencijom. Ukoliko je integritet membrane narusen i
EB ¢e difundovati u ¢eliju i prekriti signal, te ¢e jedra emitovati narandzastu ili crvenu
fluorescenciju (Slika 3.8). Celije sa crvenim ili narandzastim jedrom se smatraju

mrtvima, dok se ¢elije sa zelenim jedrom smatraju Zivima (Squier & Cohen, 2001).

Slika 3.8. AO/EB diferencijalno bojenje eritrocita riba

3.3.6. Elektroforeza pojedina¢nih ¢elija - komet test

Primenjena je alkalna verzija komet testa po protokolu Singh i sar. (1988) uz
male modifikacije. Citava procedura se obavlja pod Zutim svetlom. Prethodno ociséene
(odmascene) mikroskopske plocice se potapaju u 1% rastvor agaroze normalne tacke
topljenja (engl. ,,Normal Melting Point” - NMP) i suse na sobnoj temperaturi 24 h. Na
ploicu se potom, na dva mesta, nanosi po 80 puL 1% NMP agaroze i prekriva
pokrovnim staklom, kako bi se agaroza ravnomerno rasporedila po plocici. Plocice se
stavljaju na 5 min na 4°C, kako bi se agaroza stegla. Od pripremljene suspenzije ¢elija,

30 pL se mesa sa 70 pL agaroze niske taCke topljenja (engl. ,,Low Melting Point* -
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LMP). Potom se skidaju pokrovna stakla i na plocice se nanosi 70 uL 1% LMP agaroze
sa ¢elijama. Da bi se agaroza ravnomerno rasporedila, prekriva se pokrovnim staklom.
Plocice se opet stavljaju na 5 min na 4°C. Nakon skidanja pokrovnih stakala, plocice se
na 1 h potapaju u hladan rastvor za lizu (2,5 M NaCl, 100 mM EDTA, 10 mM Tris,
1,5% Triton X-100, pH = 10). PloCice se zatim poredaju u kadicu za elektroforezu i
potope u hladan rastvor za denaturaciju i elektroforezu (300 mM NaOH, 1 mM EDTA,
pH = 13). Plocice se prvo inkubiraju 20 min bez struje kako bi doslo do denaturacije.
Nakon denaturacije, narednih 20 min vrsi se elektroforeza (0,6 - 0,75 V/cm, 300 mA,
Power supplier 503, APELEX) u istom rastvoru koji je kori$¢en za denaturaciju. Nakon
elektroforeze, plocice se potapaju na 15 min u hladan rastvor za neutralizaciju (0,4 M
Tris, pH = 7,5). Za bojenje plocica koristi se EB (2 pg/mL). Na svaki gel se nanese po
20 pL rastvora boje i pokrije pokrovnim staklom. Plocice se posmatraju na
fluorescentnom mikroskopu (Leica, DMLS, Austria). Za analizu plocica, koristi se
softver Comet IV Computer Software (Perceptive Instruments, UK). Na svakoj plocici
analizira se uzorak od 50 kometa (Slika 3.9). Nivo oSteéenja pracen je putem
parametara TL, (engl. ,,Tail Lenght*) duzina repa, TI, (engl. ,, Tail Intensity) intenzitet

repa i OTM, momenat repa komete (engl. ,,Olive tail moment*).

Slika 3.9. , Komete* eritrocita (levo), ¢elija jetre (sredina) i Skrga (desno)

3.3.7. Rangiranje parametara za procenu oste¢enja DNK metodom SRD

SRD (engl. Sum Of Ranking Differences) metoda je imala za cilj rangiranje
parametara genotoksi¢nosti (Sunjog et al., 2013). Podaci su rasporedeni u formu
matriksa sa objektima (u nasem slucaju 34 jedinke klena) i varijablama, tacnije 9
razlicitih metoda za procenu genotoksic¢nosti, odnosno tri parametra (TL) (1), TI (i),

OTM (m)) i tri vrste celija (krv (e), jetra (1) i skrge (g)). Rankovi metoda sadrze 3 slova:
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,»I-rank, zatim oznaku celije (e, I, g) i kona¢no oznaku parametra genotoksicnosti (1, i,
m). Najociglednije je bilo koristiti proseke od svih parametara genotoksicnosti kao
referencu rankiranja. Nakon rankiranja, svaki metod dobija SRD vrednost. Sto je za
odredeni metod SRD vrednost bliza nuli (rank je blizi referentnoj vrednosti) taj metod je
bolji u smislu da moze zameniti ostale. Blizina SRD vrednosti za odredene metode

pokazuje da se oni ponasaju sli¢no i obrnuto.

3.3.8. Odredivanje koncentracije metala i metaloida u tkivima metodom

induktivno spregnute plazme-opti¢ko emisione spektrometrije (ICP-OES)

Za analizu metala su koriS¢ene Skrge, jetra, gonade i misi¢ (dorzalni). Nakon
disekcije i ispiranja destilovanom vodom, tkiva su ¢uvana na -20°C. Pred liofilizaciju
(Freeze Dryers Rotational-Vacuum-Concentrator, GAMMA 1-16 LSC, Germany)
uzorcima je izmerena vlazna masa. Nakon zavrSene liofilizacije masa uzoraka je
varirala od 0,2 do 0,4 g suve mase. Uzorci odredene mase su potom procesuirani u
mikrotalasnoj peéi (speedwave™ MWS-3+, Bergof Products + Instruments GmbH,
Eningem, Germany). Tokom procesa digestije, koriS§¢ena je smeSa od 65% HNO3z (6
mL, Merck suprapure) i 30% H20. (4 mL, Merck suprapure). Proces digestije je
sproveden sa temperaturnim programom za razlaganje uzoraka hrane, sa opsegom od
100 do 170°C. Posle hladenja do sobne temperature, digestovani uzorci su razredeni
destilovanom vodom do ukupne zapremine od 25 mL. Detekcija metala i metaloida je
vrSena uz pomo¢ induktivno spregnute plazme — opti¢ko emisione spektrometrije (ICP-
OES, Spectro Genesis EOP 11, Spectro Analytical Instruments GmbH, Kleve, Germany,
Slika 3.10).

Ispitivano je 14 elemenata na slede¢im talasnim duZinama: Al- 396,152 nm, As-
234,984 nm, B-249,773 nm, Ba- 230,424 nm, Cr- 425,435 nm, Cu-324,754 nm, Fe-
259,941 nm, Hg- 194,227 nm, Mn- 260,569 nm, Mo- 281,615 nm, Ni- 231,604 nm, Pb-
220,353 nm, Sr-460,733 nm, Zn- 213,856 nm.

Kvalitet analitickog procesa je kontrolisan analizom referentnog materijala
govede jetre (BCR-185R) i tkiva lisaja (IAEA-336 Lichen).

Koncentracija elemenata je izrazena na pug/g suve mase tkiva za svaku jedinku

pojedinacno. Na osnovu ove koncentracije moguce je izraziti i koncentraciju na vlaznu
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masu tkiva radi odredivanja MDK (Maksimalno Dozvoljena Koncentracija). Prema
regulativi Evropske komisije (1881/2006/EC), maksimalno dozvoljene koncentracije
(MDK) za Pb, Cd, i Hg u ribljem mesu jesu 0,3, 0,05, 0,5 - 1 ug po gramu sveze mase.
Prema regulativi Republike Srbije, MDK za As, Pb, Cd i Hg u sveZem mesu ribe jesu su
2,0,3,0,05,0,5-1 pg po gramu (Sluzbeni glasnik, 28/2011).
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Slika 3.10. Instrument sa induktivno spregnutom plazmom - opti¢ko emisionom
spektrometrijom (ICP-OES, Spectro Genesis EOP Il, Spectro Analytical
Instruments GmbH, Kleve, Germany).

3.4. Statisti¢ke analize

Distribucija svih varijabli je analizirana Kolmogorov-Smirnov testom
normalnosti distribucije. Kada su rezultati testa ukazali na odsustvo normalne
distribucije, poredenja su vrsena primenom neparametrijskih statistickin metoda, a kada
podaci nisu znacajno odstupali od normalne raspodele podaci su testirani
parametrijskim testovima. Ako su u istom setu podataka za poredenje bila prisutna oba
tipa raspodele, dalja testiranja su vrsena sa testom za koji je vec¢ina podataka bila
primerena.

Korelacija  izmedu  fizicko-hemijskih,  mikrobioloskih i  parametara
genotoksi¢nosti je radena Pearson-ovim testom. Odnosi koncentracija razli¢itih
elemenata unutar istog tkiva, kao i njihovo poredenje sa parametrima genotoksi¢nosti
analizirani su Pearson-ovim testom za vecinu lokaliteta, sem kada je usled odsustva

normalne raspodele koris¢en Spearman-ov test.
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Analiza glavnih komponenti (engl. Principal Component Analysis, PCA)
koriSéena je da bi se sumirale varijacije podataka u uzorku pomocu nekoreliSu¢ih
komponenti (svaka komponenta je posebna linearna kombinacija originalnih
promenljivih), sa ciljem da se proceni diferencijacija izmedu analiziranih ribljih tkiva
(na osnovu koncentracije elemenata i oSteCenja DNK molekula). U rezultatima su
priblizno prikazane grupacije jedinki unutar podprostora manje dimenzije. Podaci o
koncentracijama elemenata kao i vrednosti oSte¢enja DNK u svakom tkivu predstavljaju
ulazne promenljive za analizu glavnih komponenata.

Tkiva su takode bila uporedena i1 putem kanonijske diskriminantne analize (engl.
Canonical Discriminant Analysis, CDA) radi odredivanja stepena odvajanja Cetiri
analizirana tkiva u odnosu na nivoe akumulacije elemenata. Kao ulazni podaci za
analizu su koriS¢ene osnovne vrednosti elemenata u svakom tkivu.

Za prag znacajnosti kod svih testova je odredena vrednost p < 0.05.

Statisticke analize su radene u programu STATISTICA v. 7.0 (StatSoft, Inc.).
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Rezultati

4. REZULTATI

Analiza oste¢enja DNK molekula akvati¢nih organizama Siroko je prihvaéena
kao pogodna metoda za procenu kontaminacije vodenih ekosistema. U ovom radu
praceno je oStecenje molekula DNK alkalnim komet testom kod klena u krvi, jetri 1
Skrgama. Rezultati su prikazani pomo¢u dva parametra TI i OTM. Jedinke klena su
uzorkovane iz dve akumulacije, Garasi i Zlatar (Uvac), i dve reke, PeStan i Beljanica.

Paralelno sa komet testom, u jetri i Skrgama, pracena je i koncentracija metala i
metaloida uz pomo¢ induktivno spregnute plazme — opticko emisione spektrometrije
(ICP - OES). Analiza metala i metaloida istom metodom uradena je i u mi$i¢ima i
gonadama.

Procena kvaliteta vode odredena je na osnovu fizicko-hemijskih i
mikrobioloskih parametara. Analizirano je 7 grupa mikroorganizama: ukupni koliformi,
fekalni koliformi, fekalne enterokoke, aerobni mezofili, aerobni heterotrofi, heterotrofi i
oligotrofi. Poreklo zagadenja je odredeno na osnovu odnosa fekalnih koliforma i
fekalnih enterokoka F/E. Status samopreis¢avanja dat je iz odnosa heterotrofa i
oligotrofa O/H.

Rangiranje parametara za procenu oste¢enja DNK uradeno je metodom ,,SRD -
sum of ranking differences”. Integrisani odgovor biomarkera (IBR) je koris¢en kao
pokazatelj odnosa razlicitih grupa mikroorganizama tokom viSemese¢nog monitoringa.

Specijalni rezervat prirode "Uvac”, akumulacija Zlatar, je zasticeno prirodno
dobro od izuzetnog znacaja i izabrano je za kontrolni lokalitet pa su jedinke klena sa
Uvca koriS¢ene kao kontrolna populacija. Akumulacija Garasi je veStacka akumulacija
koja se koristi kao vodozahvat, pa je samim tim ograni¢en antropogeni uticaj. Pritoke
reke Kolubare, Pestan i1 Beljanica, su pored ve¢ postojeceg uticaja komunalnih voda 1

spiranja sa obradivih povrSina i pod intenzivnim uticajem rudarskog basena “Kolubara”.
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4.1. Uvac

4.1.1. Fizicko-hemijske i mikrobioloske analize

Rezultati fizicko-hemijske analize vode (Tabela 4.1) pokazuju da su
koncentracije primarnih nutrijenata odgovarale 1I/111 klasi kvaliteta vode prema
Pravilniku o parametrima ekoloskog statusa za akumulacije formirane na vodnim
telima, dok su prema Pravilniku o parametrima ekoloskog statusa za jezera odgovarale |
klasi kvaliteta vode. Takode prema broju ukupnih koliforma, fekalnih koliforma i
fekalnih enterokoka kao i aerobnih heterotrofa (Tabela 4.2) Uvac je u kategoriji I1/111
klase voda prema Pravilniku o parametrima ekoloskog statusa za akumulacije formirane
na vodnim telima, dok je u | Kklasi voda prema Pravilniku o parametrima ekoloskog
statusa za jezera. Broj aerobnih mezofila ne prelazi granicu dozvoljenu za otvorena
izvorista. Indeks O/H ukazuje na zadovoljavajuci status samopreci§¢avanja vodnog tela
(Tabela 4.2). Prema Klasifikaciji po Kohlu (1975) Uvac je u | klasi vode po svim
parametrima.

Tabela 4.1. Fizi¢ko-hemijski parametri sa Uvca

ld | A1 [ A2 [ A3 | B1 | B2 | B3| V1] Vv2]|v3
Datum uzorkovanja d.m.g. 15.09.2011. 14.09.2011.

Dubina uzorkovanja cm 50 2000 | 4000 50 1900 | 3800 50 220 450
Temperatura vode °C 22,2 144 7,8 22,3 10,6 8,1 20,5 20,7 16,8
Rastvoreni kiseonik mg/L 9 7,4 4.8 9,5 6,7 49 10,2 10 9,7
Zasic¢enost vode kiseonikom % 104 73 40 111 60 41 114 113 101
Koncentracija H* jona pH 8,5 8 7,8 8,6 7,7 7,6 8,8 8,7 8,4
Amonijum (NHs-N) mg/L | 0,05 0,06 | 0,07 | 0,04 | 0,06 | 0,08 | 0,04 | 0,07 | 0,09
Nitriti (NO2-N) mg/L | <0.002 | 0,002 | 0,004 | 0,003 | 0,003 | 0,005 | 0,002 | 0,002 | 0,002
Nitrati (NO3-N) mg/L 0,1 0,3 0,5 01 0,3 0,4 0,1 0,1 0,2
Ukupni fosfor (P) mg/L | 0,014 | 0,018 | 0,018 | 0,011 | 0,024 | 0,02 | 0,007 | 0,005 | 0,02

Mesto uzorkovanja: kod brane (A), na sredini jezera (B) i na poceku jezera (V)
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Tabela 4.2. Mikrobiolo§ki parametri sa Uvca

'_] ukupni koliformi 48
| E | fekalni koliformi 16
=S fekalne
aqj enterokoke 0
2 aerobni mezofili 30
) 3 aerobni
< = heterotrofi 165
- oligotrofi 119
heterotrofi 21
indeksi F/B -
O/H 5,67

* ne moze se izracunati jer nema fekalnih enterokoka

4.1.2. Analize oSteenja DNK molekula i koncentracije elemenata u tkivima

Ostecenje  DNK molekula u tkivima klena praceno je kod 11 jedinki
uzorkovanih 2011. godine, 4 u maju (prosecna duzina 25,7 + 12,08 cm i prose¢na
tezina 326,25 + 347,34 g) 1 7 u oktobru (prose¢na duzina 22,86 + 2,14 cm i prosecna
tezina 119,53 £+ 25,64 g). Za analizu oSte¢enja DNK molekula koris¢ene su sve jedinke

(11), dok su za analizu metala i metaloida kori$¢ene jedinke iz oktobra (7).

4.1.2.1. Ostecenje DNK molekula

Ostecenje DNK molekula praceno je na Krvi, jetri i Sskrgama, a rezultati su
prikazani preko Tl i OTM (Slika 4.1). Srednje vrednosti sa standardnom devijacijom za
mesec maj su: za krv Tl 3,82 £ 0,81; OTM 0,31 + 0,08, za jetru T1 5,01 £ 1,08; OTM
0,50 £ 0,05, 1 za Skrge TI 4,61 = 2,25, OTM 0,38 £ 0,09. Srednja vrednost sa
standardnom devijacijom za mesec oktobar su: za krv Tl 3,24 £ 0,75; OTM 0,33 £ 0,06,
zajetru T1 3,74 £ 0,81; OTM 0,49 £+ 0,15, i za Skrge T1 4,34 + 1,30, OTM 0,56 + 0,20.
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Slika 4.1. Oste¢enje molekula DNK (TI, OTM), Uvac
a, b i c —razlike izmedu krvi, jetre i $krga u okviru meseca uzorkovanja

razlicito slovo-statisti¢ki znac¢ajna razlika (Mann-Whitney U test)

*statisti¢ki znacajne razlike izmedu meseci uzorkovanja u okviru tkiva

Kada se porede dobijeni rezultati oSte¢enja DNK iz maja sa rezultatima iz

oktobra ne dobija se znacajna razlika ni za jedno tkivo ni za jedan od parametara (TI,

OTM). Kada se porede tkiva u okviru meseca uzorkovanja, ni u maju ni u oktobru nije

dobijena statisticka znacajnost za TI, dok je za OTM dobijena razlika u maju izmedu

krvi i jetre, a u oktobru izmedu krvi i jetre, kao i izmedu krvi i $krga (Slika 4.1.).

4.1.2.2. Koncentracije metala i metaloida u tkivima

Analiza 13 metala i metaloida kod 7 jediniki klena iz oktobra 2011. godine sa

Uvca radena je u 4 tkiva: jetra, miSi¢, Skrge 1 gonade. Srednje vrednosti koncentracija

elemenata su prikazane u Tabeli 4.3. Vrednosti elemenata za pojedinac¢ne jedinke date

su u Prilogu (Tabela 5).
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Tabela 4.3. Srednje vrednosti koncentracija metala i metaloida u misi¢u, $krgama, gonadama i jetri

Uvac misi¢ Skrge gonade jetra
Al 2,46 + 3,33 1,78 £ 2,06 0,40+ 0,79 0,55 + 0,47
As 1,86+ 0,79 3,2+2,99 3,22 £0,96 1,61+1,22
B 0,18 £ 0,16 0,65 +0,34 0,24 + 0,09 1,47 + 0,94
Ba 0,48 £ 0,16 575+1,29 2,26 +1,06 0,7+0,54
Cd ND ND ND 0,2+0,07
Cr 0,02+0,02 0,21+0,23 0,02+0,01 0,64+0,9
Cu 2,17 £ 0,56 0,68 + 0,55 1,45 £ 0,55 31,17 + 23,57
Fe 21,35+5,23 103,91+40,54 72,52+34,30 495,39 £ 365,87
Hg 0,77 £ 0,55 1,32* 1,17 £0,03 ND
Mn 0,58 £ 0,07 11,24 £ 2,96 0,77 £0,38 4,19 +1,17
Mo 0,06 + 0,09 0,27 £ 0,37 0,05+ 0,03 1,19+0,43
Sr 1,04 £ 0,51 56,2 £ 8,76 0,42+ 0,54 0,23**
Zn | 59,78 £18,58 340,02+91,59 365,58+ 152,22 113,39 +36,31

Koncentracije su izrazene u pg/g suve tezine (srednja vrednost = SD); ND — ispod granice detekcije
*detektovano u jednoj jedinki
** detektovano u dve jedinke

Koncentracije veine metala 1 metaloida bile su najnize u miSi¢ima (sa

izuzetkom Al, Koji je bio najvisi u misi¢ima) dok su Ba, Mn i Sr bili najvisi u $krgama,

Ar, Hg i Zn u gonadama, a B, Cr, Cu, Fe i Mo u jetri.

Kako su MDK vrednosti u Regulativi Republike Srbije kao i u Evropskoj

regulativi (Materijal i metode, 3.3.8.) u ribljem mesu iskazane kao pg/g vlazne mase za

Pb, Cd, Hg, As dodatno su koncentracije za navedene elemente iskazane kao ug/g

vlazne mase za misi¢ (Tabela 4.4).
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Tabela 4.4. Koncentracije elemenata u misicu (izrazene u ng/g vlazne mase) u uzorcima klena sa Uvca
ND - ispod granice detekcije

‘ cd Pb Hg As

srednja vrednost + SD ‘ ND ND 0,18+0,13 0,43+0.19

Koncentracija elemenata ne prelazi maksimalno dozvoljene koncentracije

propisane za riblje meso, odnosno misic.
4.2. Garasi
4.2.1. Fizi¢ko-hemijske i mikrobioloske analize

Rezultati fizicko-hemijske analize vode (Tabela 4.5) pokazuju da su
koncentracije primarnih nutrijenata odgovarale 1I/l11l klasi kvaliteta vode prema
Pravilniku o parametrima ekoloskog statusa za akumulacije formirane na vodnim
telima, dok su prema Pravilniku o parametrima ekoloskog statusa za jezera odgovarale
I-111 Klasi kvaliteta vode. Ovde se takode, kao i za Uvac, vidi razlika u klasama u
odnosu na Pravilnik koji se koristi, ali su te razlike znacajno manje nego one koje su

uocene za Uvac.

Tabela 4.5. Fizicko-hemijski parametri sa Garasa

Jed. A-1 A-2 A-3 B-1 B-2 B-3 V-1 V-2 V-3

Datum uzorkovanja d.m.g. 31.08.2011.

Dubina uzorkovanja cm 50 1000 | 2000 50 700 | 1400 50 200 400
Temperatura vode °C 24 19,6 19,6 23,9 20,6 12,8 24,8 23,2 22,6
Rastvoreni kiseonik mg/L 79 3,9 2,2 7,6 42 2,5 79 7,6 7,3

Zasi¢enost vode kiseonikom % 94 42 24 91 47 24 96 91 85

Koncentracija H* jona pH 79 7,3 7,2 8,3 7,7 7,6 8,2 8,3 8,1
Amonijum (NH4-N) mg/L | 0,18 | 0,12 | 0,11 0,1 0,14 | 0,21 | 0,08 | 0,08 | 0,09
Nitriti (NO2-N) mg/L | 0,002 | 0,004 | 0,005 | 0,002 | 0,01 | 0,015 | 0,002 | 0,003 | 0,004

Nitrati (NO3-N) mg/L | 01 | 01 | 01 | 02 | 02 | 02 | 01 | 02 | 02
Ukupni fosfor (P) mg/L | 0,011 | 0,021 | 0,013 | 0,012 | 0,017 | 0,019 | 0,01 | 0,018 | 0,024

Mesto uzorkovanja: kod brane (A), na sredini jezera (B) i na poc¢eku jezera (V)
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Prema broju ukupnih koliforma, fekalnih koliforma i fekalnih enterokoka Garasi
spadaju u kategoriju voda | klase. Broj aerobnih mezofila ne prelazi granicu dozvoljenu
za otvorena izvorista. Indeks F/E pokazuje da zagadenje nije antropogenog porekla, dok
indeks O/H ukazuje na zadovoljavajuéi status samopre¢iS¢avanja vodnog tela (Tabela
4.6). Prema klasifikaciji po Kohlu (1975) Garasi su za ve¢inu parametara u I klasi, sem

za ukupne koliforme, prema kojima su u Il klasi.

Tabela 4.6. Mikrobioloski parametri sa Garasa

] ukupni koliformi 2230
= S fekalni koliformi 0
.E) = fekalne enterokoke 7
E acrobni mezofili 30
) 'é aerobni heterotrofi 275
- — oligotrofi 112
heterotrofi 29
indeksi F/E -
O/H 3,86

* ne moze se izracunati jer nema fekalnih koliforma

4.2.2. Analize oSte¢enja DNK molekula i koncentracije elemenata u tkivima

Ostecenje DNK molekula u tkivima klena praceno je kod 5 jedinki uzorkovanih
u novembru 2011. godine (prose¢na duzina 37,72 + 3,53 c¢cm i prosecna tezina 643,80 +
227,65 g). Za analizu oStecenja DNK molekula 1 analizu metala i metaloida koriS¢ene su

sve jedinke.

4.2.2.1. Ostecenje DNK molekula

Oste¢enje DNK molekula praceno je na Krvi, jetri i Skrgama, a rezultati su
prikazani preko Tl i OTM (Slika 4.2). Srednje vrednosti sa standardnom devijacijom su:
zakrv T1 3,40 £ 1,13; OTM 0,36 + 0,14, za jetru T1 6,77 £ 1,42; OTM 0,82 £ 0,19, i za
Skrge Tl 6,79 = 1,37; OTM 0,83 = 0,20. Vrednosti oba parametra (Tl i OTM) su
znacajno nize za Krv u poredenju sa vrednostima za jetru i skrge. Jetra i skrge su dale

slican odgovor bez znacajne razlike u ostecenju. Porede¢i vrednosti TI i OTM sa
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vrednostima dobijenim na Uvcu, krv je dala slicne vrednosti koje nisu znacajno

razlicite, dok su vrednosti za jetru i skrge vise u odnosu na vrednosti dobijene sa Uvca i
znacajno su razlicite.

3
24t oomedlza [ ] zsnrsn | omeeq ez dketremain 0 mediera [ ] 25275 ] oseg ber ewiemnn b
umednost] wrednostl
2
b b
20
18
18 2
14
= S
2 a a a
10
g 1
-]
a a
4
i | |
o o
kv jetra skrge kv jetra gkrge

Slika 4.2. Ostecenje molekula DNK (TI, OTM), Garasi
a i b — statisticki znacajne razlike izmedu krvi, jetre i skrga
razli¢ito slovo - statisticki zna¢ajna razlika (Mann-Whitney U test)

4.2.2.2. Koncentracije metala i metaloida u tkivima

Analiza 12 metala i metaloida kod 5 jedinki klena iz novembra 2011. godine sa
Garasa radena je u 4 tkiva: jetra, miSi¢, Skrge 1 gonade. Srednje vrednosti koncentracija
elemenata su prikazane u Tabeli 4.7. VVrednosti elemenata za pojedinacne jedinke date
su u Prilogu (Tabela 7).

U tkivima sa Garasa zapazamo da su najviSe koncentracije ve¢ine metala i
metaloida nadene u Skrgama, sa izuzetkom Hg koja je bila najviSa u misi¢ima, dok su

As, Cu i Mo bili najvisi u jetri.

Tabela 4.7. Koncentracije metala i metaloida u misi¢u, $krgama, gonadama i jetri klena, Garasi

Garasi misic Skrge gonade jetra
Al 0,08+0,03 146,76 £248,29 0,14+0,18 6,22 +13,78
As 0,5+0,28 ND ND 0,61+0,32
B ND 1,61** 0,14 + 0,06 0,19**
Ba 0,03+0,01 7,13+2,43 0,02+ 0,00 ND
Cr 0,02 +0,01 0,23+0,32 0,01 +0,01 0,04 +0,07
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Cu 1,31+ 0,62 1,29 + 0,66 6,01+1,03 10,51+5,82
Fe 76+523  255,43+326,18 53,26 +18,15 44,24 + 34,36
Hg 1,95+ 0,42 1,33* 0,91 +0,06 1,35+0,17
Mn 0,31+0,09 40,64 +38,44  2620+7,34  2,07+0,49
Mo 0,04 £0,02 0,14+0,10 0,14 +0,03 0,27 +0,14
Sr 0,23 +£0,07 50,66 + 12,3 0,48 + 0,06 0,11 +0,06
Zn |16,62+10,43 266,14 +43,32 98,44 +18,14 29,63 +4,87

Koncentracije izraZene u pg/g suve tezine u uzorcima klena (srednja vrednost + SD); ND — ispod granice

detekcije *detektovano u jednoj jedinki, ** detektovano u dve jedinke

Koncentracije elemenata za Cd, Pb, Hg, As iskazane kao ug/g vlazne mase su

prikazane za misi¢ radi poredenja sa MDK vrednostima (Tabela 4.8).

Tabela 4.8. Koncentracije elemenata u mii¢u (izraZene u ug/g vlazne tezine) u uzorcima klena sa Garasa,
ND — ispod granice detekcije

‘ Cd Pb Hg As

srednja vrednost = SD ‘ ND ND 0,52+0,09 0,14 +£0.08

oznac¢eno crveno - koncentracije prelaze MDK

Koncentracija Hg u miSi¢u je u okviru granice maksimalno dozvoljenih
koncentracija u ribljem mesu, sa obzirom na to da je granica 0,5 - 1 pg/g vlazne mase, u

zavisnosti od vrste ribe.
4.3. Pestan i Beljanica
4.3.1. Fizicko-hemijske i mikrobioloske analize

Rezultati fizicko-hemijske analize vode potvrduju povecane koncentracije
primarnih nutrijenata, koje uglavnom odgovaraju Il i 1V klasi kvaliteta voda (Tabela
4.9). Rastvoreni kiseonik varira od | do V kategorije na obe reke, gde su najnize
vrednosti zabelezene u julu i septembru kada su i temperature vode bile najvise. pH
vrednost odgovara vrednostima za III 1 IV klasu ekoloskog statusa. Amonijum je na

Beljanici tokom sezone varirao od Il do 1V klase, sa najvisim vrednostima u martu (pet
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puta vece od dozvoljenih), dok je na Pestanu takode bio najvisi u martu (tri puta vece od
dozvoljenih) i tokom sezone se kretao u opsegu od | do IV kategorije. Nitrati su na
Beljanici varirali od | do Il kategorije, a bili najvisi u maju, dok su na Pestanu varirali
od | do IV Kkategorije sa najvisim vrednostima u novembru (dva puta vece od

dozvoljenih). Ukupni fosfor je na obe reke varirao od Il do 1V klase.

Tabela 4.9. Fizi¢ko-hemijski parametri a) Pestan i b) Beljanica

a)
Pestan Jed. 2011. 2012.
Datum uzorkovanja dm. | 02.09. | 14.10. | 08.11. | 08.12. | 27.12. 30.3. 2404, | 2105 | 13.07. | 27.08. | 12.09. | 28.09.
Temperatura vode °C 24,90 13,40 13,00 4,30 3,90 12,10 18,80 16,70 24,90 23,10 19,30 22,60
Rastvoreni kiseonik mg/L 7,90 10,50 11,00 11,00 | 12,51 12,83 7,47 7,29 6,30 6,62 5,90 8,90
Zasiéenost vode kiseonikom % 96,00 | 101,00 | 106,00 | 87,00 | 93,40 | 119,80 | 83,20 82,00 77,00 78,00 68,00 | 102,20
Koncentracija H* jona pH 8,00 8,10 8,40 8,10 7,85 7,32 9,20 8,10 7,90 8,20
Konduktivitet mg/L 381,60 | 436,00 | 580,00 | 670,00 | 541,00 | 750,00 | 483,00
Amonijum (NH4-N) mg/L 0,10 0,04 0,80 0,92 0,98 0,61 <0,05 <0,05 0,14 0,47
Nitriti (NO2-N) mg/L 0,01 0,01 0,02 0,31 0,07 0,13 0,04 0,02 0,01 0,04
Nitrati (NO3-N) mg/L 0,10 0,40 6,00 1,80 1,34 1,38 1,40 <0,5 0,60 0,12
Ukupni fosfor (P) mg/L 0,20 1,80 0,12 0,08 0,15
Fosfati (PO4) mg/L _ 1,09 0,26 0,29
b)
Beljanica Jed. 2011. 2012.
Datum uzorkovanja dm. | 27.12. | 24.02. 30.03. 24.04. 14.05. 24.05. 16.07. 27.08. 12.09. 28.09.
Temperatura vode °C 4,50 2,20 11,30 20,20 12,20 17,06 22,50 25,20 18,40 22,30
Rastvoreni kiseonik mg/L 10,72 8,11 10,71 9,48 6,10 7,73 3,00 5,34 2,44 8,48

Zasiéenost vode kiseonikom % 81,20 58,80 98,30 105,60 57,00 81,50 36,00 64,90 28,00 100,80

Koncentracija H* jona pH 6,69 6,67 8,46 8,00 8,00 7,80
Konduktivitet mg/L 345,80 | 421,00 | 409,00 | 650,00 | 462,00 | 590,00 | 620,00 | 630,00 | 543,00
Amonijum (NH4-N) mg/L 1,32 1,62 0,87 0,87 1,28 0,12 0,12 0,34
Nitriti (NO2-N) mg/L 0,08 0,20 0,07 0,15 0,47 <0,002 0,07 0,17
Nitrati (NO3-N) mg/L 1,30 2,78 2,80 1,00 4,27 <0,5 1,40 1,64
Ukupni fosfor (P) mg/L 0,22 0,38 0,12
Fosfati (PO4) mg/L 0,90 <0,2 0,45 0,57 0,83

Za analize mikrobioloskih parametara na Pestanu voda je uzorkovana tokom 7

meseci, a na Beljanici je uzorkovana tokom 9 meseci (Tabela 3.6 - Materijal i metode).
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Prema broju ukupnih i fekalnih koliforma, fekalnih enterokoka kao i aerobnih

mezofila kvalitet reka Pestan i Beljanica je tokom godine varirao od | - 11l klase voda

(Tabela 4.10). U martu je na obe reke bio najve¢i broj ukupnih koliforma. Fekalni

koliformi su bili najbrojniji u martu i aprilu na PeStanu, a u februaru, martu i aprilu na

Beljanici. Broj aerobnih mezofila bio je najve¢i tokom marta na PeStanu, a tokom

februara i avgusta na Beljanici. Indeks F/E je bio >4 u 9 od 15 uzoraka sa obe reke, Sto

generalno ukazuje na antropogeno poreklo zagadenja tokom svih uzorkovanih meseci.

Indeks O/H je u vecini uzoraka (u 9 od 14) bio < 1, §to ukazuje na loSu sposobnost

samoprecis¢avanja reka Pestan i Beljanica. Prema klasifikaciji po Kohlu (1975) 1 PeStan

i Beljanica su se kretale od | do 11 klase.

Tabela 4.10. Mikrobiolo$ki parametri na a) Pestanu i b) Beljanici

a)
broj bakterija u 100 mL broj bakterijau 1 mL
Pestan ukupni fekalni fekalne aerobni aerobni
2011/2012 koliformi koliformi | enterokoke | mezofili | heterotrofi | oligotrofi heterotrofi
oktobar 20000 2350 110 * 4200 780 1768
novembar 11280 480 170 300 430 1032 408
decembar 7600 240 80 360 1140 866 1034
mart 53600 5300 2100 2000 7000 2100 3600
april 10480 8760 80 * 7400 3480 2184
avgust 3640 570 30 900 200 70 150
septembar 890 730 70 2400 7400 * 1540
* uzorci nisu bili brojivi
b)
broj bakterija u 100 mL broj bakterijau 1 mL
Beljanica ukupni fekalni fekalne aerobni aerobni
2011/2012 | koliformi koliformi enterokoke | mezofili | heterotrofi | oligotrofi | heterotrofi
oktobar 20000 41 11 500 590 43 464
novembar 20000 628 596 280 400 972 176
decembar 388 36 1 85 2015 582 1204
februar 10400 8600 280 2700 25000 3140 3750
mart 91200 8600 0 * 3000 4900 5000
april 7040 7600 10 * 4280 2544 828
maj 4440 60 50 2000 10300 4580 6110
avgust 6280 1280 10 3100 9300 3970 3150
septembar 790 710 10 1000 10800 * 2460

* uzorci nisu bili brojivi
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4.3.1.1 Integrisani odgovor biomarkera (IBR)

Mikrobioloski indikatori su ¢esto korisceni pokazatelji stanja vode pod uticajem
polutanata i opsteg sredinskog stresa vodenih ekosistema. IBR metodom se u ovom
slucaju integrisu odgovori mikrobioloskih indikatora. Kako su uzorkovanja za
mikrobioloske analize na Pestanu radena tokom 7 meseci, a na Beljanici tokom 9
meseci, IBR metoda je imala za cilj bolje sagledavanje odnosa mikrobioloskih
parametara tokom sezone na obe reke. Vizuelni prikaz rezultata IBR metodom dao je
jasan uvid u minimalne i maksimalne vrednosti svakog od indikatora fekalnog i
organskog zagadenja tokom razli¢itth meseci uzorkovanja na PeStanu (Slika 4.3) 1
Beljanici (Slika 4.4). Ocigledno je variranje mikrobioloskih parametara tokom razli¢itih
sezona. Na obe reke se uocava trend porasta mikrobioloskih parametara tokom
proleé¢nih meseci, na PeStanu najvise tokom marta meseca, dok na Beljanici pocinje od

februara, opada u aprilu, pa ponovo raste u maju.
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Slika 4.3. IBR vrednosti mikrobiolo§kih parametara na reci Pestan
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Slika 4.4. IBR vrednosti mikrobioloSkih parametara na reci Beljanica
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4.3.2. Analize ostecenja DNK molekula i koncentracije elemenata u tkivima

Oste¢enje DNK molekula u tkivima klena pra¢eno je od oktobra 2011. do
septembra 2012. godine, na 28 jedinki klena uzorkovanih tokom 8 meseci na Pestanu i
na 37 jedinki klena uzorkovanih tokom 10 meseci sa Beljanice. Prose¢na duzina i tezina
jedinki na Pestanu bila je 21,98 + 6,76 cm i 143,56 + 126,46 g, a na Beljanici 23,53
7,66 cm i 182,99 *+ 203,38 g. Za analizu o$te¢enja DNK molekula koris¢ene su sve
jedinke, dok su za analizu metala i metaloida koris¢ene sve jedinke, osim 3 jedinke sa

Pestana iz oktobra 2011. godine, kao i 1 jedinke sa Beljanice iz februara 2012. godine.

4.3.2.1. Oste¢enje DNK molekula

Pre koris¢enja suspenzije celija za pracenje oSte¢enja DNK molekula, bitno je
odrediti vijabilnost ¢elija. Ovom procedurom se iskljucuju lazno pozitivni rezultati
ostecenja DNK koji bi potencijalno potekli od apoptoti¢nih i nekroticnih ¢elija u
visokom procentu. Ovi testovi su obavezni u analizama tretmana celija test
supstancama. lako u nasoj studiji nije bilo tretmana, pravljenje suspenzija celija iz
¢vrstih tkiva je potencijalno moglo dovesti do takvog oStecenja.

Vijabilnost celija je radena za tkiva uzorkovana sa PeStana 1 Beljanice od
februara do septembra 2012. godine. Krv je dala najviSu vijabilnost, u proseku za
Beljanicu 91%, a za Pestan 98%. Skrge su takode imale visok procenat vijabilnih éelija,
na Beljanici 84%, a na PeStanu 86%. Jetra je imala najnizu vijabilnost, oko 70 % na obe

reke (Tabela 4.11).
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Tabela 4.11. Vijabilnost éelija krvi, jetre, $krga uzorkovanih na Beljanici (a) i Pestanu (b)

a)
Vijabilnost (%)
Beljanica 2012. god

krv jetra Skrge

februar 86,60 70,20 87,00

mart 81,50 68,00 63,00

april 99,50 76,25 87,50

maj 95,50 78,00 97,25

jul 90,50 55,00 87,00

avgust 95,00 84,00 97,33

septembar 89,33 60,33 71,33

srednja vrednost 91,13 70,25 84,35

b)
Vijabilnost (%)
Pestan 2012. god

krv jetra Skrge

mart 80,40 58,00 83,25

april 91,00 85,67 81,00

jul 85,50 78,50 85,00

avgust 92,50 70,00 94,00

septembar 92,67 59,00 85,67
srednja vrednost 88,41 70,23 85,78

Ostec¢enje DNK molekula praceno je na krvi, jetri i Skrgama, a srednje mesecne
vrednosti ostecenja DNK molekula su prikazane preko Tl i OTM. Analiza ostecenja
DNK molekula komet testom pokazala je variranje u odgovoru izmedu krvi, jetre i
Skrga na obe reke, Pestan i Beljanica, tokom sezone 2011/2012 gledano iz ugla oba
parametra, OTM i TI (Slika. 4.5).
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*statisticki znaCajne razlike izmedu reka u okviru meseca uzorkovanja (Mann-Whitney U test)
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Slika 4.5. Ostecenje molekula DNK (TI, OTM) Pestan i Beljanica
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Rezultati

Na Slici 4.5 se jasno vide oscilacije u ostecenju DNK molekula tokom sezona sa
tim da je tokom najtoplijih meseci (avgust, septembar) smanjeno ostecenje za sva tri
tkiva, a da se tokom proleca (april, maj) i jeseni (oktobra i novembra) ostecenje
povecalo, posebno za skrge. Postojala je znacajna razlika izmedu meseci sa najvecom
temperaturom vode (avgust i septembar) i drugih meseci. Prema rezultatima krv ima
nizi stepen o$te¢enja DNK u odnosu na jetru i Skrge. Ostecenje na celijama krvi je
tokom godine bilo najviSe u novembru na PeStanu, a u aprilu na Beljanici. OStecenje na
¢elijama jetre je bilo najviSe u decembru i julu na PeStanu, a u februaru i aprilu na
Beljanici. Osteéenje na ¢elijama $krga je bilo najvise tokom oktobra i jula na Pestanu, a
tokom maja i februara na Beljanici.

Razlike izmedu reka su pokazane samo u aprilu za krv i novembru i decembru
za jetru. Najvisi nivo osteenja DNK u krvi je otkriven u aprilu i novembru. Skrge su
imale najveci stepen oSte¢enja u februaru i maju, dok je jetra dostigla najvi§i nivo
oste¢enja DNK u decembru i februaru. Prema svim ispitivanim parametrima, znac¢ajna

korelacija je primecena izmedu reka PeStan i Beljanica za svako tkivo i parametar
(Tabela 4.12).

Tabela 4.12. Koeficijenti korelacije izmedu reka Pestan i Beljanica po tkivu i parametru (Pearson-ov test

korelacije)
tkivo/parametar | r (koeficijent korelacije)

krv Tl 0,86

krv OTM 0,66
jetra Tl 0,89
jetra OTM 0,86
Skrge TI 0,94
Skrge OTM 0,87

Za rezultate poredenja sa referentnim lokalitetom Uvac koris¢ene su jedinke iz
istih meseci/sezona uzorkovanja sa datih lokaliteta. Sa Uvca su su kori§éeni rezultati 7
jedinki iz oktobra 2011. godine. Sa PesStana su uzeti rezultati 7 jedinki iz oktobra i
novembra 2011. god. Sa Beljanice je takode uzeto 7 jedinki iz oktobra i novembra 2011
godine. Analize poredenja oste¢enja DNK u ¢elijama krvi, jetre i Skrga klena sa PeStana

pokazale su da su oSte¢enja u svim tkivima znacajno visa u odnosu na tkiva sa Uvca za
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oba parametra. Takode su oStecenja u krvi, jetri i Skrgama sa Beljanice bila znacajno

visa u odnosu na ostecenja istih sa Uvca kod oba parametra.

4.3.2.1.1. Rangiranje parametara za procenu osteéenja DNK metodom SRD

Cilj ove metode bio je da se utvrdi koji od postojecih parametara su
najpouzdaniji za procenu genotoksi¢nosti vodnih tela. Za analizu su korisc¢eni rezultati
dobijeni na klenu (ukupno 34 jedinke), odnosno jedinkama koje su koris¢ene u
dosadasnjim analizama, sa Pestana (7 jedinki), Beljanice (3 jedinke), sa rezervoara
Garasi (5 jedinki) i Uvca (11 jedinki), kao i jedinke prethodno uzorkovane tokom juna i
jula 2011. godine sa reka Bubanj Potok (4 jedinke) i Kolubare (4 jedinke) (Tabela 1,
Prilog). Podaci su dobijeni analizom kometa celija jetre (1), Skrga (g) i eritrocita (e).
Rangirani parametri su slede¢i: duzina repa (), TI (i), kao i OTM (m). Kombinacijom
¢elija 1 parametara dobija se 9 rankiranih (r) parametara: rll, rli, rlm, rgl, rgi, rgm, rel,

rei, rem (Slika 4.6).
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Slika 4.6. SRD test rezultati. Y osa-leva strana i
X 0sa—SRD vrednosti; Y o0sa, desna strana — relativne frekvencije
za teorijsku distribuciju nasumic¢nih brojeva
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SRD procedura je pokazala da su OTM (m) i TI (i) jednako dobri parametri, tacnije
vrednosti SRD su bile manje za ova dva parametra nego za duzinu repa komete (1).
Prema rezultatima ,,rel” je najmanje pouzdan parametar. Rezultati su pokazali da su

Skrge 1 jetra, kao 1,,OTM*“ 1, TI (rgi, rlm, rgm, rli) najbolje rangirani parametri.

4.3.2.2. Koncentracije metala i metaloida u tkivima

Analiza 14 metala i metaloida radena je u 4 tkiva klena: jetra, misi¢, Skrge i
gonade.

Koncentracija elemenata je izraZzena na pg/g suve mase tkiva za svaku jedinku
pojedina¢no po analiziranom tkivu (jetra, misi¢, $krge i gonade), kao i srednje vrednosti
za svaki mesec uzorkovanja (Tabele 9-13, 15-19 Prilog). U tabelama 4.13 i 4.15
prikazane su srednje vrednosti koncentracija metala i metaloida po sezonama tokom
2011/2012. godine u misi¢u, skrgama, gonadama i jetri u uzorcima klena sa Pestana i
Beljanice. Pored ovog uradena je i PCA analiza koncentracije ovih elemenata tokom
sezona za svako tkivo pojedinacno (Slike 4.7, 4.8). Dodatno su i koncentracije
elemenata za Pb, Cd, Hg i As iskazane kao pg/g vlazne mase za misi¢ radi poredenja sa
MDK vrednostima (Tabele 4.14, 4.16).

U Tabeli 4.13 prikazane su srednje vrednosti koncentracija metala i metaloida
tokom jeseni i zime 2011. godine kao i tokom proleca i leta 2012. godine sa Pestana. Za
sezonu jesen su koriséene jedinke iz oktobra i novembra, za zimu jedinke iz decembra,
za prolece jedinke iz marta i aprila, dok su za leto koris¢enje jedinke iz jula, avgusta i
septembra.
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Tabela 4.13. Koncentracije metala i metaloida u misic¢u, skrgama, gonadama i jetri (izrazene u pg/g suve

tezine) u uzorcima klena (srednja vrednost + SD) sa Pestana po sezonama tokom 2011/2012; ND - ispod

granice detekcije, - analize nisu radene *detektovano u jednoj jedinki, ** detektovano u dve jedinke

2011. god. 2012. god.
JESEN ZIMA PROLECE LETO
Al
misié 0,09 £ 0,032 15,2 £ 11,562 13,77 £ 17,792 15,77 £ 21,752
Skrge 22,03 £ 30,472 25,71 £ 17,892 22,91 + 30,372 50,86 + 59,182
gonade 1,06 +1,42 _ 29,23 £ 59,712 7,04 £ 10,362
jetra 0,11 £ 0,052 _ 15,19 £ 11,412 20,41 + 25,692
B
misic¢ ND ND ND ND
Skrge 0,36 £ 0,14 ND ND 1,02; 0,27**
gonade 0,17 £ 0,072 _ 29,23 £ 59,712 7,04 £ 10,362
jetra 0,31 £ 0,362 _ ND 0,33 +1,082
As
misié ND 1+1,072 0,13 £0,082 0,46 £ 0,392
Skrge ND 181 +2,78? 0,19 £ 0,052 0,67 £0,672
gonade 0,33 + 0,312 B 0,48 + 0,542 3,79+2,3°
jetra ND _ 0,51 £0,642 0,89 £0,872
Ba
misic¢ 0,62 £ 0,292 0,63+ 0,102 1,13 £0,59? 1,3£0,762
Skrge 18,55 + 5,76% 15,16 + 3,392 23,27 £ 8,732 23,62 £ 8,462
gonade 1,8 +0,932P _ 2,06 + 1,882 12,09 + 7,43°
jetra ND 3 0,05* 0,12 +0,25
Cr
misic¢ 0,02 £ 0,012 0,05+ 0,012 0,1+£0,072 0,18 + 0,252
Skrge 0,14 =+ 0,092 0,94 + 0,56° 0,64 +0,16° 0,79 +0,28°
gonade 0,01 £0,012 _ 0,11 +0,13° 0,24 +0,24°
jetra 0,03 +0,012 _ 0,20 + 0,12 0,42 +0,28°
Cu
misié 0,89 £ 0,192 1,45 + 0,042 0,98 + 0,212 1,75+ 1,272
Skrge 1,96 + 0,952° 2,64 +0,87%P 1,99 £ 0,612 3,56 +1,45°
gonade 4,38 +2,122 _ 2,23+ 0,852 4,5+ 3,09
jetra 18,65 + 16,622 _ 24,71 £ 16,32 34,48 £ 15,452
Fe
misié 7,06 £1,742 10,21 £ 1,028 8,34 £ 4,002 10,99 £ 4,462
Skrge 90,73 £ 30,152 101,7 £ 4,062 91,69 + 20,772 203,03 £ 175,772
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gonade 58,72 +17,41° _ 44,84 + 46,242 59,1 + 26,372
jetra 128,05 + 102,69? _ 302,98 + 248,46° 316,85 + 220,42°
Hg
misié 1,78 £ 0,292 0,94 +0,21° 0,99 +0,36° 0,88 + 0,26°
Skrge 1,28 + 0,272 0,85 + 0,522P 0,57 £0,12° 0,85 * 0,26*°
gonade 1,29 £ 0,342 _ 0,47 +0,08° 1,00 + 0,35%
jetra 1,01 +0,282° _ 0,69 + 0,182 1,15 +0,23°
Mn
misié 0,79 £0,29? 0,89 + 0,212 0,83 + 0,462 1,04 £ 0,342
Skrge 22,662 14,92 + 3,862 19,27 + 8,462 25,22 +11,37°
gonade 10,05 + 10,442 _ 14,79 + 23,82° 2,61 + 1,882
jetra 2,60 + 0,842 _ 5,62 +1,512 7,41 + 2,65°
Mo
misié 0,03 +£0,03? 0,14 + 0,082 0,25 +0,122 0,33 £ 0,282
Skrge 0,03+ 0,032 2,26 +1,96° 1,60 +0,4° 2,05 +0,68°
gonade 0,16 £0,01? _ 0,10 +£0,18? 0,10 +£0,10?
jetra 0,71+£0,42° _ 0,40+£0,41° 0,76 £0,35?
Ni
misié ND 0,07 + 0,052 0,04 £0,012 0,37 £0,91°
Skrge 0,84 +1,65° 0,16 + 0,132 0,10 + 0,052 0,54 +£0,73?
gonade 0,04 £0,01° _ 0,13 £ 0,242 0,15 +0,09?
jetra 0,07 £0,13? _ 0,08 + 0,042 0,22 +0,172
Pb
misi¢ ND 0,35* 0,21 + 0,322 0,10+ 0,172
Skrge ND ND ND 0,39+£0,79
gonade ND _ 0,27 + 0,28 6,15*
jetra ND _ 0,31+£0,25 1,14*
Sr
misi¢ 1,61 +0,42° 2,11+1,12? 2,03 £ 1,942 3,06 £ 2,782
Skrge 66,42 £ 14,75° 57,98 £ 16,62° 95,95 + 29,82 86,46 + 22,017
gonade 0,41 + 0,082 _ 0,62 + 0,632 1,34 +1,88°
jetra 0,150,072 _ 0,53 + 0,322P 0,60 +0,33°
Zn
misié 32,57 + 8,892 60,56 + 9,24° 63,08 + 12,77° 74,36 + 13,85°
Skrge 197,67 + 43,29%P 246,23 + 58,720 210,57 + 46,192 307,24 + 86,60°
gonade 194,46 + 51,7%° _ 93,50 + 35,777 481,16 + 257,48°
jetra 51,36 + 21,35% 100,14 + 26,27%P 117,93 + 39,71°

razli¢ito slovo-znacajna razlika (markirano)
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PCA analiza koncentracije 14 elemenata tokom 4 sezone (jesen, zima, prolece,
leto) pokazala je da se jedinke sa PeStana uzorkovane tokom jeseni grupiSu po veéim
vrednostima za koncentracije Hg u misi¢u (Slika 4.7a). Kod sva tri tkiva je pokazano
grupisanje vecih koncentracija elemenata tokom leta (Slika 4.7 a, b, ¢, Tabela 4.13).
Znacajne razlike u koncentracijama elemenata u razliCitim sezonama su nadene kod As,
Ba (gonade), Cr, Mn i Sr (jetra), Mo (Skrge), Hg i Zn (u svim analiziranim tkivima)
(Tabela 4.13). Pokazana je razlika izmedu sezone jesen u odnosu na druge sezone u
akumulaciji Hg 1 Zn u miSi¢u i Cr 1 Mo u Skrgama (Tabela 4.13). Takode je pokazana
razlika izmedu sezone proleéa i leta u akumulaciji Cu i Zn u Skrgama, kao i As, Ba, Hg i
Zn u gonadama i Hg i Mn u jetri (Tabela 4.13). Pored ovoga pokazana je i razlika
izmedu proleca 1 jeseni u akumulaciji Hg u Skrgama i gonadama, kao i izmedu leta i

jeseni u akumulaciji Cr, Sr i Zn u jetri (Tabela 4.13).
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(b) jetra

Biplot of Pestan.xls,
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Slika 4.7. PCA analiza koncentracije elemenata u misi¢ima (a), jetri (b) i $krgama (c) tokom 4 sezone na

Pestanu
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Kanonijska diskriminantna analiza (Slika 4.8) je u odnosu na ukupni sadZaj
elemenata u tkivima ukazala na visok stepen diferencijacije skrga u odnosu na druga

tkiva. Pored ovoga, vidi se delimi¢no preklapanje kod misic¢a, gonada i jetre.

misi¢
skrge

[e]
u]
<&
A

Root 2

12

Slika 4.8 Rezultati kanonijske diskriminantne analize, primenjene na koncentracijama metala i metaloida
u Cetiri ispitivana tkiva (elipse pokazuju 95% intervale pouzdanosti) na Pestanu

Koncentracija elemenata ne prelazi maksimalno dozvoljene koncentracije

propisane za riblje meso, odnosno misi¢, sem Pb za mart (Tabela 4.14).
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Tabela 4.14. Srednje vrednosti +SD koncentracija elemenata u misi¢u (izrazene u ug/g vlazne tezine) u

uzorcima klena sa Pestana, ND — ispod granice detekcije *detektovano u jednoj jedinki

Cd Pb Hg As

oktobar ND ND 0,32* ND

novembar ND ND 0,44 + 0,05 ND
decembar ND 0,09* 0,22 £0,03 0,22 £ 0,22
mart ND 0,11+ 0,09 0,18 £ 0,07 0,04 +0,02
april ND ND 0,33+ 0,05 0,02 £ 0,00
jul ND 0,06 + 0,04 0,16 £ 0,04 0,17+0,10
avgust ND ND 0,20 + 0,04 0,05+ 0,08
septembar ND ND 0,23+0,11 0,08 + 0,05

U Tabeli 4.15 su prikazane srednje vrednosti koncentracija metala i metaloida

tokom jeseni i zime 2011. godine kao i tokom proleca i leta 2012. godine sa Beljanice.

Za sezonu jesen su koriS¢ene jedinke iz oktobra i novembra, za zimu jedinke iz

decembra i februara, za prolece jedinke iz marta, aprila i maja, dok su za leto koriS¢enje

jedinke iz jula, avgusta i septembra.

Tabela 4.15. Koncentracije metala i metaloida u misi¢u, skrgama, gonadama i jetri (izrazene u pug/g suve

tezine) u uzorcima klena (srednja vrednost = SD) sa Beljanice po sezonama tokom godine 2011/2012;

ND- ispod granice detekcije *detektovano u jednoj jedinki, ** detektovano u dve jedinke

2011. god. 2012.god.
JESEN ZIMA PROLECE LETO
Al
misié 1,11 + 2,252 9,35+10,932 7,76 £ 11,242 8,77 £10,23?
Skrge 17,31 £ 23,532 15,62 + 15,492 31,88 +21,10? 40,45 * 65,62°
gonade 7,23 £5,29° 11,74 £ 22,192 20,40 + 18,06° 10,09 + 12,782
jetra 1,23 +1,652 394+261° 17,90 + 23,18 2,25 +5,40°
B
misié 0,05 + 0,042 0,18 + 0,262 ND ND
Skrge 0,63+0,13% 0,07 £0,19? ND ND
gonade 0,23 £0,032 0,16 + 0,262 0,04 £0,122 0,08 £ 0,222
jetra 0,71+£0,53 0,03+0,08 ND ND
As
misié 0,26 +0,26* 0,20 £ 0,19° 0,59 £1,212 0,45 +0,632
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Skrge 0,08 £ 0,222 0,22 £ 0,29 0,35+0,42% 0,29 £0,132
gonade 1,00 +0,67¢ 0,82 +1,19 2,30 £ 2,36° 1,52 £ 2,20?
jetra 0,05 +0,112 0,13+0,072 0,71+£0,832 0,86 £ 0,822
Ba
misié 0,18 + 0,142 1,69 + 3,227 0,7 £0,59° 0,62 £0,26%
Skrge 10,14 £ 2,032 15,97 + 2,59° 11,80 + 3,54¢ 14,69 + 3,47°¢
gonade 1,31 +0,62° 1,40 £ 1,20? 2,31 £ 2,452 2,44 + 2,462
jetra 0,02 £ 0,022 0,04 £ 0,112 0,17 £ 0,342 0,05+0,11°
Cr
misi¢ 0,02 £ 0,022 0,26 +0,20° 0,07 £ 0,072 0,06 + 0,082
Skrge 0,44 £0,432 0,96 + 0,822 0,64 £ 0,222 0,69 +£0,33?
gonade 0,07 £0,03* 0,24 £ 0,15 0,08 £0,07° 0,26 £ 0,542
jetra 0,03+0,02° 0,18 +0,18* 0,14 £0,12° 0,15+0,16°
Cu
misié 1,64 £0,542 1,43+£0,702 2,21 +2,27% 1,19+ 0,332
Skrge 2,42 + 0,443 2,24 +£0,5622 2,51 + 0,352 2,98 +0,79°
gonade 6,87 £1,032 5,23 + 3,63 2,94 +137° 8,64 £ 5,982
jetra 22,01 £9,092 32,03 + 16,63 28,72 + 11,69? 45,46 + 14,09°
Fe
misi¢ 7,62 +3,16° 17,62 + 23,91° 11,50 + 8,32* 11,13 +6,42*
Skrge 83,97 £ 19,362 99,40 + 19,222 106,64 + 32,92 115,74 £ 50,97°
gonade 54,64 + 4,52* 51,88 £ 12,242 51,76 + 47,182 65,51 + 28,512
jetra 198,35+ 159,192 190,85+ 103,24% 202,18 +96,37% 390,69 + 235,292
Hg
misié 1,03+ 0,192 0,53+0,18° 0,54 +0,15° 0,64 +0,16°
Skrge 0,75+0,52* 0,48 £0,18* 0,64 £0,21° 0,75+0,26°
gonade 0,77 £0,05% 0,44 £0,21% 0,58 £ 0,40 0,48 £ 0,22
jetra 0,46 £ 0,412 0,41 +0,252 0,62 £ 0,222 1,03 £ 0,30°
Mn
misi¢ 0,77 £0,39* 1,97 +3,172 1,12 +0,332 1,01 +£0,232
Skrge 26,70 +9,11° 18,84 +6,98° 25,00 + 7,542 31,46 £ 14,622
gonade 40,06 + 7,532 17,23 +21,393P 2,39 +1,52b 17,11 + 16,902P
jetra 4,71+£1,14° 4,71+1,07° 9,21+491% 9,21+ 4,322
Mo
misié 0,07 £0,08*2 0,18 £0,23% 0,15+0,12° 0,19+0,14°
Skrge 0,24 £0,112 1,09 £0,19° 1,51 +0,28° 2,09 £0,67°
gonade 0,18 +£0,082 0,30+£0,34% 0,06 £0,052 0,23+0,26°
jetra 0,94 £ 0,30 0,53+0,38* 0,16 £0,18° 0,83+1,38°
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Ni
misi¢ 0,01 +0,032 0,37 £ 0,63 0,25+0,71° 0,05+0,04°
Skrge 0,10+0,10° 0,12+0,11% 0,10+£0,04¢° 0,18+0,16°
gonade 0,03+0,02° 0,20 £0,36* 0,07 +£0,04% 0,12+0,17%
jetra 0,09+0,16° 0,07 £0,05* 0,11+0,04¢° 0,09 +£0,07°
Pb
misi¢ ND 0,23+0,13? 0,22 £ 0,222 0,18 £ 0,122
Skrge ND 0,68 £ 0,43 0,25 +0,42% 0,37+£0,432
gonade ND 0,51 +0,38? 0,65 £ 0,35% 0,44 £ 0,242
jetra ND 0,69 1,07 0,74 £ 0,24 0,68+0,61°
Sr
misi¢ 1,80+0,812 17,96 + 36,51° 2,94 +1,36° 3,77 £ 2,382
Skrge 108,94 + 16,46 170,89 +26,80° 118,12 +26,36% 160,89 + 45,02°
gonade 1,01 £0,35%P 17,10 + 38,682 0,64 +0,37° 1,19 +£0,70°
jetra 0,48 +0,17* 2,45+ 3,82* 1,01+0,572 1,87 +2,40°
Zn
misi¢ 40,18 + 19,532 68,89 + 45,812 67,42 + 10,282 72,39+ 12,072
Skrge 206,68 + 64,38% 236,11 +54,922> 221,16 +39,31* 313,94 + 80,37°
gonade 162,39 £ 22,75 188,30 +97,89% 188,80 £ 135,30% 296,16 + 204,192
jetra 74,36 £15,77% 146,98 +75,61* 165,86 + 87,20 161,36 + 48,96

razli¢ito slovo-znacajna razlika (markirano)

PCA analiza akumulacije 14 metala tokom 4 sezone (jesen, zima, prolece, leto)
pokazala je da se jedinke sa Beljanice uzorkovane tokom jeseni grupiSu po veéim
vrednostima za koncentracije B u jetri i $krgama, kao i ve¢im koncentracijama Hg u
misicu (Slika 4.8). Znacajne razlike u koncentracijama elemenata u razli¢itim sezonama
su nadene kod Mn 1 Sr (gonade), Cu, Hg (jetra), Cr, Hg (misi¢), Ba, Cu, Mo, Sr, Zn
(Skrge) (Tabela 4.15). Pokazana je razlika izmedu sezone jesen u odnosu na druge
sezone u akumulaciji Hg u miSi¢u 1 Mo u Skrgama. Razlika izmedu leta i drugih sezona
je pokazana za akumulaciju Mo u Skrgama, kao i Hg u jetri. Takode je pokazana i
znacajno veca akumulacija Cr u miSi¢u tokom zime u odnosu na ostale sezone. Pored
ovoga, pokazana je i razlika izmedu sezone proleca i leta u akumulaciji Sr i Mo u
Skrgama, kao i Cu u jetri, kao i izmedu prolec¢a i jeseni u akumulaciji Hg u miSic¢u, Mo
u Skrgama i Mn u gonadama. Razlike u akumulaciji izmedu jeseni 1 zime su pokazane

za Ba, Mo i Sr u skrgama, dok su razlike izmedu jeseni i leta pokazane u akumulaciji
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Cu u jetri, Zn, Sr, Mo, Ba u skrgama. Razlika izmedu zime i proleéa je pokazana za

vrednosti Ba u Skrgama, kao i za Sr u Skrgama i gonadama, dok je razlika izmedu zime i

leta pokazana za vrednosti Ba, Cu i Mo u $krgama.
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Slika 4.9. PCA analiza koncentracije elemenata u misi¢ima (a), jetri (b) i Skrgama (c) tokom 4 sezone na

Beljanici

Kanonijska diskriminantna analiza (Slika 4.10) je u odnosu na ukupni sadZaj
elemenata u tkivima ukazala na visok stepen diferencijacije Skrga u odnosu na druga

tkiva. Pored ovoga, vidi se delimi¢no preklapanje kod misic¢a, gonada i jetre.
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Slika 4.10. Rezultati kanonijske diskriminantne analize, primenjene na koncentracijama metala i
metaloida u Cetiri ispitivana tkiva (elipse pokazuju 95% intervale pouzdanosti) na Beljanici

Koncentracija elemenata ne prelazi maksimalno dozvoljene koncentracije

propisane za riblje meso, odnosno misic¢ (Tabela 4.16).

Tabela 4.16. Srednje vrednosti + SD koncentracija elemenata u misic¢u (izrazene u pg/g vlazne tezine) u

uzorcima klena sa Beljanice, ND- ispod granice detekcije *detektovano u jednoj jedinki

Cd Pb Hg As

oktobar ND ND 0,21 £0,02 0,05*
novembar ND ND 0,25+0,03 0,09 £ 0,06
decembar ND 0,06 £ 0,03 0,16 £ 0,05 0,04 £0,05
februar ND 0,06 £ 0,02 0,11 +0,02 0,06 £ 0,06
mart ND 0,05 £ 0,02 0,11 +0,03 0,04 £0,03
april ND 0,17* 0,15+0,04 0,29 £0,42
maj ND 0,05+0,01 0,12 £ 0,02 0,04 £0,05
jul ND 0,05 +0,03 0,14 +£0,04 0,11+0,12
avgust ND 0,05+ 0,00 0,17 +£0,04 0,17 £0,26
septembar ND 0,05* 0,13+0,03 0,04 £ 0,03
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4.4, Korelacija izmedu nivoa oSteCenja DNK molekula i fizicko-hemijskih i

mikrobiolo$kih parametara

Korelacije izmedu nivoa oSte¢enja DNK, fizicko-hemijskih i mikrobioloskih
parametara radene su samo za lokalitete PeStan i Beljanica, jer su samo na pomenutim
lokalitetima uzorkovanja radena tokom viSe meseci.

Na Pestanu je utvrdena znacajna pozitivna korelacija izmedu NOs u vodi sa
stepenom oste¢enja DNK molekula u krvi i za Tl (r=0,76) i za OTM (r= 0,81) (Tabela
4.17a). Korelacija izmedu oStecenja DNK i mikrobioloskih parametara nije pokazana
(rezultati nisu prikazani). Negativna korelacija je pokazana izmedu svih tkiva (najvisa
za krv) i temperature vode. Korelacija izmedu parametara Tl i OTM je visoka i znacajna
za sva tkiva. Takode je pokazana i znacajna pozitivna korelacija izmedu krvi i jetre za
OTM (Tabela 4.17a). Sto se tice korelacije izmedu mikrobiologkih indikatora fekalnog
zagadenja i fizicko-hemijskih parametara, nije primecena znacajna korelacija (rezultati
nisu prikazani). Kada se porede mikrobioloski parametri jedni u odnosu na druge dolazi
do znacajne korelacije za veéinu parametara (Tabela 4.18a).

Na Beljanici nije uocena znacajna korelacija izmedu fizicko-hemijskih
parametara i vrednosti Tl i OTM (Tabela 4.17b). Korelacija izmedu oSteCenja DNK i
mikrobioloskih parametara nije primecena. Kao i na Pestanu, korelacija izmedu
parametara Tl i OTM je visoka i znacajna za sva tkiva. Takode je pokazana i znacajna
pozitivna korelacija izmedu jetre i $krga za TI i OTM (Tabela 4.17b). Sto se tice
korelacije izmedu mikrobioloskih indikatora fekalnog zagadenja i fizicko-hemijskih
parametara, nije primecéena znacajna korelacija (rezultati nisu prikazani). Visoka, ali ne
statisticki znacajna negativna korelacija je primecena izmedu ostecenja svih tkiva
(najvisa za jetru) i temperature vode (Tabela 4.17b). Kada se porede mikrobioloski
parametri jedni u odnosu na druge dolazi do znacajne korelacije izmedu TH 1 FC, O 1

AM kao i izmedu H i O (Tabela 4.18b).
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Tabela 4.17. Korelacije fizicko-hemijskih parametara sa oste¢enjem DNK (TI, OTM) u tkivima sa

(@)

Pestana (a) i Beljanice (b) (Pearson-ov test korelacije)

Pestan Tlkrv. OTMkrv  Tljetra OTMjetra TIskrge OTMskrge T°C Oz mgiL 0,% pH NH;N mgiL NO,Nmg  NO3N mgi
N=8 N=8 N=8 N=8 N=8 N=8 N=8 N=8 N=8 N=8 N=7 N=7 N=7
Tl krv 1,00 0,98 0,67 0,76 0,65 0,74 -0,65 0,53 0,31 0,10 0,33 0,21 0,76
OTM krv 0,98 1,00 0,63 0,73 0,60 0,69 -0,61 0,53 0,33 0,02 0,31 0,10 0,81
Tl jetra 0,67 0,63 1,00 0,99 0,68 0,68 -0,47 0,40 0,20 0,07 0,00 0,61 0,14
OTM jetra 0,76 0,73 0,99 1,00 0,65 0,67 -0,54 0,46 0,23 0,09 0,15 0,57 043
TI 8krge 0,65 0,60 0,68 0,65 1,00 0,98 -0,24 0,22 0,17 -0,06 -0,59 -0,29 -0,20
OTM skrge 0,74 0,69 0,68 0,67 0,98 1,00 -0,27 0,20 0,10 0,01 -0,46 -0,18 -0,03
T°C -0,65 -0,61 -0,47 -0,54 -0,24 -0,27 1,00 -0,90 -0,52 0,24 -0,63 -0,67 -0,41
O, mgi 0,53 0,53 0,40 0,46 0,22 0,20 -0,90 1,00 0,84 -0,44 0,69 0,38 0,38
O,% 0,31 0,33 0,20 0,23 0,17 0,10 -0,52 0,84 1,00 -0,40 0,54 -0,17 0,31
pH 0,10 0,02 0,07 0,09 -0,06 0,01 0,24 -0,44 -0,40 1,00 -0,13 -0,02 0,20
(b)
Beljanica Tlkrv. OTMkrv  Tljetra  OTMjetra TIskrge OTM skrge T°C Og mgiL 0,% NH;N mg.  NO,N mgi. NO3N mg/L
N=8 N=8 N=8 N=8 N=8 N=8 N=8 N=8 N=8 N=6 N=6 N=6
Tl krv 1,00 0,99 0,59 0,72 0,66 0,68 -0,39 0,12 -0,13 0,25 -0,34 0,00
OTM krv 0,99 1,00 0,50 0,65 0,56 0,61 -0,38 0,19 -0,06 0,29 -0,29 0,09
Tl jetra 0,59 0,50 1,00 0,98 0,76 0,71 -0,62 0,24 -0,07 0,08 -0,52 -0,40
OTM jetra 0,72 0,65 0,98 1,00 0,74 0,72 -0,67 0,26 -0,10 0,16 -0,52 -0,31
TI skrge 0,66 0,56 0,76 0,74 1,00 0,95 -0,33 -0,03 -0,18 0,06 0,07 0,03
OTM skrge 0,68 0,61 0,71 0,72 0,95 1,00 -0,38 0,15 -0,01 0,30 0,30 0,39
T°C -0,39 -0,38 -0,62 -0,67 -0,33 -0,38 1,00 -0,58 0,00 -0,74 -0,03 -0,06
O, mgiL 0,12 0,19 0,24 0,26 -0,03 0,15 -0,58 1,00 0,80 0,70 0,31 0,64
0,% -0,13 -0,06 -0,07 -0,10 -0,18 -0,01 0,00 0,80 1,00 0,33 0,33 0,65

Markirano crveno su vrednosti koje su statisti¢ki znacajne

Tabela 4.18. Korelacije mikrobioloskih parametara sa PeStana (a) i Beljanice (b) (Pearson-ov test

korelacije)

Pest TC FC FE TH o) H
estan N=6 N=6 N=6 N=6 N=6 N=6
TC 1,00 0,37 0,96 0,63 0,31 0,87
FC 0,37 1,00 0,33 0,93 0,94 0,73
FE 0,96 0,33 1,00 0,54 0,29 0,79
TH 0,63 0,93 0,54 1,00 0,85 0,91

o) 0,31 0,94 0,29 0,85 1,00 0,67
H 0,87 0,73 0,79 0,91 0,67 1,00
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b)
Beljanica T_C FE: F_E AE/I Tl-l 9 Ij
N=6 N=6 N=6 N=6 N=6 N=6 N=6
TC 1,00 0,01 0,57 -0,31 -0,27 -0,48 -0,56
FC 0,01 1,00 0,28 0,54 0,90 0,29 0,27
FE 0,57 0,28 1,00 -0,20 0,03 -0,16 -0,31
AM -0,31 0,54 -0,20 1,00 0,78 0,87 0,73
TH -0,27 0,90 0,03 0,78 1,00 0,65 0,66
@] -0,48 0,29 -0,16 0,87 0,65 1,00 0,92
H -0,56 0,27 -0,31 0,73 0,66 0,92 1,00

TC-totalni koliformi, FC-fekalni koliformi, FE-fekalne enterokoke, AM-aerobni mezofili, TH-aerobni
heterotrofi, O-oligotrofi, H-heterotrofi;

Markirano crveno su vrednosti koje su statisticki zna¢ajne

4.5. Korelacija izmedu nivoa oSteenja DNK molekula i koncentracije metala i

metaloida u tkivima

Korelacija izmedu nivoa oSte¢enja DNK molekula i koncentracije metala i
metaloida u tkivima je radena za sve lokalitete. Korelacije su radene za jetru i Skrge, jer
se u pomenutim tkivima uporedno radila i procena oste¢enja DNK (TI, OTM) kao i
detekcija metala 1 metaloida. Dodatno su uradene i1 korelacije izmedu metala unutar
svakog tkiva.

Vrednosti korelacija elemenata detektovanih u jetri i Skrgama sa oSte¢enjem
DNK (TI, OTM) u jetri i $krgama sa Uvca su prikazane u tabeli 19. U jetri, korelacija
izmedu TI 1 OTM sa elementima je pokazana samo izmedu OTM i Cr (Tabela 4.19a).
Sto se ti¢e §krga, korelacija izmedu TI i OTM sa elementima nije dostigla statisticku

znacajnost (Tabela 4.19b).
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Tabela 4.19. Korelacija elemenata detektovanih u jetri (a) i Skrgama (b) sa oSte¢enjem DNK (TI, OTM) u

jetri i 8krgama sa Uvca ( Pearson-ov test korelacije, N=7)

jetra Al B As Ba Cr Cd Cu Fe Hg Mn Mo Sr Zn

TI -046 -058 037 041 -015 -0,01 -0,22 -0,58 -0,48 -0,11 0,22 -0,38
OoT™M -0,23 -0,62 060 042 -083 -0,30 -0,11 -0,70 -0,22 -0,61 0,46 -0,58
b)

Skrge Al B As Ba Cr Cd Cu Fe Hg Mn Mo Sr Zn

TI 0,65 -0,28 -0,25 0,555 0,30 -043 016 -0,13 037 0,69 015 -0,34
OTM 0,20 -056 -0,52 0,66 0,67 -053 0,23 -0,16 0,58 0,37 0,08 -0,65

Korelacije izmedu elemenata unutar svakog tkiva sa Uvca su pokazale mali broj
pozitivnih i statisti¢ki znacajnih korelacija (Tabela 20, Prilog). Al i Mo su pozitivho
korelisali u misic¢u, $krgama i gonadama. Koncentracije Ba i Mn su pozitivno korelisale
u skrgama i gonadama. Vrednosti za B i As su pozitivno korelisale u mis¢ima i
Skrgama.

Vrednosti korelacija elemenata detektovanih u jetri i Skrgama sa oSte¢enjem
DNK (TI, OTM) u jetri i Skrgama sa GaraSa su prikazane u tabeli 4.20. U jetri
korelacija izmedu TI i OTM sa elementima je pokazana izmedu T1 i1 Mn, Mo i Sr, dok je
OTM pozitivno korelisao sa Hg (Tabela 4.20a). Sto se ti¢e §krga, korelacija izmedu TI i
OTM sa elementima nije dostigla statistiCku znacajnost (Tabela 4.20b).
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Tabela 4.20. Korelacija elemenata detektovanih u jetri (a) i Skrgama (b) sa oSte¢enjem DNK (TI, OTM) u

jetri i 8krgama sa Gara$a ( Pearson-ov test korelacije, N=5)

a)
jetra Al B As Ba Cr Cu Fe Hg Mn Mo Sr Zn
TI -0,06 0,83 -0,41 -0,05 -059 083 075 089 09 09 0,80
OoT™M -0,12 0,74 -0,14 -0,11 -054 0,72 09 0,88 075 0,80 0,66

b)
Skrge Al B As Ba Cr Cu Fe Hg Mn Mo Sr Zn
TI -0,82 -0,84 -0,67 -0,86 -0,46 -0,84 -0,06 -0,82 0,02 -0,08 -0,03
oT™M -0,79 -0,82 -054 -0,80 -0,29 -0,81 -0,17 -0,78 0,18 0,06 0,13

Korelacije izmedu elemenata unutar svakog tkiva sa GaraSa su pokazale mali
broj statisti¢ki znacajnih korelacija (Tabela 21, prilog). Al i Cr su pozitivno korelisali u
miSicu, Skrgama i jetri. Veéi broj korelacija izmedu metala je primecen u misi¢u i
Skrgama.

Vrednosti korelacija elemenata detektovanih u jetri i Skrgama sa oStecenjem
DNK (TI, OTM) u jetri i Skrgama sa Pestana su prikazane u tabeli 4.21. U jetri,
korelacija izmedu TI 1 OTM sa elementima nije dostigla statisticku znacajnost, sa tim da
je u vise sluajeva pokazana negativna nego pozitivna korelacija (Tabela 4.21a). Sto se
tice Skrga pokazana je samo negativna korelacija za TI i OTM sa Cu. Kao i za jetru, u

vise slucajeva je pokazana negativna korelacija (Tabela 4.21b).

Tabela 4.21. Korelacija elemenata detektovanih u jetri (a) i $krgama (b) sa oSte¢enjem DNK (TI, OTM) u

jetri i 8krgama sa Pestana ( Pearson-ov test korelacije)

a)
jetra Al B As Ba Cr Cu Fe Hg Mn Mo Ni Pb Sr Zn
TI -0,02 -031 032 006 -037 -020 -035 -013 000 -0,22 -0,39 -0,24 -0,17 -0,15

oTtm -0,07v -029 018 o001 -034 -023 -040 -014 -010 -026 -042 -0,18 -0,12 -0,26
N=22
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b)
Skrge Al B As Ba Cr Cu Fe Hg Mn Mo Ni Pb Sr Zn
TI -017 009 -0,13 -005 -0,13 -0,43 -0,02 0,01 0,04 -0,15 -0,07 -0,18 000 -0,32

OT™M -020 020 -0,12 -0,08 -0,18 -0,45 0,06 002 -001 -021 -004 -0,24 -0,06 -0,42
N=24

Zabelezen je veliki broj jakih, najceSce pozitivnih 1 statisticki znacajnih
korelacija razliGitih elemenata unutar istog tkiva sa PeStana (Tabela 22, Prilog).
Koncentracije Sr i Ba su pozitivno korelisale u misicu, skrgama i gonadama. Sr i Mn su
pozitivno korelisali u misi¢u, Skrgama i jetri. Al i Mn su pozitivno korelisali $krgama,
gonadama i jetri. Sr i Zn su pozitivno korelisali u jetri i gonadama. Cr i Hg su pozitivno
korelisali u jetri i gonadama sa barijumom. Cr je pozitivno korelisao sa Fe, Ni, Sri Zn u
jetri i gonadama. Cu i Hg su takode pozitivno korelisali u skrgama, jetri i gonadama.
Mn i Ni su pozitivno korelisali u jetri i gonadama. Nikl je sa Al, Cr i Mn pozitivho
korelisao u jetri i gonadama.

Vrednosti korelacija elemenata detektovanih u jetri i Skrgama sa oSte¢enjem
DNK (TI, OTM) u jetri i skrgama sa Beljanice su prikazane u tabeli 4.22. Statisticki
znacajna korelacija izmedu TI 1 OTM i elemenata je uo¢ena za OTM jetru i Hg (Tabela
4.22a). U skrgama su oba parametra genotoksi¢nosti negativno korelisali Ba, Mn, Ni i
Pb, dok se samo TI korelisao sa Al (Tabela 4.22b).

Tabela 4.22. Korelacija elemenata detektovanih u jetri (a) i Skrgama (b) sa ostecenjem DNK (TI, OTM) u

jetri (a) i skrgama (b) sa Beljanice (Spearman-ov test korelacije)

jetra Al B As Ba Cr Cu Fe Hg Mn Mo Ni Pb Sr Zn
TI 015 -011 -0,09 -0,03 0,6 -0,22 -0,02 -0,31 -0,47 -0,08 0,22 0,04 0,06 0,23
OoT™M 032 -005 -016 0,08 0415 -0,26 -014 -034 -018 -0,08 0,13 0,00 0,07 0,23

b)

Skrge Al B As Ba Cr Cu Fe Hg Mn Mo Ni Pb Sr Zn
Tl -0,28 0,03 o007 -033 -010 0,01 005 -014 -0,28 -0,15 -0,26 -040 -0,23 0,14
oTM -0,15 0,02 o001 -033 -0,06 -0,14 o011 -016 -031 -0,16 -026 -0,35 -0,20 0,11
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Zabelezen je veliki broj statisticki znacajnih korelacija razlicitih elemenata
unutar istog tkiva (Tabela 23, Prilog). Al sa Ni su pozitivno korelisali u misi¢u, skrgama
1 gonadama. B je sa Zn negativno korelisao u miSi¢u, Skrgama 1 jetri, dok je sa Mo
negativno korelisao u Skrgama, a pozitivno u misi¢u i jetri. As je sa Al pozitivno
korelisao u misi¢u i gonadama, dok je sa Ni pozitivno korelisao u svim tkivima. As je sa
Pb, Sr i Zn korelisao u gonadama (samo je negativno za Sr) i jetri (pozitivna korelacija
u svim slucajevima). Ba je pozitivno korelisao sa Mo i Pb u miSi¢u i Skrgama. Cu je sa
Sr korelisao u miSi¢u, gonadama i jetri, dok je sa Zn korelisao u $krgama i gonadama.
Fe je pozitivno korelisao sa Mn, Mo i Sr u $krgama i gonadama. Hg je pozitivno
korelisala sa As u Skrgama, gonadama i jetri. Mn je korelisao sa Mo u svim tkivima
(samo u jetri negativno), dok je sa Sr i Zn pozitivno korelisao u gonadama i jetri. Mo je
korelisao sa Cu, Zn 1 Sr u miSi¢u, Skrgama i gonadama (samo sa Cu u Skrgama
negativno). Ni je sa Al i As pozitivno korelisao u misi¢u, Skrgama i gonadama, dok je sa
Pb pozitivno korelisao u misi¢u, gonadama i jetri. Pb je sa Al pozitivno korelisao u

miSi¢ima, gonadama 1 jetri. Sr i Zn su pozitivno korelisali u gonadama 1 jetri.

4.6. PCA analiza ispitivanih lokaliteta na osnovu genotoksi¢nosti i koncentracije

elemenata u tkivima

Zbog izrazene sezonske varijacije u odgovoru tkiva i za oSte¢enje DNK u
tkivima kao i za akumulaciju u tkivima, za poredenje lokaliteta su koris¢ene vrednosti
oStecenja jedinki iz istih sezona, pa su tako sa PeStana i1 Beljanice koriS¢ene jedinke iz
oktobra i novembra 2011. godine (kao jedna populacija, ozna¢ena kao Pestan) sa Uvca
jedinke iz oktobra 2011. godine i sa Garasa jedinke iz novembra 2011. godine.

Za analizu genotoksi¢nosti izmedu lokaliteta radena je PCA analiza kometa
¢elija jetre (1), Skrga (g) i krvi (b) sa PeStana, Garasa i Uvca. Rangirani su sledeci
parametri: duzina repa komete (tl), intenzitet repa komete (ti), kao i Olive tail moment
(tm). Kombinacijom ¢elija i parametara dobija se 9 klasa: Itl, Iti, rim, gtl, gti, gtm, btl,
bti, btm. PCA analiza je jasno pokazala razdvajanje lokaliteta, kao i da su se jedinke
klena sa Pestana grupisale oko visih vrednosti za sve ispitivane parametre i tkiva (Slika
4.11).
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Slika 4.11. PCA analiza parametara ostecenja DNK sa Pestana, Garasa i Uvca

Poredeci koncentracije metala u razli¢itim tkivima pokazano je da su Skrge sa
Garasa imale najvece koncentracije Al, B, Fe 1 Mn, sa Uvca As, Mo i Zn, dok su Ba,
Cu, Hg i Sr bili najvisi na PesStanu (Slika 4.12a). Poredenjem nivoa akumulacije u jetri,
uoceno je da su skoro svi metali bili najvisi na Uvcu, izuzev Al i Hg koji su bili najvisi
na Garasima i Sr koji je bio iznad granice detekcije samo na GaraSima i PeStanu (Slika
4.12b). Misi¢ je akumulirao najviSe koncentracije Sr 1 Mn na PeStanu, a Hg je bio
najvisi na Garasima, dok su Al, As, B, Cu, Fe, Mo i Zn bili najvisi na Uvcu (Slika
4.12¢). U gonadama najviSe koncentracije As, B, Ba, Fe i Zn su nadene na Uvcu dok su

Cu i Mn bili najvisi na GaraSima (Slika 4.12d).
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5. DISKUSIJA

Odredivanje ekoloskih klasa kvaliteta vode dve akumulacije, Uvac i Garasi, |
dve reke, Pestan i Beljanica tokom 2011/2012 godine, vrSena je na osnovu fizi¢ko-
hemijskih svojstava vode i prisustva 7 razli¢itih grupa bakterija, ukupnih i fekalnih
koliforma, fekalnih enterokoka, aerobnih mezofila i heterotrofa, heterotrofa i oligotrofa.

Poreklo zagadenja dobijeno je iz odnosa fekalnih koliforma i fekalnih
enterokoka (F/E), a status samoprec¢iS¢avanja iz odnosa oligotrofa i heterotrofa (O/H).
Pokazatel] odnosa razliCitih grupa bakterija tokom visemese¢nog monitoringa
predstavljen je kao integrisani odgovor biomarkera (IBR).

Procena genotoksi¢nog potencijala ovih vodnih tela vrSena je na osnovu
detekcije oStecenja DNK molekula alkalnim komet testom u razli¢itim tkivima klena:
krv, jetra, skrge, a rangiranje parametara za procenu DNK oste¢enja (TL, Tl i OTM)
metodom ,,SRD - sum of ranking differences”.

Koncentracija metala i metaloida odredivana je u razli¢itim tkivima klena: jetra,
Skrge, misi¢i i gonade metodom induktivno spregnute plazme — opti¢ko emisione
spektrometrije (ICP - OES). Posto su paralelno radeni alkalni komet test i sadrzaj metala
i metaloida u jetri i Skrgama, dobijena je informacija o uticaju elemenata na nivo
oStec¢enja DNK.

Uporednom analizom oSte¢enja DNK molekula i akumulacije elemenata
kori$¢enjem vise tkiva proucavana je eventualna razlika u odgovoru, odnosno njihova

senzitivnost za ove vrste analiza.

5.1. Analiza kvaliteta voda akumulacija, Uvac i Garasi

Akumulacije Uvac i Garasi su vestacki formirana vodna tela ¢iji se kvalitet
vode, na osnovu rezultata fizicko-hemijske analize primarnih nutrijenata, moze
klasifikovati na razli¢ite na¢ine U zavisnosti od toga koji se Pravilnik primenjuje. Prema
Pravilniku o parametrima ekoloskog statusa za akumulacije formirane na vodnim
telima, kvalitet vode bi odgovarao II/lIl1 Kklasi. Prema Pravilniku o parametrima
ekoloskog statusa za jezera Uvac odgovara I, a Garasi I-111 klasi kvaliteta vode. Takode,

i u slucaju mikrobioloskih parametara koji su praceni, ukupni i fekalni koliformi,
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fekalne enterokoke, aerobni heterotrofi i oligotrofi, u zavisnosti od pravilnika razli¢ite
su procene kvaliteta, prema Pravilniku o parametrima ekolosSkog statusa za akumulacije
formirane na vodnim telima Uvac i Garasi su 1l/11l klase voda, dok su prema Pravilniku
0 parametrima ekoloskog statusa za jezera oba lokaliteta u I klasi vode.

Dalje analize su pokazale da broj aerobnih mezofila ne prelazi dozvoljenu
granicu, a indeks O/H ukazuje na zadovoljavajuci status samoprec¢i§¢avanja ovih vodnih
tela, iako je u slu¢aju Uvca bio ne$to nizi u poredenju sa akumulacijom Garasi. Kako je
Uvac pod zastitom drzave viSe od 40 godina, negativan antropogeni uticaj i prinos
organskog materijala na ovom lokalitetu sveden je na minimum $to se vidi i iz odnosa
O/H.

Prema klasifikaciji po Kohlu (1975) po svim mikrobiolo§kim parametrima Uvac
spada u I klasu kvaliteta vode, a Garasi su za veéinu parametara u I klasi, sem za
ukupne koliforme, prema kojima su u Il klasi. Kod obe akumulacije vidi se razlika u
klasama kvaliteta vode u odnosu na Pravilnik koji se koristi, ali su te razlike znac¢ajno
manje za GaraSe nego one koje su uo¢ene za Uvac.

Akumulacija Garasi se koristi kao resurs pijace vode $to sa sobom uzrokuje
imperativnim propisima predvidenu zaStitu i spreCavanje antropogenog uticaja na
kvalitet vode. Medutim, obradive povrSine koje su rasporedene oko same akumulacije
ocigledno su dovele do unosa organskog i drugog materijala, a samim time i do porasta
stepena zagadenja u odnosu na Uvac.

Genotoksicni efekat vode akumulacija Uvac i1 Gara$i pracen je preko nivoa
ostecenja DNK molekula na razli¢itim tkivima klena, krvi, jetri i Skrgama, tokom 2011.
godine. Poznato je da razliditi tipovi ¢elija imaju razli¢itu stopu metabolizma, period
obnavljanja tkiva, razli¢it broj prekida na DNK molekulu, pa samim tim i razli¢itu stopu
reparacije DNK molekula, $to razliku u odgovoru i ¢ini ofekivanom (Lee & Steinert,
2003). Najve¢i broj radova je upravo pokazao tkivno specificno oSteCenje DNK
molekula (Abd-Allah et al., 1999, Rajaguru et al., 2003, Frenzilli et al., 2009). Najcesce
koriSéena tkiva za analizu oSte¢enja DNK molekula kod riba su krv, jetra, Skrge, ali su
zabelezene 1 analize na bubrezima, slezini, miSic¢u i gonadama. Kod riba krv je najcesce
koris¢eno tkivo u analizama DNK oSteCenja pre svega zbog lakseg uzorkovanja. Takode
je 1jako bitno $to kod krvi nema potrebe za pravljenjem suspenzije ¢elija, procesom Koji

dodatno moze ostetiti ¢elije pre same analize (Lee & Steinert, 2003). Jetra je tkivo sa
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intenzivnim metabolizmom, akumulacijom ksenobiotika 1 centar za detoksikaciju
(Jezierska & Witeska, 2006). Skrge su jedini organ koji je u direktnom kontaktu sa
vodom i $tetnim jedinjenjima rastvorenim u njoj. Ipak, u nekim radovima nije pokazano
tkivno-specifi¢no ostec¢enje DNK molekula (Sharma et al., 2007, Rocco et al., 2012).

Rezultati oSte¢enja DNK molekula su prikazani preko 2 parametra, TI i OTM,
izabrana za najpogodnije na osnovu analiza rangiranja vrednosti oStecenja na ¢elijama
klena, kao i na osnovu procene drugih tipova cCelija. Na osnovu rezultata analize 5100
¢elija krvi, jetre i Skrga na 34 jedinke klena i parametara TL, TI i OTM (Sunjog et al.,
2013), kao najpouzdaniji parametri su se izdvojili Tl i OTM za sva tkiva. Druge studije
procene najpouzdanijeg parametra koje su radene na humanim limfocitima, gde je
analizirano 1750000 celija, takode su izdvojile ova dva parametra kao najpogodnije
(Rosenberger et al., 2011). Heberger i1 saradnici (2014) su analiziraju¢i tri parametra
(TL, TI i OTM) na 12600 ¢elija hemolimfe, Skrga i digestivne zlezde izdvojili TI kao
najpouzdaniji parametar.

Vrednosti DNK ostecenja tkiva jedinki uzorkovanih na Uvcu tokom maja i
oktobra nisu se medusobno znacajno razlikovale. Ostecenje na eritrocitima je bilo
znacajno nize od oSteCenja na ¢elijama jetre i Skrga u oktobru, dok su se u maju sva
tkiva znacajno razlikovala. Pored toga, nivo oStecenja na eritrocitima sa ovog lokaliteta
bio je isti ili nizi od vrednosti oSte¢enja dobijenih od strane drugih autora takode na
eritrocitima klena uzorkovanih sa referentnih lokaliteta (Devaux et al., 1998, Pavlica et
al., 2011). Ove vrednosti takode su bile u rangu bazalnih vrednosti za eritrocite kod
vrste Cyprinus carpio, kao i za Skrge kod vrsta Umbra pygmaea i Channa punctatus
(Alink et al., 2007, Cok et al., 2011, Pandey et al., 2011).

Genotoksi¢ni efekat vode akumulacije Garasi za T1 i OTM bio je znacajno nizi
za krv u poredenju sa vrednostima za jetru i Skrge, izmedu kojih nije pokazana znacajna
razlika. Porede¢i DNK oste¢enja sa vrednostima dobijenim na Uvcu, sli¢ne vrednosti su
dobijene za c¢elije krvi dok su vrednosti za celije jetre i Skrga bile viSe i znacajno
razlicite.

Visok kvalitet vode na Uvcu potvrden je niskim vrednostima primarnih
nutrijenata, mikrobioloSkih parametara i DNK oste¢enja na tkivima klena. Jedinke klena
sa Uvca su zbog svega navedenog izabrane kao kontrolna populacija za odredivanje

bazalnog oStec¢enja DNK molekula.
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Pokazano je da se tkiva kod riba bitno razlikuju po stepenu akumulacije
odredenih metala i metaloida. U analizama akumulacije metala i metaloida se obi¢no
koriste metabolicki aktivna tkiva, kao $to su jetra, gonade, bubrezi, Skrge, jer ona po
pravilu akumuliraju metale u ve¢im koncentracijama, Sto je uoceno u studijama sa
tretmanom kao i u stidijama monitoringa u prirodnim uslovima (Kalay et al, 1995, Unlu
et al., 1996, Karadede & Unlu, 2000). Iako mi$i¢i u poredenju sa ostalim organima kao
Sto su jetra, Skrge i bubrezi, akumuliraju manje koli¢ine metala, Cesto su koris¢eni u
analizama jer predstavljaju bitan deo ishrane ¢oveka (Jezierska & Witeska, 2006, Jari¢
etal., 2011).

Jetra se smatra dobrim tkivom za monitoring zagadenja vode metalima, jer su
koncentracije akumulirane u ovom tkivu ¢esto proporcionalne onima prisutnim u
okruzenju. Takode, za razliku od ostalih tkiva, akumulirani metali ostaju dugo prisutni,
¢ak 1 posle duzeg perioda aklimacije, dok se u ostalim tkivima koncentracija metala
mnogo brze smanjuje (Jezierska & Witeska, 2006). Visoki bioakumulacioni potencijal
jetre predstavlja i rezultat metabolicke aktivnosti metalotioneina, proteina koji imaju
sposobnost vezivanja za odredene metale, kao $to su Cu, Cd i Zn. Vezivanjem za metale
u jetri, metalotioneini dovode do smanjenja njihove toksi¢nosti, ¢ime se omogucava
akumulacija metala u visokim koncentracijama (Canli & Atli, 2003, lkem et al., 2003).

Skrge su &esto centar za akumulaciju najvis§ih koncentracija metala. Kako
navode Dural i saradnici (2006) 1 Erdogrul & Erbilir (2007), ukupne koncentracije
metala koje su nadene u Skrgama mogu biti i pod uticajem procesa adsorpcije metala na
povrsinu Skrga, ali takode 1 procesa formiranja hemijskih kompleksa izmedu metala 1
mukusa na Skrgama, koje je veoma teSko ukloniti sa Skrznih lamela pre same analize.
Ova adsorpcija metala za povrsinu $krga je prema nekim autorima i neophodna za
njihovo pravilno funkcionisanje (Morsy & Protasowicki, 1990).

Misici se generalno smatraju tkivom sa slabim potencijalom akumulacije (Canli
& Atli, 2003, Jari¢ et al., 2011, Akan et al., 2012, Sunjog et al., 2012, Ja¢imovi¢ et al.,
2015). Ovakav princip tkivno-specifi¢ne akumulacije, gde $krge i jetra akumuliraju vecée
koncentracije metala u odnosu na miSi¢e se pokazao veoma uobicajen kako kod klena
tako i kod drugih vrsta riba (Bervoets et al., 2001, Duman & Kar, 2012, Harkabusova et
al. 2012, Rajkowska & Protasowicki, 2013, Salem et al., 2014).
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Analiza 13 metala i metaloida u tkivima klena sa Uvca pokazala je da je veéina
B, Cr, Cu, Fe i Mo bili najvisi u jetri. Pokazano je da je veéina elemenata u jetri (B, Ba,
Cr, Cu, Fe, Mn, Mo i Zn) i neki u $krgama (Mo, Zn) imala veée vrednosti nego uzorci
sa drugih lokaliteta tokom istih sezona uzorkovanja. S druge strane, rezultati
genotoksi¢nosti dobijeni na jetri 1 skrgama izdvojili su Uvac kao referentni lokalitet.
Ovi, naizgled suprotni rezultati, mogu se objasniti aklimatizacijom/adaptacijom riba u
ovim prili¢no konstantnim (bez antropogenog ulaza) nivoima elemenata u vodi, kao i
specificnim geohemijskim sastavom metala u geoloskoj podlozi Uvca (Sunjog et al.,
2016). Navedeno ukazuje na to da mogu postojati velike razlike u toleranciji na
odredene koncentracije metala izmedu razli¢itih populacija jedne vrste, i sa tim u vidu
implikacije na odluke u vezi sa tim kako odrediti bezbedne nivoe zagadujuc¢ih materija u
okolini (Klerks i Veiss, 1987, Chapman i Vang, 2000). Postoje dva razloga zasto
organizmi mogu biti otporni na zagadivace: (1) pojedinacni organizmi mogu steci
odredeni stepen tolerancije tzv. fizioloskom aklimacijom tokom izlaganja subletalnim
koncentracijama zagadivaca u nekom periodu svog zivotog ciklusa (2) populacije mogu
evoluirati u otpornosti na genetski zasnovanoj bazi, delovanjem prirodne selekcije na
genetski materijal odnosno na individualne varijacije u rezistenciji (Klerks i Veiss,
1987). Posto je Uvac zasticeno podrucje vise od 40 godina, vrlo je verovatno da je
populacija klena prilagodena nivoima prirodno prisutnih metala i metaloida.

Analiza 12 metala i metaloida u tkivima klena na Garasima takode je pokazala
B, Ba, Cr, Fe, Mn, Sr i Zn, dok je jetra u najviSim koncentracijama akumulirala As, Cu 1

Mo.

5.2. Analiza kvaliteta voda reka, Pestan i Beljanica

5.2.1. Fizi¢ko-hemijske i mikrobioloske analize

Rezultati fizicko-hemijske analize vode sa Pestana i Beljanice su generalno

pokazale povecane koncentracije primarnih nutrijenata, koje su uglavnhom odgovarale

85



Diskusija

111 1V Klasi kvaliteta voda prema Pravilnika o parametrima ekoloSkog statusa za male i
srednje vodotoke.

Analiza mikrobioloskih parametara na PeStanu i na Beljanici tokom 2011/2012
godine pokazala je da obe reke prate isti trend, odnosno da se na osnovu analiziranih
grupa bakterija uzorci pretezno grupisu izmedu | i 11 klase. Tokom marta i aprila se na
obe reke uocava porast broja ukupnih koliforma, fekalnih koliforma kao i oligotrofa i
heterotrofa. Indeks O/H je u vecini uzoraka (u 9 od 14) bio < 1, §to ukazuje na losu
sposobnost samoprecis¢avanja. Pored ovoga, indeks F/E je bio > 4 u vecini uzoraka sa
obe reke, $to generalno ukazuje na antropogeno poreklo zagadenja tokom uzorkovanih
meseci. Po klasifikaciji po Kohlu prema broju ukupnih koliforma obe reke se krecu od
I1-111 klase, dok se prema broju fekalnih koliforma, fekalnih enterokoka i aerobnih
heterotrofa krecu od I-11l.

Baterija biomarkera se Cesto koristi u proceni efekata hemijske kontaminacije i
detekcije odgovora na sredinski stres. Integrisani odgovor biomarkera (IBR) je metod
koji kombinuje odgovore biomarkera u generalni “stres indeks” i samim tim pokazuje
njihov zajednic¢ki uticaj 1 olakSava njihovu interpretaciju. IBR se izrazava preko
poligonalnih polja, koji predstavljaju povrSine za dati biomarker/parametar, i preko
kojih se mogu porediti lokacije i/ili meseci uzorkovanja. Mikrobioloski indikatori su
Cesto koriS¢eni pokazatelji stanja vode pod uticajem polutanata 1 opSteg sredinskog
stresa vodenih ekosistema pa se IBR metodom oni mogu integrisati. Primena ove
metode dala je jasniji uvid u sezonsko variranje fekalnog i organskog zagadenja tokom
razli¢itth meseci na PeStanu 1 Beljanici. Obe reke su pokazale porast mikrobioloskih
parametara tokom prole¢nih meseci, na PeStanu najviSe tokom marta, dok na Beljanici
pocinje od februara, opada u aprilu, pa ponovo raste u maju. Jedan od uzroka za ovakav
trend povecanja ukupnog mikrobioloskog zagadenja tokom proleca je priliv organskog
materijala 1 spiranja zemljiSta oko reka (topljenjem snega zbog porasta temperature),
kojim takode mogu stici i razli¢ite grupe zemljisnih bakterija, a sa njima i rodova koji
spadaju u koliformne bakterije, sto dokazuje i porast broja ukupnih koliforma u datom

periodu.
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5.2.2. Analiza oSte¢enja DNK molekula u tkivima klena

Analiza o$te¢enja DNK molekula komet testom na PeStanu, tokom osam meseci,
I na Beljanici, tokom deset meseci uzorkovanja 2011/2012 godine, pokazala je variranje
u odgovoru izmedu c¢elija krvi, jetre 1 Skrga na obe reke, kod oba parametra, OTM i TI.
Sezonsko variranje u oste¢enju DNK molekula moze biti vezano, kako za egzogene
(temperatura vode, prisustvo odredenih polutanata, vodostaj itd.), tako i za endogene
faktore (rast, razvice, pol, reprodukcija) (Stoliar & Lushchak, 2012). Pokazana je visoka
korelacija izmedu TI 1 OTM za sva tkiva. Obe reke pokazuju vrlo sli¢an godisnji trend u
ostecenju DNK (visoka korelacija), koji najbolje potkrepljuje Cinjenica da su ove reke
na sli¢noj udaljenosti od glavnih zagadivaca, postrojenja za preradu uglja. Takode, zbog
blizine uzorkovanja ova dva lokaliteta ne moze se iskljuciti i prisustvo jedne populacije
klena na tom podrucju.

Poredenjem oba parametra oSte¢enja DNK molekula pokazana je znacajna
razlika izmedu meseci sa najviSom temperaturom vode (avgust i septembar) i drugih
meseci za sva tkiva.

Tokom meseci sa najvi§im temperaturama vode (avgust i septembar) moze se
uociti pad oSteCenja za sva tri tkiva, krv, jetra, Skrge, na oba lokaliteta. Sli¢ne rezultate
su pokazale studije u kojima je visa temperatura vode dovodila do pada ostecenja u
eritrocitima klena (Devaux et al., 1998, Pavlica et al., 2011) i vrste Gasterosteus
aculeatus (Wirzinger et al., 2007). Medutim, postoje i studije u kojima je zabelezeno
povecanje DNK osteéenja tokom toplijih meseci na eritrocitima kod rodova Mugil,
Netuma, Oreochromis i Clarias (De Andrade et al., 2004, Buschini et al., 2004, Osman
etal., 2012).

Poznato je da razli¢iti endogeni faktori, pol, rast, razvice i reprodukcija, kao i
egzogeni faktori, mogu dovesti do razli¢itog odgovora tkiva tokom toplijih meseci kod
riba, pre svega zbog razlike u velicini i vrsti vodnog tela, uslova na stanistu, kao i
drugih fizicko-hemijskih parametara tokom ispitivanih sezona. Sude¢i prema naSim
rezultatima, temperatura igra jednu od znacajnih faktora u dinamici genotoksi¢nosti.
Kako je optimalna temperatura za klena od 4 do 20 °C, mozZe se pretpostaviti da su
uslovi tokom letnjih meseci na PeStanu i Beljanici bili iznad gornje granice optimuma.

Obe reke su tokom letnje sezone pretrpele znacajan pad vodostaja, gde su pored visokih
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temperatura, jedinke klena bile i u uslovima bez dovoljne koliine rastvorenog
kiseonika vodi. Ovakvi uslovi su mogli dovesti do neaktivnosti jedinki, pada
metabolizma pa i nivoa oste¢enja DNK molekula. Pored toga, stanje hipoksije moze
dovesti i do povecanja broja eritrocita u krvotoku, $to takode moze doprineti klasi
neostecenih ¢elija u krvi (Reebs, 2009).

Razlog nizeg oste¢enja DNK molekula u skrgama tokom toplijih meseci moze
biti usled hiperplazije epitelnih Celija Skrznih sekundarnih lamela, koje mogu doprineti
klasi neoStecCenih ¢elija (Saber, 2011). Takode, visoke temperature mogu dovesti i do
proliferacije celija jetre, sa tim da se to deSava na temperaturama vi§im od onih
zabeleZenih tokom letnjih meseci na obe reke (Schultz et al., 1993). Sa druge strane
Winter i saradnici (2004) nisu pokazali promenu u oste¢enju na hepatocitima klena u
odnosu na sezonu uzorkovanja.

Dodatne histopatoloske analize na jetri i Skrgama bi u ovom slucaju potencijalno
dale odgovor na to koje posledice trpe ova tkiva klena u uslovima poviSene temperature
i smanjene koncentracije Kiseonika.

Tokom decembra na Pe$tanu merenja su pokazala poveéane vrednosti NH**,
NO:2 i NOg, koje bi mogle biti razlog za oSeteCenje jetre (najvisa vrednost TI i OTM)
usled metabolizma azota (Igbal et al., 2005).

Poredeéi oStecCenja Celija krvi, jetre i Skrga klena sa Pestana i Uvca, uzorkovanih
u istim sezonama, pokazana je znacajnost razlike za sva tkiva kod oba parametra.
Takode su poredenja na istim tkivima sa Beljanice i Uvca pokazala da su oSte¢enja u
krvi i Skrgama bila znacajno razli¢ita za oba parametra, dok jetra nije pokazala
znacajnost razlike ni za TI ni za OTM.

Ostecenja na Celijama krvi, jetre i Skrga sa Garasa bila su bliska ostecenjima na
istim tkivima sa Pestana i Beljanice, uzorkovanih u istim sezonama, bez znacajnosti

razlike kod oba parametra.
5.2.3. Analiza akumulacije metala i metaloida u tkivima klena
Na Pestanu i1 Beljanici analizirani su elementi u 4 tkiva tokom osam, odnosno

deset meseci 2011/2012 godine. Ovi rezultati su grupisani u Cetiri sezone, pa mozemo

govoriti 0 promeni u akumulaciji elemenata u razli¢itim tkivima izmedu sezona.
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Na Pestanu se Hg izdvojila kao element koji je pokazao veci stepen akumulacije
tokom jeseni, narocito u misi¢u, gde uzrok ne mora biti usko vezan za temperaturu vode
ve¢ za antropogeni ili drugi izvor poviSenih koncentracija zive u datom periodu. Sa
obzirom na to da merenja Hg u vodi tokom 2011. godine nisu pokazala promene u
vrednostima, povisene vrednosti se ne mogu pripisati kontaminaciji. Takode je tokom
jeseni u miSi¢u Zn dao nize vrednosti. Zanimljivo je da su Hg i Zn pokazali sezonsku
razliku kod svih tkiva. Jetra je u odnosu na ostala tkiva pokazala izrazeniju varijaciju u
akumulaciji metala (Cr, Mn, Sr, Hg i Zn) u odnosu na sezonu uzorkovanja.

Na Beljanici se jesen izdvojila po ve¢im vrednostima za Hg u mis$ic¢u, i B u
Skrgama 1 jetri, dok se leto razlikuje od ostalih po vis§im vrednostima za Mo u Skrgama, i
Hg u jetri. Tokom zime je zapaZena ve¢a akumulacija Cr u miSi¢u u odnosu na ostale
sezone. Skrge su u odnosu na ostala tkiva pokazale izraZeniju varijaciju u akumulaciji
metala (Ba, Cu, Mo, Sr, Zn) u odnosu na sezonu uzorkovanja.

Na obe reke skrge su takode akumulirale veé¢e koncentracije elemenata u odnosu
na druga tkiva, dok je miSi¢ za veéinu elemeneta imao najnize vrednosti. Pored ovoga,
Cu i Fe su se koncentrisali u jetri, dok se Zn primarno akumulirao u gonadama. Takode
je pokazana veca, ali ne uvek znacajna akumulacija elemenata tokom leta.

Kanonijska diskriminantna analiza (CDA) je, u odnosu na ukupni sadrzaj
elemenata u tkivima, pokazala odvajanje Skrga u odnosu na druga tkiva na PeStanu 1
Beljanici.

Duman & Kar (2012) su pokazali pove¢anu akumulaciju Pb, Ni i Cd u jetri
klena tokom leta, dok su Cr, Mn i Zn bili najvisi tokom zime. Isti autori su takode
pokazali povecanu akumulaciju Pb u Skrgama klena tokom leta, kao 1 povecanu
koncentraciju Cr, Mn i Cu u skrgama klena tokom zime. Omar & Ahmed (2013) su
pokazali ve¢u akumulaciju Fe, Cu, Pb, Zn, Cr i Mn u miSi¢ima africkog soma tokom
toplijih meseci. Pove¢ana akumulacija metala u tkivima riba tokom toplijih sezona,
verovatno je rezultat poveéane stope metabolizma. Pokazano je da veée temperature
pospesuju akumulaciju Cd, pogotovu u najopterecenijim tkivima, kao Sto su jetra i
bubrezi (Jezierska & Witeska, 2006). Pojava vece akumulacije metala u tkivima tokom

toplijih meseci uocili su i Salem i saradnici (2014a) u tkivima Rutilus rutilus.
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5.3. Tkivno-specifi¢no oste¢enje DNK molekula i akumulacija elemenata

Prema nasim rezultatima krv je pokazala najmanje oste¢enje u odnosu na jetru i
Skrge na svim ispitivanim lokalitetima. Ovo moze biti posledica regularnih ciklusa
promene krvnih ¢elija u krvotoku, za koju je potrebno oko 100 dana (Devaux et al.,
1998, Buschini et al., 2004, Russo et al., 2004), iz ¢ega proizilazi da se krv moze bolje
koristiti kao biomarker za akutne kontaminacije recnih tokova. Jetra i Skrge su pokazale
izrazeniju varijaciju u ostecenju izmedu meseci uzorkovanja u odnosu na krv.

Analiza akumulacije metala i metaloida u razli¢itim tkivima klena pokazala je
visok stepen njihove diferencijacije, kao i znacajne razlike u distribuciji elemenata u
tkivima izmedu ispitivanih lokaliteta. Gledaju¢i generalno sve lokalitete, najvece
koncentracije vecine analiziranih metala i metaloida su nadene u Skrgama, jetri i
gonadama, a najmanje u misi¢ima.

Zajednicko za sve lokalitete jeste da se Cu akumulira u jetri u najviSim
koncentracijama, $to je u skladu sa literaturom (Lenhardt et al., 2012, Rajkowska &
Protasowicki, 2013, Ahmed et al., 2014). Kako je Cu esencijalan za mnoge enzimatske
procese koji se odvijaju u jetri, kao sastavni deo enzima, akumulacija bakra se moze
tumaciti kao fizioloska potreba organizma. Kako navode Pyle i saradnici (2005),
koncentracije Cu u jetri se obi¢no reguliSu homeostatskim mehanizmima 1 odrZzavaju na
nivou ispod 50 pg/gdw $to se u naSem slucaju 1 pokazalo. Jedino su vrednosti za jedinke
iz jula i avgusta sa Beljanice bile bliske ovoj sa 48,15 pg/gdw i 54,03 pg/gdw, dok su se
ostale vrednosti kretale uglavnom od 10 - 20 pg/gdw.

Moze se primetiti veca akumulacija Fe u jetri 1 Skrgama na svim lokalitetima.
Kako se Fe akumulira u jetri u obliku feritina i hemosiderina, najviSe koncentracije u
ovom organu se takode mogu tumaciti kao fizioloski odgovor (Ahmed et al., 2014).

U Skrgama se vidi obrazac akumulacije u najviS§im koncentracijama Ba, Mn 1 Sr
na svim lokalitetima. Pojava da se ovi metali koncentruju u Skrgama vise nego u drugim
organima je pokazana kod vrsta Hypophthalmichthys molitrix, Abramis brama,
Cyprinus carpio, Silurus glanis, Sander lucioperca, Silurus glanis, Lota lota (Lenhardt
et al., 2012, Suboti¢ et al., 2013).

U gonadama su na svim lokalitetima akumulirane znacajne koncentracije Zn, $to

bi takode bilo vezano za njihovu ulogu u razvoju gonada (Olsson et al., 1990, Zubcov et
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al., 2012). Vecée koncentracije ovog elementa u gonadama su veoma ceste (Papagiannis
et al., 2004, Zubcov et al., 2012, Sunjog et al., 2012), posebno pred sezonu mresta
(Olsson et al., 1990, Zubcov et al., 2012).

lako su najmanje koncentracije skoro svih ispitivanih clemenata nadene u
misi¢ima na svim lokalitetima, pojedini elementi (As, Zn, Cu) su bili od 4 do 15 puta
visih koncentracija od onih koje su Harkabusova i saradnici (2012) ustanovili u
misiéima klena na vise lokaliteta u Ceskoj.

Pojava tkivne specificnosti posebno vazi za esencijalne metale kao Sto su Fe, Zn,
Cu, Mn i Co, $to se i pokazalo u nasim rezultatima za Fe, Cu i Zn. lako su koncentracije
ovih metala niske u okruzenju, Cu pokazuje specifican afinitet za jetru, dok se Zn
koncentruje primarno u gonadama, jer u ovim organima oba metala pokazuju svoje
specifi¢ne metabolicke uloge. Medutim, u uslovima kontaminacije okruzenja metalima,
metali ne pokazuju specifi¢nu tendenciju ka odredenim organima (Jezierska & Witeska,
2006).

Da bi se koncentracije metala koje su nadene u klenu tokom ovih istrazivanja
mogle uporediti sa propisanim MDK, sve vrednosti koncentracija po jedinici suve tezine
(dw) su preracunate u Koncentracije po jedinici sveze tezine (ww). U skoro svim
analiziranim uzorcima klena, koncentracije Pb, Cd, Hg 1 As (u miSi¢nom tkivu) su bile
ispod propisanih MDK vrednosti. Na osnovu ovih rezultata, moZze se zakljuciti da se
meso klena moze bezbedno upotrebljavati u ljudskoj ishrani. Ni u regulativi Evropske
Unije (EU) niti u zakonodavstvu Republike Srbije nisu uspostavljene MDK za vecinu

drugih elemenata.

5.4. Korelacija izmedu nivoa ostecenja DNK molekula, fizicko-hemijskih i

mikrobioloSkih parametara

Kako se komunalne otpadne vode u Srbiji ne preciS¢avaju pre ispustanja, sa
njima u vodu pored mikroorganizma dospevaju i razne smeSe ksenobiotika. Ovaj tip
zagadenja se direktno moze pratiti preko promena vrednosti fizicko-hemijskih i
mikrobioloSkih parametara. Kako se oStecenje na molekulu DNK u tkivima riba
prvenstveno vezuje za emisuju otpadnih voda, komet testom se moze proceniti uticaj

ovih i1 drugih zagadivaca na iste.
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Korelacije izmedu nivoa oste¢enja DNK, fizicko-hemijskih i mikrobioloskih
parametara radene su samo za lokalitete PeStan i Beljanica, jer su samo na pomenutim
lokalitetima uzorkovanja radena tokom vise meseci. Korelacijom fizi¢ko-hemijskih i
mikrobioloskih parametara sa vrednostima oste¢enja, nije primecena znacajna korelacija
izmedu vecéine parametara. Na PeStanu je utvrdena znacajana pozitivna korelacija
izmedu NO3 u vodi sa stepenom oste¢enja DNK molekula u krvi i za TI (r = 0,76) i za
OTM (r = 0,81), dok korelacija izmedu oSte¢enja DNK i mikrobioloskih parametara nije
pokazana. Na Beljanici nije uofena znacajna korelacija izmedu fizicko-hemijskih
parametara i vrednosti TI i OTM, kao ni korelacija izmedu oSteéenja DNK i
mikrobioloskih parametara.

Na osnovu naSih rezultata ne moze se zakljuciti da prisustvo odredenih
mikrobioloskih parametara zagadenja na rekama direktno ukazuje i na prisustvo
genotoksi¢nog zagadenja. Medutim, poveéane vrednosti ovih parametra tokom svih
sezona uzorkovanja svakako ukazuju na pritisak otpadnih voda na rekama PeStan i
Beljanica, u poredenju sa Uvcem 1 GaraSima, na kojima su ove vrednosti neuporedivo

manje.

5.5. Korelacija izmedu nivoa oSte¢enja DNK molekula i koncentracije metala i

metaloida u tkivima

Korelacija izmedu nivoa o$te¢enja DNK molekula i koncentracije metala i
metaloida radena je za jetru i $krge klena sa ispitivanih lokaliteta. Pored ovog, radena je
i korelacija metala i metaloida unutar svakog tkiva: jetra, $krge, misi¢ i gonade. Nasi
rezultati su pokazali znacajnu korelaciju izmedu koncentracije pojedinih metala i
metaloida 1 oSte¢enja DNK molekula u jetri 1 Skrgama.

Na Uvcu je uocena znacajna negativna korelacija izmedu OTM i Cr u jetri. Na
GaraSima je ustanovljena znacajna pozitivna korelacija izmedu TI i Mn, Mo i Sr u jetri,
kao i izmedu OTM i Hg, takode u jetri. Na PeStanu je uoCena znaCajna negativna
korelacija izmedu TI i OTM sa Cu u S$krgama. Na Beljanici su sve korelacije bile
negativne, gde je pokazana statisticki znacajna korelacija izmedu OTM i Hg u jetri, dok
su u Skrgama oba parametra genotoksi¢nosti znacajno korelisali sa Ba, Mn, Ni i Pb, dok

je Tl korelisao samo sa Al.
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Pojava da odredeni metali, kao $to su Cd i Cr u eritrocitima, jetri i bubrezima
riba imaju genotoksi¢ni potencijal pokazana je u pojedinim studijama, ali iskljucivo u
studijama tretmana pod kontrolisanim uslovima (Lemos et al., 2001, Chandra & Khuda-
Bukhsh 2004, Velma & Tchounwou, 2010, Salem et al., 2014, Mahrous et al., 2015),
koji se umnogome razlukuju od procena u in situ studijama. Prema radovima
Matsumoto i saradnika (2003, 2005) komet test je dovoljno senzitivan da bi se koristio
za monitoring vodenih ekosistema kontaminiranih sa Cr; autori ove studije su koristili
komet test za detekciju genotoksiénog efekta Cr koncentracija 0,01mgL™ kod vrste
Oreochromis niloticus, koja je ina¢e mnogo manja od trenutne granice od 0,05 mgL™,
koja je trenutna dozvoljena koncentracija za Cr.

Korelacija izmedu nivoa oSte¢enja DNK 1 rasta koncentracije Hg u jetri je
pokazana u brojnim biomonitoring studijama, gde je ¢ak uocena i pojava hepatokancera,
kod radnika izlozenih Hg (Boffeta et al., 1998, Zadnik & Pompe-Kirn 2007, Garcia
Gomez et al., 2007, Crespo-Lopez et al., 2009). Iako je u dosada$njim istrazivanjima
prvenstveno ispitivana i uocena pozitivna korelacija izmedu odredenih metala i pojave
osStecenja genetickog materijala, takode se moze napraviti veza izmedu smanjenja
koncentracije nekih elementa i pojave ostecenja DNK molekula. Studije pra¢enja nivoa
genotoksi¢nosti 1 deficijencije Cu u sisarskim modelima, pokazala su da deficijencija
Cu, moze dovesti do povecanja oStecenja DNK molekula. Smatra se da odsustvo Cu
dovodi do povecanog oksidativnog stresa, koji je jedan od glavnih mehanizama u
genotoksi¢nosti i kancerogenosti metala (Idde et al., 1994, Picco et al., 2004). Negativna
korelacija izmedu Cr 1 oSteCenja DNK se mogla dobiti usled povecanja nivoa
metalotioneina, 1 potencijalnog vezivanja Cr, gde bi ova klasa detoksifikujucih proteina
inhibirala njegov negativan uticaj. Velma & Tchounwou (2010) su pokazali povecanje
proteina metalotioneina u jetri i bubrezima kod vrste Carassius auratus usled odgovora
na stres tretmanom CdCl>.

Jedno od mogucih objaSnjenja malog broja pozitivnih korelacija moze biti
dejstvo drugih polutanata u vodi i sedimentu, koji su sinergisticki ili nezavisno od
dejstva metala, takode dovodili do ostecenja na DNK molekulu. Drugi uzrok moze biti
dejstvo drugih faktora koji nisu vezani za zagadenje, kao Sto su sezonske varijacije, nivo
ishrane, reproduktivni 1 razvojni status i1 gustina populacije, koji takode mogu uticati na

akumulaciju metala kao i na nivo oSetecenja DNK (Jari¢, 2010, Van der Oost et al.
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2003, Lenhardt et al. 2009, Shivakumar et al., 2014). Imaju¢i u vidu naveden
kompleksan uticaj mnogih faktora, odsustvo jasne pozitivne korelacije izmedu pojedinih
metala i oSte¢enja DNK u prirodnim uslovima nije neo¢ekivan.

Koncentracije ispitivanih elemenata unutar istog tkiva su bile medusobno snazno
i uglavnom pozitivno korelisane na svim lokalitetima. Na PeStanu i Beljanici su
pozitivne korelacije izmedu razli¢itih elemenata bile najbrojnije u gonadama, gde je
veéina elemenata medusobno pozitivno korelisala. U proseku na obe reke, najjace i
najbrojnije korelacije sa drugim elementima u gonadama i jetri imale su koncentracije
Zn, gde je korelacija Zn sa Cu pokazana u $krgama, gonadama i jetri. Korelacija izmedu
Zn i Cu je takode pokazana u $krgama i jetri klena izlovljenog u turskoj regiji (Yilmaz
et al., 2007). Pojava da neki elementi koreliSu, dok drugi ne, zavisi od izvora tih
elemenata, odnosno od pojave da se odredeni elementi prirodno grupiSu u odredenim
geoloskim podlogama (Yilmaz et al., 2007). Takode, kao $to je ve¢ i pokazano odredeni
elementi se tkivno specificno akumuliraju, Sto se oslikava na pojavu korelacije

pojedinih metala samo u odredenim tkivima.

5.6. Poredenje lokaliteta na osnovu genotoksi¢nosti i akumulaciji metala i

metaloida u tkivima klena

Za poredenje svih ispitivanih lokaliteta na osnovu genotoksi¢nosti vode radena
je PCA analiza na osnovu oSte¢enja DNK u Celijama krvi, jetre 1 Skrga klena. Takode je
ista analiza uradena za poredenje lokaliteta na osnovu akumulacije metala i metaloida u
miSicu, jetri, Skrgama i gonadama klena. PCA analiza genotoksi¢nosti vode je jasno
pokazala da su se jedinke klena sa Pestana i Beljanice grupisale oko visih vrednosti za
sve ispitivane parametre (Tl i OTM) i tkiva. PCA analiza koncentracije elemenata u
tkivima je pokazala grupisanje jedinki sa Uvca oko viSih vrednosti za ve¢inu elemenata,
posebno u misi¢u i jetri. Dodatno Hg se u miSicu grupisao oko visih vrednosti na
PeStanu 1 GaraSima u odnosu na Uvac. Takode su se Cu 1 Mn grupisali oko visih
vrednosti u gonadama na Garasima u odnosu na PeStan 1 Uvac. Hg 1 Sr u jetri su se
grupisali oko viSih vrednosti na Pestanu i Garasima u odnosu na Uvac.

Kao $§to je re¢eno iako Uvac ima najmanje vrednosti oSte¢enja DNK molekula u

tkivima, povecane vrednosti pojedinih elemenata, ne moraju neminovno dovesti i do
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pojave ostecenja DNK. Uticaj na intenzitet genotoksi¢nosti vode, pored metala, imaju i
razli¢ite smese organskog i drugog zagadenja u vodi I sedimentu. Pesticidi se smatraju
za potencijalne hemijske mutagene. Na PeStanu je u prethodnim istrazivanjima (Sunjog
et al., 2016) identifikovano prisustvo znacajnijih koncentracija metoksihlora i
oktilfenola u sedimentu.

Metoksihlor, insekticid, koris¢en umesto DDT-a u Zivotinjskoj hrani i usevima,
je Siroko raspostranjen u povrSinskim i podzemnim vodama (Gupta & Ali, 2008).
Svetska zdravstvena organizacija dozvoljava maksimum od 20 ug/L. metoksihlora u
vodi (WHO, 1996) a u sedimentu Pestana metoksihlor je detektovan u koncentraciji od
91,65 pg/kg. Ovo predstavlja zabrinjavajucu koli¢inu, pogotovu ako se uzme u obzir
Cinjenica da polutanti nisu zarobljeni u sedimentu, ve¢ da naprotiv sa promenom
hemizma vode, promuljavanjem, dospevaju ponovo u vodu i tako postaju dostupni svim
zivim ogranizmima. Americ¢ka agencija za zastitu zivotne sredine (US EPA, 1995) je
upozorila na opasnost metoksihlora kao uzro¢nika depresije centralnog nervnog sistema,
koji moze dovesti i do oStecenja jetre, bubrega i srca, kako pri akutnom tako i u
hroni¢nom izlaganju koncentracijama iznad propisano dozvoljenih.

Oktilfenol je Cest sredinski polutant koji se ponaSa kao agonist receptora za
estrogen kod riba. Agonisti estrogena ometaju normalnu reproduktivnu funkciju i
reproduktivni rast i razvoj. lzlaganje agensima poput oktilfenola moze izazvati
dugotrajne posledice posebno tokom osetljivih faza Zivotnog ciklusa §to moze dovesti
do nepravilnog razvoja reproduktivnog sistema i uticati na odnos polova. Kako se
oktilfenol razgraduje veoma sporo u okruzenju sa tendencijom da se adsorbuje na
sediment i zemljiSte, rizik od izlaganja ovom polutantu je veéi. Ferreira-Leach & Hill
(2001) su prijavili biotransformaciju, biokoncentraciju i distribuciju oktifenola u
juvenilnim primercima pastrmke (Oncorhynchus mykiss). Nakon izlaganja riba
koncentraciji oktilfenola od 4 pg/LL 10 dana pokazana je tkivno specificna
biokoncentracija, sa najvis§im vrednostima u jetri i masti. Ova studija je pokazala da se
alkilfenoli poreklom iz vode brzo akumuliraju u tkivima i da, iako se primarno
metabolisu u jetri, velike koncentracije pocetnog oblika supstance se akumuliraju i u

drugim tkivima.
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6. ZAKLJUCCI

U skladu sa zadatim ciljevima ove doktorske disertacije i dobijenim rezultatima tokom

istrazivanja moze se zakljuciti sledece:

» Akumulacije Uvac i Gara$i se na osnovu fizicko-hemijske analize primarnih
nutrijenata i mikrobioloskih parametara mogu klasifikovati u | klasu vode. Broj
aerobnih mezofila ne prelazi dozvoljenu granicu, a indeks O/H ukazuje na
zadovoljavajuéi status samoprecis¢avanja ovih vodnih tela.

= Reke PeStan i Beljanica se na osnovu fizicko-hemijske analize mogu
Klasifikovati u III i IV klasu voda usled povecane koncentracije primarnih
nutrijenata.

= Reke Pestan i Beljanica se na osnovu mikrobioloskih parametara mogu
klasifikovati izmedu I i III klase. IBR metoda dala je jasan uvid u sezonsko
variranje fekalnog i organskog zagadenja, koji su u porastu tokom prole¢nih
meseci.

= Na osnovu rangiranja parametara za procenu DNK oSteenja metodom SRD
pokazano je da su TI i OTM pouzdani pokazatelji oSte¢enja DNK molekula
izmedu kojih postoji visoka korelacija.

= Visok kvalitet vode akumulacije Uvac potvrden je niskim vrednostima
primarnih nutrijenata, mikrobioloSkih parametara i DNK oSte¢enja na tkivima
klena koja su bila niza u poredenju sa DNK oStecenjima na tkivima klena sa
ostala tri lokaliteta, Garasi, PeStan 1 Beljanica.

* Vrednosti DNK oSte¢enja tkiva jedinki uzorkovanih sa GaraSa, PeStana i
Beljanice nisu se medusobno znacajno razlikovala.

= Pestan 1 Beljanica pokazuju visoku korelaciju oste¢enja DNK tokom godine $to
je u saglasnosti sa ¢injenicom da se sliv ovih reka nalazi u okviru Kolubarskog
basena lignita sa povrsinskim kopovima uglja i deponijama pepela. Na ovim
lokalitetima, u svim tkivima, uoc¢en je pad DNK ostecenja tokom leta.

* Na svim ispitivanim lokalitetima krv je pokazala najmanje oSteenje DNK
molekula u poredenju sa jetrom i $krgama. Jetra i skrge su pokazale znacajno

variranje nivoa ostecenja tokom razli¢itih meseci.
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Na PesStanu je utvrdena znacajana pozitivna korelacija (Pearson-ov test
korelacije, r= 0,76 TI; r= 0,81 OTM) izmedu koncentracije NO3z u vodi sa
stepenom oSte¢enja DNK molekula u ¢elijama Kkrvi.

Analiza akumulacije metala i metaloida u razli¢itim tkivima klena pokazala je
visok stepen njihove diferencijacije, kao i1 znacajne razlike u distribuciji
elemenata u tkivima izmedu ispitivanih lokaliteta.

Najvece koncentracije veéine analiziranih metala 1 metaloida su nadene u
Skrgama, jetri 1 gonadama, a najmanje u misi¢ima na svim lokalitetima.

Na lokalitetu Uvac, Ba, Hg, Mn, Mo i Sr su bili najvisi u Skrgama, dok su B, Cr,
Cu, Fe i Mo, bili najvisi u jetri.

Na lokalitetu Garasi, Al, B, Ba, Cr, Fe, Mn, Sr i Zn su bili najvisi u Skrgama,
dok su As, Cu i Mo bili najvisi u jetri.

PCA analiza koncentracije elemenata u tkivima sa PesStana i Beljanice je
pokazala grupisanje po visim vrednostima za Hg tokom jeseni. Pored ovoga,
pokazano je i grupisanje po visim vrednostima B u jetri i skrgama tokom jeseni
na Beljanici.

Na Pestanu je pokazana statisticki znacajna razlika izmedu sezone jesen u
odnosu na druge sezone u akumulaciji nizih vrednosti Zn u misiéu, kao i nizih
vrednosti Cr i Mo u skrgama. Razlika u variranju koncentracija Hg i Zn tokom
sezona pokazana je u svim tkivima. Jetra je u odnosu na ostala tkiva pokazala
izraZeniju varijaciju u akumulaciji metala (Cr, Mn, Sr, Hg i Zn) u odnosu na
sezonu uzorkovanja.

Na Beljanici je pokazana statisticki znacajna razlika izmedu sezone leto u
odnosu na druge sezone u akumulaciji visih vrednosti Hg u jetri i Mo u skrgama,
kao i razlika izmedu sezone zima u odnosu na druge sezone u akumulaciji visih
vrednosti Cr u misiéu. Skrge su u odnosu na ostala tkiva pokazale izraZeniju
varijaciju u akumulaciji metala (Ba, Cu, Mo, Sr, Zn) u odnosu na sezonu
uzorkovanja.

Kanonijska diskriminantna analiza (CDA) je, u odnosu na ukupni sadrzaj
elemenata u tkivima, pokazala odvajanje Skrga u odnosu na druga tkiva na

Pestanu 1 Beljanici.
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Zakljucci

Koncentracije ispitivanih elemenata unutar istog tkiva su bile uglavhom
pozitivno korelisane na svim lokalitetima. Na PeStanu i Beljanici su pozitivne
korelacije izmedu razlicitih elemenata bile najbrojnije u gonadama.

Na Uvcu je uo¢ena znafajna negativna korelacija (Pearson-ov test korelacije)
izmedu OTM i Cr (r=-0,83) u jetri.

Na GaraSima je ustanovljena znaCajna pozitivna korelacija (Pearson-ov test
korelacije) izmedu TI i Mn (1=0,89), Mo (r=0,90) i Sr (=0,96) kao i OTM i1 Hg
(r=0.90) u jetri.

Na Pestanu je uoCena znacajna negativna korelacija (Pearson-ov test korelacije)
izmedu Tl11 OTM sa Cu (r=-0,43 Tl, r=-0,45 OTM) u Skrgama. Na Beljanici je
uoCena znacajna negativna korelacija (Spearman-ov test korelacije) izmedu
OTM i Hg (r=-0,34) u jetri, dok su u Skrgama TI i OTM znacajno korelisali sa
Ba (r=-0,33 Tl, OTM), Mn (r=-0,28 TI, r=-0,31 OTM), Ni (r=-0,26 TI, r= -
0,26 OTM) i Pb (r=-0,40 TI, r=-0,35 OTM), dok je samo TI korelisao sa Al (r=
-0,28).

PCA analiza oSte¢enja DNK u tkivima je pokazala grupisanje jedinki klena sa
Pestana i Beljanice oko visih vrednosti za sve ispitivane parametre (TI i OTM) i
tkiva.

PCA analiza koncentracije elemenata u tkivima je pokazala grupisanje jedinki
klena sa Uvca oko vecih vrednosti za ve¢inu elemenata, posebno u misicu 1 jetri.
Povecane vrednosti pojedinih elemenata u tkivima klena sa Uvca nisu dovele do
pojave veéih oStecenja na DNK molekulu, $to ukazuje na moguénost odredene
adaptacije ovih jedinki na date koli¢ine metala u vodi.

Pokazano je da pritisak hemijskog zagadenja antropogenog porekla dovodi do
znacajnog rasta oSte¢enja DNK molekula u tkivima klena.

Na osnovu dobijenih rezultata mozZze se zakljuciti da primena komet testa u
detekciji DNK oSte¢enja predstavlja znacajan eksperimentalni sistem u

ekogenotoksikoloskoj proceni kvaliteta povrsinskih voda.
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U tabeli 1 su rezultati komet testa predstavljeni sa tri parametra (duzina repa—I,
intenzitet repa komete—i, “Olive tail moment”™—m) za tri tkiva (krv, jetra, Skrge) klena
uzorkovanog sa cCetiri reke (Bubanj Potok, Kolubara, Pestan, Beljanica) 1 dva rezervoara

(Uvac i Garasi), koris¢eni za SRD metodu.

Tabela 1. Rezultati komet testa predstavljeni sa tri parametra (duzina repa—I, intenzitet repa komete—i,
“Olive tail moment”—m) za tri tkiva (krv, jetra, Skrge) klena uzorkovanog sa cetiri reke (Bubanj Potok,

Kolubara, Pestan, Beljanica) i dva rezervoara (Uvac i Garasi)

Lokacija i datum uzorkovanja jedinka | krv jetra Skrge

| m i | m i | m i
138 | 042 | 489 | 22,76 | 0,53 | 361 | 153 | 035 | 39
13,24 | 0,28 | 3,46 | 15,74 | 0,52 | 6,15 | 17,24 | 0,52 | 3,28
14,96 | 0,26 3 17,86 | 043 | 472 | 16,84 | 0,31 | 33
1366 | 0,26 | 394 | 18,18 | 051 | 546 | 1254 | 0,35 | 7,96
17,64 | 0,39 | 3,76 | 27,38 | 0,53 | 3,45 | 21,04 | 0,49 | 3,96
1896 | 0,32 | 251 | 242 | 031 | 29 | 2582 | 0,73 | 643
1542 | 0,32 | 2,78 | 22,48 | 0,69 | 4,88 | 22,96 | 048 | 4,37
17,02 | 0,44 | 3,17 | 21,74 | 0,3 43 | 2506 | 0,36 | 2,44
16,36 | 03 | 4,68 16 053 | 322 | 17,22 | 0,36 | 3,65
17,82 | 0,27 3 28,38 | 0,63 | 449 | 18,36 | 0,58 | 4,02
18,04 | 0,29 | 2,77 | 17,2 | 041 | 291 | 226 | 0,92 | 549
12,12 | 052 | 7,75 | 18,32 | 0,72 | 6,54 | 21,38 | 0,99 | 7,59
138 | 047 | 452 | 18,16 | 0,82 | 563 | 36,86 | 0,74 | 7,21
143 | 05 | 617 | 20,18 | 053 | 4,3 | 252 | 093 | 6,62
1494 | 0,41 | 53 21,1 | 0,68 | 6,14 | 18,88 | 1,46 | 6,57
152 | 0,56 | 583 | 24,7 | 0,51 | 3,35 | 17,58 | 0,58 | 5,22
14,92 | 0,46 | 5,36 | 21,22 | 0,46 | 3,66 | 23,08 | 0,47 | 3,77
1388 | 0,42 | 6,03 | 17,14 | 0,74 | 7,19 | 18,88 | 0,5 | 4,91
145 | 053 | 7,63 | 16,6 | 0,35 | 3,46 | 16,88 | 0,58 | 6,29
15,66 | 0,39 | 3,96 | 21,96 | 093 | 6,89 | 17,42 | 1,01 | 9,55
134 | 057 | 7,09 | 22,32 | 0,85 | 6,11 | 21,04 | 1,27 | 9,92
1862 | 058 | 443 | 26,9 | 123 | 7,3 | 21,14 | 1,3 | 9,92

134 | 063 | 10 | 1574 | 0,79 | 7,85 | 24,38 | 1,99 | 13,54
17,68 | 057 | 497 | 27,42 | 1,12 | 7,15 | 24,36 | 2,14 | 14,64
18,38 | 0,51 | 3,38 | 18,78 | 1,06 | 526 | 26,42 | 0,77 | 9,73
16,26 | 0,39 | 3,99 | 24,98 | 067 | 743 | 173 | 0,63 | 6,27
14,16 | 045 | 561 | 215 | 0,6 | 455 | 23,64 | 1,35 | 9,44
16,28 | 0,55 | 4,72 | 16,32 | 1,47 | 6,28 | 18,38 | 1,1 6,79
17,96 | 0,43 | 493 | 28,94 | 064 | 9,1 | 1816 | 0,77 | 11,61
15,12 | 0,19 | 2,03 | 18,44 | 1,07 | 887 | 21,4 | 0,83 | 6,42

Uvac, Zlatarsko jezero, 17.05.2011.

Uvac, Zlatarsko jezero, 24.10.2011.

Bubanj potok 29.06.2011.

Kolubara 1.07.2011.

Pestan 30.06.2011.

Pestan 14.10.2011.

Beljanica 14.10.2011.

RPlwNMPOIN|RP|B™OLBINDND|RP|BOWOIN|[P|dW|IN|P([N[fO|lOO| | W|IN|([RP[MlW|IN]|PF

Garasi 4.11.2011.
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15,74 | 03 | 4,07

17,08 | 0,67

6,13 | 20,5

091 | 837

19,22 | 0,31 | 4,92

21 0,78

7,21 | 19,18

0,77 | 48

17,84 | 0,56 | 2,72

20,5 | 0,95

6,6 19,4

0,55 | 6,65

(G200 I~ IOV I B S

14,84 | 0,43 | 3,27

22,76 | 0,63

5,02 | 18,94

109 | 7,74

Tabela 2 prikazuje srednje vrednosti oste¢enja DNK molekula za krv, jetru i Skrge

izrazenih preko TI i OTM na PeStanu tokom 2011/2012 godine. Tabela 3 prikazuje

srednje vrednosti ostecenja DNK molekula za krv, jetru 1 Skrge izrazenih preko TI i

OTM na Beljanici tokom 2011/2012 godine.

Tabela 2. Ostec¢enja DNK molekula (srednja vrednost + SD) za krv, jetru i $krge po mesecima sa PeStana

krv jetra Skrge

TI OTM TI OT™M TI OT™M
oktobar 4,34+0,8 0,47+008 | 661+118 095+024 | 9,89+350 1,25+0,69
novembar | 6,18+169 0,780,334 | 743+208 121+037 | 642174 0,92+0,25
decembar | 505+0,36 056+006 | 9,39+157 140+037 | 609125 0,82+0,18
mart 431099 048+008 | 568+162 079+026 | 7,26+248 0,91+0,27
april 437+103 042+008 | 665+1,92 095+0,67 | 664508 0,94+0,87
jul 413+104 048+0,12 | 814+317 112+0,36 | 991+289 131+0,53
avgust 1,68+065 0,16+0,06 | 057+0,21 0,07+006 | 064+039 0,06+0,04
septembar | 1,84+046 0,17+006 | 655+2,08 087+037 | 351+040 0,29+0,08

Tabela 3. Ostec¢enja DNK molekula (srednja vrednost £ SD) za krv, jetru i $krge po mesecima sa

Beljanice
krv jetra Skrge
TI OTM TI OTM TI OTM
oktobar 509+046 0,48+0,07 | 6,64+230 0,90+0,49 9,28+242 1,07+ 0,29
novembar 488+1,18 055+0,17 | 392+1,07 0,58 +0,27 6,24 £ 1,60 0,93 +0,27
decembar 500+047 066+0,09 | 664+233 105+042 6,14 + 3,38 1,00+ 0,67
februar 551+139 064+032 |1144+260 165+049 | 1046+342 159+0,64
mart 451+135 055+0,17 | 509+1,47 0,68+0,27 552+235 0,73+£0,42
april 6,81+3,18 087+045 | 804+274 123+0,51 9,18 + 3,88 1,56 + 0,75
maj 432+048 052+0,15 | 520+1,17 0,67+0,22 | 10,83+4,28 1,85+0,88
jul 535+128 061+0,20 | 6,79+145 0,93+0,13 9,92 + 3,62 1,13+0,38
avgust 2,75+108 0,37+0,19 | 0,74+0,60 0,09 £ 0,08 0,42+0,18 0,04 £ 0,02
septembar | 1,41+0,49 0,13+0,07 | 585+2,03 0,60+0,17 4,88 £ 1,86 0,58 £ 0,36

U tabeli 4 su prikazane izmerene vrednosti duzine i tezine svakog uzorkovanog

primerka klena sa Uvca. U tabeli 5 (a, b, c, d) su prikazane koncentracije (ug/g suve
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tezine) 13 metala u Cetiri tkiva: Skrge, jetra, misic¢ 1 gonade za 7 jedinki sa Uvca. Radeni

su i Co, Li, Ni, Pb, ali su u svim uzorcima bili ispod granice detekcije (ND).

Tabela 4. Uzorkovane jedinke klena sa duzinom (cm) i teZinom (g)

Uvac (Zlatarsko jezero)

datum uzorkovanja red.br. | duzina | teZina

oktobar 2011. god. 1 19,5 118,2
2 23,5 125,2
3 24,5 144
4 23,5 1125
5 25,5 155,4
6 23 103,2
7 20,5 78,2

Tabela 5. Koncentracije metala i metaloida (ug/g) u tkivima a) misi¢, b) Skrge, ¢) gonade, d) jetra svakog

ispitanog primerka klena sa Uvca, ND-ispod granice detekcije

a)
misic¢

red.br. Al As B Ba Cd Cr Cu Fe Hg Mn Mo Sr Zn
1 0,08 | 145 | 0,08 | 0,71 | ND | 0,06 | 3,12 | 27,73 | 1,08 | 0,56 | 0,01 | 0,70 | 84,80
2 0,06 | 203 | 0,17 | 0,32 | ND | 001 | 1,77 | 1821 | 0,20 | 0,49 | 0,03 | 0,93 | 56,74
3 1,90 | 1,46 | 007 | 0,63 | ND | 0,02 | 188 | 1746 | 0,85 | 0,66 | 0,04 | 1,87 | 84,96
4 ND | 1,11 | 009 | 052 | ND | 0,01 | 1,76 | 28,75 | 162 | 0,69 | 0,03 | 1,52 | 47,03
5 834 | 365 | 053 | 049 | ND | 002 | 268 | 2043 | 0,23 | 0,51 | 0,27 | 0,89 | 59,41
6 429 | 142 | 014 | 0,35 | ND | 0,02 | 2,34 | 2363 | 1,14 | 0,58 | 0,00 | 0,33 | 4833
7 008 | 191 | 017 | 0,32 | ND | 0,02 | 162 | 1328 | 0,28 | 056 | 0,06 | 1,05 | 37,20

b)

Skrge

red.br. Al As B Ba Cd Cr Cu Fe Hg Mn Mo Sr Zn
1 0,13 | 0,72 | 0,42 | 6,49 | ND | 0,08 | 1,17 | 15354 | 1,32 | 11,29 | 0,01 | 62,62 | 446,98
2 573 | ND ND | 5,63 | ND | 0,12 | 0,18 76,85 ND 8,92 1,02 | 49,78 | 342,09
3 1,94 | 2,35 | 048 | 6,74 | ND | 0,20 | 1,56 | 13322 | ND | 14,26 | 0,00 | 71,31 | 379,03
4 0,22 | ND | ND | 444 | ND | 0,19 | 0,93 | 78,83 ND | 7559 | 0,03 | 47,12 | 383,30
5 317 | 653 | 1,04 | 453 | ND | 0,20 | 0,51 | 90,52 ND | 895 | 045 | 53,15 | 399,72
6 0,33 | ND | ND | 465 | ND | 0,08 | 0,12 | 47,67 ND | 12,13 | 0,16 | 49,55 | 199,98
7 092 | ND | ND | 7,74 | ND | 0,71 | 0,29 | 146,75 | ND | 1556 | 0,22 | 59,82 | 229,05
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c)
gonade

red.br. Al As B Ba | Cd Cr Cu Fe Hg Mn Mo Sr Zn
1 0,09 | 234 | 0,23 | 240 | ND | 0,02 | 1,32 | 90,33 1,18 0,90 | 0,04 | 0,30 252,03
2 0,16 | 293 | 0,25 | 1,89 | ND | 0,02 | 1,95 | 118,56 ND 101 | 0,01 | 0,4 601,85
3 0,06 | 250 | 0,12 | 1,31 | ND | 0,01 | 0,58 | 25,50 ND 0,40 | 0,03 | 0,24 | 164,67
4 219 | 2,75 | 0,20 | 3,70 | ND | 0,02 | 1,57 | 71,67 1,14 106 | 0,11 | 0,36 265,91
5 0,09 | 448 | 0,41 | 0,90 | ND | 0,02 | 2,23 | 51,10 ND 047 | 0,04 | 0,18 | 491,94
6 0,12 | 469 | 0,19 | 2,10 | ND | 0,00 | 1,05 | 44,11 ND 0,29 | 0,06 | 0,11 428,11
7 0,09 | 288 | 031 |35 |ND| 002|147 |10635| 120 | 127 | 0,04 | 1,63 | 35453

d)

jetra

red.br. | Al As B Ba Cd Cr Cu Fe Hg Mn Mo Sr Zn
1 0,40 | 147 | 0,40 | 0,87 | 0,13 | 0,09 | 28,08 | 209,60 ND | 496 | 145 | ND | 120,96
2 0,33 | 0,59 | 251 | 0,38 | 0,26 | 2,02 | 8,92 846,63 ND | 500 | 135 | ND | 117,18
3 0,45 | 1,05 | 0,99 | 0,24 | 0,29 | 0,17 | 2435 | 289,02 ND | 357 | 0,81 | ND | 84,70
4 0,66 | 1,18 | 1,38 | 1,26 | 0,22 | 1,90 | 30,68 | 569,77 ND | 3,18 | 1,68 | ND | 134,58
5 151153108020 | 016 | 0,03 | 1646 | 25329 ND | 255 | 043 | 0,17 | 6514
6 0,15 | 428 | 0,90 | ND | 0,08 | 0,04 | 27,96 | 178,65 ND | 419 | 1,15 | 0,28 | 95,26
7 0,66 | 1,18 | 3,01 | 1,35 | 0,22 | 0,26 | 81,73 | 1120,75 ND | 5,87 1,48 ND | 175,92

U tabeli 6 su prikazane izmerene vrednosti duzine i tezine svakog uzorkovanog

primerka klena sa Garasa. U tabeli 7 (a, b, ¢, d) su prikazane koncentracije (ug/g suve

tezine) 12 metala u Cetiri tkiva: Skrge, jetra, miSi¢ i gonade za 5 jedinki sa Garasa. Cd,

Co, Ni i Pb su bili ispod granica detekcije (ND).

Tabela 6. Uzorkovane jedinke klena sa duzinom (cm) i teZinom (Q)

Garasi
mesec red.br. duzina teZina
NOV 1 36,5 546
2 36 562
3 36,4 544
4 44 1050
5 35,7 517
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Tabela 7.

svakog ispitanog primerka klena sa Garasa, ND-ispod granice detekcije

Koncentracije metala i metaloida (pg/g) u u tkivima a) misi¢, b) skrge, ¢) gonade, d) jetra

a)
misic¢
red. br. Al As B Ba Cr Cu Fe Hg Mn Mo Sr Zn
1 0,07 | 025 | ND | 0,02 | 0,02 | 1,84 12,54 241 | 0,32 | 0,03 | 0,24 33,10
2 0,07 | 044 | ND | 0,02 | 0,02 | 152 7,09 153 | 0,17 | 0,04 | 0,15 11,72
3 0,14 | 0,25 | ND | 0,05 | 0,03 | 0,38 2,00 1,79 | 041 | 0,07 | 0,27 10,61
4 0,07 | 0,69 | ND | 0,02 | 0,02 | 1,02 3,06 2,40 | 0,28 | 0,04 | 0,32 7,22
5 0,05 | 0,88 | ND | 0,02 | 0,01 | 1,81 13,33 163 | 0,34 | 0,03 | 0,18 20,45
b)
Skrge
red. br. Al As B Ba Cr Cu Fe Hg Mn Mo Sr Zn
1 2214 |ND | ND | 6,19 | 0,17 | 2,42 | 82,95 ND 15,08 | 0,24 | 43,22 | 247,90
2 101,66 | ND | ND | 6,08 | 0,09 | 1,09 | 184,91 | ND 47,77 10,25 | 3754 | 311,08
3 1064 | ND | 0,27 | 509 | 004|112 | 10457 |133| 1751 | 0,08 | 50,71 | 259,11
4 58580 | ND | 2,96 | 11,31 | 0,79 | 1,14 | 833,49 | ND | 10505 | 0,03 | 51,75 | 206,75
5 1354 |[ND | ND | 7,00 | 006|069 | 7121 ND 17,77 10,09 | 70,07 | 305,84
c)
gonade
red. br. Al As B Ba Cr Cu Fe Hg Mn Mo Sr Zn
1 0,06 | ND | 0,18 | 0,02 | 0,01 | 555 | 66,16 | 0,98 | 2185 | 0,24 | 0,53 123,57
2 0,06 | ND | 0,16 | 0,02 | 0,00 | 6,08 | 5769 | 0,80 | 2599 | 0,45 | 0,43 88,85
3 046 | ND | 0,18 | 0,02 | 0,01 | 7,06 | 61,06 | 0,93 | 2402 | 0,16 | 0,46 105,47
4 0,06 | ND | 0,03 | 0,02 | 0,01 | 448 | 2199 | 0,95 | 18,77 | 0,20 | 0,38 74,61
5 0,06 | ND | 0,23 | 0,02 | 0,01 | 6,25 | 5321 | 0,82 | 37,60 | 0,22 | 0,53 90,21
d)
jetra
red. br. Al As B Ba Cr Cu Fe Hg Mn Mo Sr Zn
1 0,07 0,28 | 0,29 | ND | 0,02 9,96 105,46 150 | 2,79 | 0,50 | 0,18 | 38,22
2 0,05 0,76 | ND | ND | 0,01 | 1951 25,92 1,22 | 1,67 | 0,14 | 0,03 | 26,95
3 30,87 | 0,96 | 0,08 | ND | 0,16 6,14 31,70 143 | 163 | 0,24 | 0,10 | 27,40
4 0,06 0,78 | ND | ND | 0,01 4,83 25,89 150 | 2,35 | 0,21 | 0,13 | 26,72
5 0,06 0,27 | ND | ND | 0,01 | 12,10 32,24 112 | 191 | 0,23 | 0,11 | 28,84

U tabeli 8 su izmerene vrednosti duzine i tezine svakog uzorkovanog primerka klena sa

Pestana. U tabelama 9-12 (a, b, c, d) su prikazane koncentracije (ug/g suve tezine) 14

metala u Cetiri tkiva: mi$i¢, Skrge, gonade i jetra za jedinke sa PesStana. U tabeli 13 su
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prikazane mesecne srednje vrednosti koncentracije (ug/g suve tezine) elemenata sa

Pestana.

Tabela 8. Uzorkovane jedinke klena sa Pestana sa duzinom (cm) i tezinom (Q)

Pestan
mesec red.br. duzina tezina
OKT 4 31 332
1 26,5 119
NOV 2 28 243
3 39 416
1 16 45
DEC 2 22 114
3 12,5 20
1 20 87
2 19,5 82
MAR
3 17 54
4 31 418
1 29,5 377
APR 2 28 282
3 29 297
1 19,5 83
2 19 72
JUL
3 19 70
4 17 59
1 25 155
2 20 84
AVG
3 30 236
4 16 46
1 23 123
SEP 2 20 76
3 18 58
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Tabela 9. Koncentracije metala i metaloida (pug/g) u misic¢u svakog ispitanog primerka klena sa Pestana,

ND-ispod granice detekcije

MISIC
mesec red.br. Al B As Ba Cr Cu Fe Hg Mn Mo Ni Pb Sr Zn
OKT 4 006 | ND | ND | 080 | 003 | 081 | 457 | 146 | 060 | 001 | ND | ND | 187 | 4530
1 013 | ND | ND | 033 | 001 | 094 | 720 | 217 | 067 | 002 | ND | ND | 121 | 2457
NOov 2 006 | ND | ND | 041 | 001 | 068 | 852|176 | 066 | 003 | ND | ND | 130 | 3027
3 010 | ND | ND | 094 | 002 | 1103 | 794 | 174 | 122 | 007 | ND | ND | 207 | 3016
1 635 | ND | 010 | 075 | 008 | 141 | 1201 | 083 | 095 | 023 | 0,04 | 035 | 241 | 5534
DEC 2 1097 | ND | 0,70 | 058 | 0,06 | 1,47 | 1055 | 0,81 | 0,65 | 0,10 | 0,04 | ND | 087 | 5512
3 2828 | ND | 2,19 | 057 | 004 | 149 | 906 | 1,10 | 106 | 009 | 013 | ND | 305 | 71,23
1 349 | ND | 028 | 1,57 | 007 | 088 | 855 | 060 | 060 | 031 | 004 | 033 | 186 | 7978
MAR 2
3 490 | ND | 011 | 202 | 012 | 134 | 958 | 054 | 1,72 | 034 | 004 | 013 | 580 | 72,23
4 4252 | ND | 011 | 068 | 0,06 | 1,10 | 1551 | 099 | 053 | 0,03 | 0,04 | 0,80 | 0,64 | 47,50
1 2053 | ND | 011 | 053 | 0,06 | 083 | 638 | 147 | 051 | 024 | 004 | ND | 086 | 67,74
APR 2 005 | ND | 008 | 1,24 | 025 | 093 | 561|118 | 090 | 037 | 003 | ND | 159 | 61,83
3 215 | ND | 0,08 | 0,73 | 005 | 079 | 436 | 117 | 072 | 022 | 003 | ND | 134 | 4942
1 1522 | ND | 036 | 042 | 005 | 141 | 11,33 | 061 | 0,73 | 036 | 003 | 028 | 330 | 5395
oL 2 007 | ND | 064 | 116 | 001 | 143 | 768 | 053 | 1,30 | 021 | 006 | 014 | 279 | 6827
3 20907 | ND | 1,33 | 083 | 002 | 108 | 727 | 083 | 095 | 001 | 0,05 | 014 | 204 | 8173
4 4834 | ND | 064 | 274 | 027 | 194 | 961 | 087 | 1,33 | 0,04 | 006 | 051 | 1,87 | 89,29
1 939 | ND | 008 | 087 | 021 | 0,83 | 2054 | 082 | 091 | 037 | 003 | ND | 120 | 6587
AVG 2 004 | ND | 007 | 1,13 | 088 | 1,04 | 1378 | 0,69 | 090 | 026 | 005 | ND | 270 | 67227
3 1,20 | ND | 007 | 143 | 014 | 521 | 16,77 | 1,14 | 083 | 029 | 308 | ND | 1,34 | 421
4 62,15 | ND | 0,84 | 045 | 028 | 146 | 1097 | 1,06 | 0,80 | 0,05 | 007 | ND | 1,22 | 8856
1 013 | ND | 040 | 142 | 003 | 100 | 648 | 143 | 081 | 038 | 003 | ND | 337 | 5846
SEP 2 006 | ND | 055 | 261 | 012 | 098 | 680 | 007 | 1,87 | 098 | 001 | ND | 11,10 | 9206
3 6,86 | ND | 013 | 1,18 | 001 | 279 | 966 | 069 | 096 | 064 | 057 | ND | 267 | 8832
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Tabela 10. Koncentracije metala i metaloida (pug/g) u $krgama svakog ispitanog primerka klena sa

Pestana, ND-ispod granice detekcije

SKRGE

mesec | red.br. Al B As Ba Cr Cu Fe Hg Mn Mo Ni Pb Sr Zn
oKT | 4 1206 | 022 | ND | 2684 | 013 | 142 | 6474 | 097 | 1467 | 001 | 003 | ND | 8715 | 26256
1 024 | 027 | ND | 1639 | 005 | 1,44 | 6752 | 122 | 1362 | 005 | ND | ND | 5255 | 174,40
NOV | 869 | 050 | ND | 1350 | 0,14 | 1,60 | 103,01 | 1,28 | 1520 | 0,00 | ND | ND | 64,78 | 178,10
3 6712 | 045 | ND | 1740 | 026 | 338 | 127,64 | 1,63 | 47,6 | 0,07 | 331 | ND | 61,18 | 17562
1 4235 | ND | 030 | 11,71 | 062 | 226 | 10473 | 064 | 11,26 | 1,00 | 012 | ND | 40,69 | 252,15
DEC 2 678 | ND | 012 | 1849 | 0,60 | 2,04 | 10327 | 047 | 1896 | 1,26 | 005 | ND | 7385 | 184,79
3 2799 | ND | 502 | 1529 | 1,58 | 364 | 97,09 | 145 | 1453 | 451 | 030 | ND | 5941 | 30174
1 2328 | ND | 017 | 1983 | 081 | 1,81 | 10891 | 043 | 980 | 141 | 007 | ND | 70,09 | 24459
VAR L2 808 | ND | 017 | 2057 | 035 | 183 | 79,04 | 056 | 1976 | 1,83 | 007 | ND | 7848 | 237,33
3 88,06 | ND | 028 | 41,28 | 084 | 2,23 | 10849 | 0,60 | 3568 | 207 | 011 | ND | 10037 | 201,64
4 009 | ND | 016 | 1502 | 062 | 327 | 9054 | 045 | 22,05 | 097 | 008 | ND | 15570 | 268,39
1 930 | ND | 020 | 1685 | 0,63 | 153 | 57,60 | 059 | 1244 | 2,03 | 008 | ND | 7342 | 14917
APR 2 432 | ND | 013 | 2514 | 062 | 1,50 | 11580 | 054 | 1987 | 141 | 020 | ND | 8632 | 222,30
3 2721 | ND | 020 | 2419 | 061 | 164 | 8145 | 077 | 1532 | 146 | 008 | ND | 9831 | 150,59
1 1714 | ND | 017 | 1578 | 041 | 225 | 8602 | 060 | 1686 | 1,06 | 007 | ND | 6535 | 35220
oL 2 2543 | ND | 028 | 2658 | 099 | 2,97 | 162,17 | 094 | 2314 | 183 | 011 | ND | 8883 | 20346
3 4537 | 1,02 | 1,86 | 1608 | 067 | 279 | 71404 | 1,04 | 21,80 | 241 | 011 | ND | 67,33 | 169,65
4 3623 | ND | 041 | 2236 | 1,04 | 346 | 17317 | 086 | 23,00 | 267 | 017 | ND | 8363 | 21159
1 1220 | ND | 016 | 1952 | 060 | 742 | 12824 | 0,68 | 1547 | 161 | 1,90 | ND | 7523 | 32821
G L2 2587 | ND | 020 | 15092 | 065 | 417 | 14406 | 051 | 1468 | 150 | 203 | ND | 6326 | 279,88
3 1690 | ND | 009 | 1933 | 050 | 2,37 | 121,62 | 049 | 1616 | 1,00 | 000 | ND | 8388 | 33973
4 2468 | ND | 1,75 | 2081 | 067 | 381 | 130,61 | 0,87 | 2166 | 225 | 070 | ND | 7558 | 370,86
1 | 19399 | 027 | 028 | 2560 | 0,84 | 325 | 232,19 | 0,99 | 4254 | 241 | 0,00 | 2,35 | 10548 | 29396
SEP 2 | 13885 | ND | 1,32 | 36,24 | 1,38 | 417 | 23249 | 131 | 4822 | 315 | 055 | 1,47 | 106,25 | 461,96
3 2380 | ND | 081 | 41,57 | 090 | 254 | 10868 | 1,04 | 3372 | 252 | 015 | 045 | 13622 | 368,19
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Tabela 11. Koncentracije metala i metaloida (ug/g) u gonadama svakog ispitanog primerka klena sa

Pestana, ND-ispod granice detekcije

GONADE
mesec | red.br. Al B As Ba Cr Cu Fe Hg Mn Mo Ni Pb Sr Zn
OKT 4
1 205 | 013 | 055 | 246 | 002 | 28 | 4641 | 154 | 267 | 015 | 005 | ND | 036 | 157,90
NoV 2 006 | 022 | 011 | 1,14 | 001 | 58 | 71,03 | 1,05 | 1743 | 017 | 003 | ND | 047 | 231,02
3
1
DEC )
3
1 | 1003|040 013| 223|005 | 161 | 2157 | 039 | 1,18 | 003 | 004 | 031 | 042 | 7240
MAR —2
3 721 | ND | 141 | 525 | 010 | 153 | 4291 | 050 | 216 | 0,04 | 006 | 055 | 053 | 142,15
4 046 | ND | 000 | 016 | 010 | 336 | 4185 | 050 | 1820 | 0,03 | 005 | 014 | 040 | 97,12
1 598 | ND | 029 | 002 | 008 | 181 | 1727 | 042 | 102 | 003 | 005 | ND | 023 | 4065
APR 2 809 | ND | 007 | 287 | 004 | 131 | 1995 | 037 | 075 | 003|003 | 019 | 019 | 10021
3 749 | ND | 103 | o081 | 001 | 290 | 2336 | 052 | 1386 | 003 | 005 | ND | 052 | 70417
1 547 | ND | 540 | 1692 | 007 | 447 | 5253 | 152 | 190 | 016 | 023 | ND | 145 | 64643
oL 2 010 | ND | 225 | 633|032 | 268 | 3868 | 058 | 118 | 005 | 007 | ND | 067 | 16332
3 6,77 | ND | 406 | 476 | 002 | 279 | 3249 | 075 | 095 | 001 | 010 | ND | 031 | 29469
4 016 | ND | 492 | 2250 | 004 | 100 | 3148 | 1,23 | 141 | 000 | 011 | ND | 080 | 389,23
1 | 1431 | ND | 299 | 1099 | 036 | 651 | 10601 | 091 | 371 | 006 | 029 | ND | 065 | 509,71
AVG 2 543 | ND | 482 | 985 | 032 | 371 | 3980 | 084 | 074 | 005 | 007 | ND | 044 | 24348
3 007 | ND | 013 | 1065 | 009 | 1047 | 5583 | 066 | 736 | 027 | 026 | ND | 162 | 62847
4 | 3532 | ND | 362 444 | 009 | 550 | 8028 | 148 | 357 | 026 | 0,16 | 6,15 | 0,74 | 688,24
1 182 | ND | 159 | 324 | 002 | 110 | 3918 | 070 | 246 | 004 | 006 | ND | 027 | 8056
SEP 2 761 | ND | 307 | 2017 | 055 | 220 | 9179 | 090 | 230 | 007 | 010 | ND | 094 | 45431
3 035 | ND | 890 | 2318 | 071 | 888 | 8202|143 | 309 | 017 | 025 | ND | 6,87 | 994,36
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Tabela 12. Koncentracije metala i metaloida (nug/g) u jetri svakog ispitanog primerka klena sa PeStana,

ND-ispod granice detekcije

JETRA
mesec | red.br. Al B As Ba Cr Cu Fe Hg Mn Mo Ni Pb Sr Zn
OKT 4 018 | ND | ND | ND | 004 | 2053 | 70,05 | 063 | 380 | 131 | 026 | ND | 016 | 56,12
1 010 | 083 | ND | ND | 004 | 41,37 | 281,07 | 1,20 | 2555 | 062 | NnD | ND | 024 | 7581
NOov 2 0,06 | 019 | ND | ND | 001 | 815 | 6745 | 099 | 216 | 057 | ND | ND | 010 | 4938
3 010 | 021 | ND | ND | 002 | 455 | 9364 | 1,23 | 190 | 034 | NnD | ND | 009 | 24,12
1
DEC )
3
1 | 1014 | ND | 028 | ND | 032 | 2590 | 75048 | 0,70 | 496 | 008 | 011 | 033 | 0,37 | 105,90
VAR L2 374 | ND | 022 | ND | 030 | 1542 | 42905 | 051 | 633 | 006 | 0,00 | 0,70 | 0,65 | 119,05
3 | 1677 | nD | 040 | ND | 005 | 2407 | 43804 | 080 | 492 | 011 | 016 | 048 | 062 | 87.82
4 | 2432 | no|o014a| Np | o022 | 1736 | 15151 | 092 | 845 | 1,12 | 0,06 | 042 | 049 | 109,23
1 596 | ND | 014 | ND | 024 | 5882 | 164,92 | 0,74 | 581 | 029 | 006 | ND | 1,14 | 119,04
APR 2 328 | ND | 103 | ND | 014 | 2365 | 149,06 | 0,77 | 531 | 083 | 008 | ND | 021 | 11325
3 | 3311 | ND | 046 | 005|013 | 778 | 37,80 | 040 | 359 | 030 | 0,03 | 025 | 023 | 4580
1 016 | ND | 028 | ND | 043 | 37,16 | 331,19 | 1,08 | 526 | 080 | 011 | ND | 020 | 86,25
oL 2 015 | ND | 218 | ND | 026 | 1633 | 86,16 | 096 | 624 | 0,70 | 006 | ND | 044 | 7672
3 | 2566 | ND | 253 | ND | 005 | 5931 | 13504 | 106 | 828 | 086 | 014 | ND | 050 | 120,23
4 | 5090 | nD | o046 | ND | 020 2311 | 24433 | 131 | 948 | 043 | 016 | ND | 058 | 8372
1 | 1341 | 360 | 026 | 005 | 014 | 2969 | 22769 | 1,31 | 574 | 070 | 039 | ND | 025 | 90,5
AVG 2 018 | ND | 038 | 006 | 057 | 5835 | 491,30 | 097 | 348 | 042 | 009 | ND | 022 | 105,94
3 646 | ND | 093 | 038 | 026 | 4420 | 7311 | 1,04 | 479 | 122 | 005 | ND | 104 | 97,37
4 | 7500 | nD | 036|079 | 088 | 41,10 | 54961 | 1,06 | 1041 | 0,75 | 0,62 | 1,14 | 1,27 | 15188
1 | 1338 | ND | 184 | ND | o071 | 1265 | 10342 | 1,73 | 858 | 066 | 037 | ND | 057 | 10513
SEP 2 020 | ND | 036 | ND | 058 | 2497 | 54860 | 093 | 1224 | 034 | 024 | ND | 078 | 187,20
3 | 2087 | no|o10]| ND | 065 | 3227 | 69482 | 124 | 7,00 | 1,54 | 018 | ND | 072 | 18361
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Tabela 13. Koncentracije metala i metaloida u tragovima u mi$icu, $krgama, gonadama i jetri (izraZzene u

pg/g suve tezine) u uzorcima klena (srednja vrednost + SD) sa Pestana tokom godine 2011/2012;

*detektovano u jednoj jedinki, ND-ispod granice detekcije

oktobar novembar decembar mart april jul avgust septembar
Al
migié 0,06* 0,10 £ 0,03 152 + 11,56 16,41+19,42 10,58 + 16,45 23,4 20,63 18,22 + 29,58 2,35+3,90
skrge 12,06* 2535+36,42 2571+17,89 29,88+3996 13,61+12,04 31,04+12,34 19,66 + 6,90 118,88 + 86,83
gonade 1,06 +1,40 45,76 £ 79,25 7,19 +1,09 3,12+ 3,50 13,78 + 15,51 3,26 +3,84
jetra 0,18* 0,08 +0,02 1599+8,76 14,12+1651 21,47 +2831 23,79 +34,63 14,48 + 14,86
B
misi¢ ND ND ND ND ND ND ND ND
skrge 0,22* 0,41+0,12 ND ND ND 1,02* ND 0,27*
gonade 0,17 +£0,07 0,7** ND ND 0,27* ND
jetra ND 0,41 +0,36 ND ND ND 3,60* ND
As
misi¢ ND ND 1,00 + 1,07 0,17+0,10 0,09 £ 0,02 0,74 £0,41 0,26 + 0,38 0,36 £0,21
skrge ND ND 1,81+278 0,2 +0,06 0,18 + 0,04 0,68 +0,79 0,55+0,8 0,80 + 0,52
gonade 0,33+0,31 0,49 +0,64 0,46 + 0,50 4,15+1,39 2,89+1,99 4,52 +3,86
jetra ND ND 0,26 +0,11 0,84 +0,95 1,36 +1,16 0,48 +0,30 0,79+0,91
Ba
migié 0,8* 0,56 + 0,33 0,63 +0,10 1,42+0,68 0,83 +0,37 1,29 +£1,02 0,97 £ 0,42 1,74+0,77
Skrge 26,84* 1579+198 1516+3,39 2417+11,67 22,06 +454 20,2 £5,23 18,9+ 2,09 34,47 8,13
gonade 1,8+0,93 2,69+211 1,23+1,47 12,63 +7,37 8,98 + 3,07 15,53 +10,75
jetra ND ND ND 0,04* ND 0,32+0,35 ND
Cr
migi¢ 0,03* 0,02 +0,01 0,05+ 0,01 0,09+0,03 0,12+0,11 0,09+0,13 0,38 +0,34 0,05+ 0,05
skrge 0,13* 015+0,1 0,94 +0,56 0,65+ 0,22 0,62 +0,01 0,78+0,29 0,61+0,07 1,04 +0,30
gonade 0,01+0,01 0,16 £ 0,16 0,04 £ 0,03 0,11+0,14 0,22+0,14 0,43 +0,36
jetra 0,04* 0,03 +0,01 0,22+0,12 0,17 + 0,06 0,21+0,17 0,46 +0,33 0,65+ 0,07
Cu
misi¢ 0,81* 0,92 +£0,23 1,45+ 0,04 1,11+0,23 0,85+ 0,07 1,47 £0,36 2,14 + 2,06 1,62 +1,02
skrge 1,42* 2,14+1,07 2,64 +0,87 2,30+ 0,67 1,59 +0,05 2,87 +0,50 4,44 +£213 3,32+0,82
gonade 4,38+2,12 2,40+ 0,96 2,01+0,81 2,74 1,42 6,57 +2,85 4,09+4,19
jetra 20,53* 18,02 + 20,3 20,69 +5,08 30,08 +26,12 33,98 + 18,99 43,36 +11,8 23,3+9,91
Fe
migi¢ 4,57* 789+066 1021+1,02  11,21+3,76 545+ 1,02 8,97 +1,87 1552 £ 4,11 7,64+1,75
Skrge 64,74* 99,39+30,23 101,70+4,06 96,75+14,58 84,95+29,26 283,85+ 289,4 131,13+9,42 191,12 + 71,39
gonade 58,72 +17,41 63,33+56,63 20,19 + 3,05 38,79+ 9,69 70,48+28,95 71,00 27,98
jetra 70,05* 147,39 + 116,51 442,27 £ 244,76 117,26 +69,27 199,18+ 110,08 335,45+224,06 448,95 + 308,04
Hg
migi¢ 1,46* 189 + 024 094+0.21 0,71+0,25 1,27+0,17 0,71+0,17 0,93+0,21 1,03+0,37
skrge 0,97* 1,38+0,22 0,85+ 0,52 0,53+0,12 0,63+0,12 0,86 +0,19 0,63+0,18 1114017
gonade 1,29+0,34 0,49 £ 0,08 0,44 £ 0,07 1,02 £0,43 0,97 £0,35 1,01+0,38
jetra 0,63* 114+0,13 0,73+0,17 0,64 +0,21 1,10+0,15 1,09+0,15 1,3+0,40
Mn
misi¢ 0,60* 0,85+0,32 0,89+0,21 1,12 +0,64 0,95+0,21 1,08 £0,29 0,86 + 0,06 1,21+0,57
skrge 14,67* 2533+1892 1492+386 21,82+10,66 1588+3,75 21,25+2,98 16,99 + 3,17 41,49+731
gonade 10,05 + 10,44 21,98 + 30,6 521+749 1,36 +0,41 385+271 2,61+0,42
jetra 3,80* 2,20+0,32 6,16 + 1,66 490+ 1,16 7,32+1,91 6,10 + 3,02 9,28 + 2,69
Mo
migié 0,01* 0,04 +0,03 0,14 +0,08 0,32+0,24 0,23+0,17 0,16 +0,16 0,24 +0,14 0,67+0,3
Skrge 0,01* 0,04 £ 0,04 2,26 +1,96 1,57+0,48 1,64+0,34 1,99 +0,71 1,61+0,51 2,69+0,4
gonade 0,16 + 0,01 0,15+ 0,24 0,03 +0,00 0,05+ 0,07 0,16 + 0,12 0,09 +0,07
jetra 1,31* 0,51+0,14 0,34 +0,52 0,48 0,31 0,70 £0,19 0,77+0,33 0,85+ 0,62
Ni
migi¢ ND ND 0,07 +0,05 0,04 +0,00 0,04 +0,01 0,05+ 0,02 0,81 +1,52 0,2+0,32
skrge 0,03* 3,31* 0,16 0,13 0,08 0,02 0,12 +0,07 0,12 £ 0,04 1,18+0,94 0,26 + 0,25
gonade 0,04 £0,01 0,21+0,32 0,04 £0,01 0,13+0,07 0,20+£0,10 0,14 +0,10
jetra 0,26* ND 0,1+0,04 0,06 +0,02 0,12 +0,04 0,29 0,27 0,26 +0,10
Pb
misi¢ ND ND 0,35* 40,9 + 80,96 ND 0,27 +0,17 ND ND
skrge ND ND ND ND ND ND ND 1,42 +0,95
gonade ND 0,43 £ 0,26 0,19* ND 6,15* ND
jetra ND ND 0,48 £0,16 0,25* ND 1,14* ND
Sr
misi¢ 1,87* 1,53 £0,47 2,11+112 9,18 + 12,96 2,80+2,75 2,50 £ 0,67 1,61+0,73 5,71 £ 4,67
Skrge 87,15* 59,5+6,29 57,98+16,62 103,41+ 38,74 86,02* 76,29 + 11,71 74,49 + 8,49 115,98 + 17,53
gonade 0,41+0,08 0,84+0,78 0,31+0,18 0,81+0,48 0,86 + 0,52 2,69 + 3,63
jetra 0,16* 0,14 +0,09 0,53+0,13 0,53+0,53 0,45+0,12 0,70* 0,69+0,11
Zn
misi¢ 45,30* 2833+326 6056+924 6036+1847 66,5+ 16,88 73,31 +15,56 71,48 + 11,46 79,61 +18,41
Skrge 262,56* 176,04 +1,89 246,23 £58,7 237,99 + 27,62 174,02* 234,22 £ 80,72 329,67 + 37,77 374,7+84,19
gonade 194,46 + 51,70 110,87 £32,08 70,34 £29,78 373,42+204,23 567,47 £111,08 509,74 + 459,41
jetra 56,12* 49,77 + 25,85 105,73+ 13,36 92,7 + 40,72 93,98 + 23,85 111,33+27,79 158,64 + 46,38
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U tabeli 14 su izmerene vrednosti duZzine i tezine svakog uzorkovanog primerka klena
sa Beljanice. U tabelama 15-18 (a, b, c, d) su prikazane koncentracije (pg/g suve tezine)
14 metala u Cetiri tkiva: misi¢, Skrge, gonade i jetra za jedinke sa Beljanice. U tabeli 19
su prikazane mesecne srednje vrednosti koncentracije (ug/g suve tezine) elemenata sa

Beljanice.

Tabela 14. Uzorkovane jedinke Klena sa Beljanice sa duzinom (cm) i teZinom (g)

Beljanica
mesec red.br. duzina tezina
OKT 1 17 36
2 18,5 63
3 33,8 402
NOV 1 24,8 169
2 28,7 290
3 21,5 114
4 39 718
DEC 1 33 406
2 46 762
3 39 750
4 32,7 404
FEB 1 25 166
2 24 133
3 19 66
4 19 69
MAR 1 20 94
2 22 135
3 18,5 73
APR 1 21 93
2 15,5 41
3 18,5 71
4 16 47
MAJ 1 25 151
2 17 62
3 22 121
4 18 73
JUL 1 30 129
2 19,5 76
3 22 106
4 17,5 54
AVG 1 19 68
2 35 475
3 21 89
SEP 1 20 82
2 23 120
3 17 51
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Tabela 15. Koncentracije metala i metaloida (nug/g) u misi¢u svakog ispitanog primerka klena sa

Beljanice, ND-ispod granice detekcije

MISIC

mesec | red.br. Al B As Ba Cr Cu Fe Hg Mn Mo Ni Pb Sr Zn
OKT 1 0,22 ND ND | 0,07 | 0,05 [ 1,57 8,77 | 0,77 | 0,58 | 0,25 ND ND 0,59 63,96
2 0,10 ND ND | 0,34 | 0,04 | 1,78 9,00 | 0,97 | 0,42 | 0,06 | 0,08 ND 1,00 67,28
3 0,05 | 0,09 | 0,24 | 0,09 | 0,01 | 0,78 416 | 094 | 063 | 007 | ND | ND 2,66 48,40
NOV 1 0,06 | 0,03 | 0,74 | 0,30 | 0,00 | 2,07 8,89 | 0,89 | 0,81 | 0,03 ND ND 2,18 30,56
2 6,14 | 0,05 | 0,14 | 0,06 | 0,00 | 241 | 10,84 | 1,20 | 0,68 | 0,00 ND ND 1,45 26,22
3 112 | 0,08 | 0,32 | 0,35 | 0,02 | 1,68 947 | 1,15 | 161 | 0,03 | ND | ND 2,02 24,00
4 0,05 | 0,09 | 0,37 | 0,04 | 0,05 | 117 220 | 1,30 | 0,65 | 0,03 | ND | ND 2,69 20,87
DEC 1 6,98 | 0,10 | 0,09 | 963 | 043 | 1,35 | 7528 | 0,33 | 9,75 | 0,63 | 0,04 | 0,11 | 107,28 | 178,49

2 32,17 | 0,22 | 0,42 | 0,28 | 0,23 | 0,78 691 | 0,74 | 0,45 | 0,03 | 0,04 | 0,49 1,49 39,20

3 0,05 | 0,68 | 0,08 | 0,44 | 0,45 | 1,32 855 | 0,73 | 0,72 | 0,02 | 1,14 | 0,26 3,23 44,48
4 9,99 | 043 | 0,08 | 025 | 0,57 | 1,03 7,05 ] 0,72 | 062 | 0,06 | 1,59 | 0,10 1,61 49,25
FEB 1 0,80 ND | 0,17 | 0,65 | 0,09 | 2,94 | 22,13 | 0,44 | 0,72 | 0,02 | 0,04 | 0,30 3,28 46,67
2 6,79 ND | 0,09 | 1,32 | 0,11 | 0,75 457 |1 030 | 1,81 | 0,35 | 0,04 | 0,11 18,40 69,38
3 0,53 ND | 0,56 | 0,56 | 0,17 | 1,72 7,50 | 0,51 | 0,77 | 0,02 | 0,03 | 0,25 3,59 72,33

4 17,47 ND | 0,08 | 0,39 | 0,04 | 1,50 895 | 045 ] 089 | 0,31 | 0,03 | 0,27 4,81 51,32

MAR 1 20,12 ND | 0,28 | 0,23 | 0,01 | 1,60 7,34 |1 0,38 | 0,73 | 0,06 | 0,04 | 0,27 1,81 71,88

2 4,28 ND | 0,24 | 0,77 | 0,09 | 0,88 422 105 | 1,79 | 0,37 | 0,04 | 0,11 4,43 63,10
3 0,05 ND | 0,09 | 059 | 0,08 | 1,49 7,69 | 0,36 | 092 | 0,02 | 0,04 | 0,24 5,84 66,95
APR 1 0,06 ND | 0,20 | 0,30 | 0,18 | 1,55 | 12,66 | 0,52 | 1,27 | 0,03 | 0,04 ND 3,38 77,93

2 32,45 ND | 417 | 2,31 | 0,23 | 899 | 3326 | 091 | 1,27 | 0,13 | 2,39 | 0,79 2,28 58,33

3 19,63 ND | 0,77 | 0,36 | 0,03 | 1,18 7,65 | 0,51 | 1,04 | 0,18 | 0,04 | ND 1,87 66,66

4 0,62 ND | 0,17 | 1,01 | 0,01 | 1,59 8,27 | 0,53 | 150 | 0,32 | 0,04 ND 3,93 46,25
MAJ 1 7,95 ND | 006 | 041 | 0,05 | 1,68 | 20,26 | 0,58 | 091 | 0,14 | 0,03 | 0,26 1,60 78,08
2 0,08 ND | 0,57 | 0,77 | 0,02 | 1,93 769 | 0,67 | 091 | 0,04 | 0,09 | 0,17 1,66 82,99
3 0,05 ND | 0,08 | 0,60 | 0,04 | 1,63 9,10 | 0,46 | 0,76 | 0,12 | 0,03 | 0,26 2,31 63,09
4 0,05 ND | 0,09 | 0,34 | 0,07 | 1,80 833 | 046 | 1,17 | 0,29 | 0,00 | 0,27 3,20 66,39
JUL 1 0,04 ND | 008 | 048 | 005 | 1,14 631 | 037 | 080 | 0,22 | 0,01 | 0,09 1,95 81,66

2 12,08 ND | 0,11 | 0,70 | 0,01 | 1,56 | 11,79 | 0,64 | 0,91 | 0,15 | 0,04 | 0,13 2,85 77,74

3 1,16 ND | 1,12 | 1,09 | 0,01 | 1,71 | 2401 | 0,78 | 1,53 | 0,11 | 0,04 | 0,34 4,06 60,70

4 14,85 ND | 062 | 0,35 | 0,04 | 167 | 10,73 | 0,61 | 0,99 | 0,03 | 0,04 | 0,34 2,33 94,68

AVG 1 0,50 ND | 1,96 | 1,00 | 0,09 | 1,03 9,22 | 069 | 1,20 | 0,39 | 0,15 | 0,21 8,01 68,93

2 17,21 ND | 0,08 | 0,69 | 0,02 | 091 583 | 098 | 0,84 | 0,27 | 0,03 | 0,22 3,21 58,97

3 0,04 ND | 0,07 | 0,40 | 0,01 | 0,96 646 | 0,56 | 0,88 | 0,33 | 0,03 | 0,25 7,42 77,80

SEP 1 30,23 ND | 0,30 | 0,33 | 0,26 | 0,84 | 21,34 | 0,63 | 0,84 | 0,01 | 0,05 ND 1,95 72,82

2 11,54 ND [ 0,06 | 068 | 0,11 | 1,04 848 | 068 | 097 | 0,02 | 0,03 | 0,21 0,94 54,31

3 0,08 ND | 0,15 | 0,48 | 0,02 | 1,05 7,08 1 049 | 1,18 | 0,36 | 0,06 ND 5,00 76,28
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Tabela 16. Koncentracije metala i metaloida (pg/g) u skrgama svakog ispitanog primerka klena sa

Beljanice, ND-ispod granice detekcije

SKRGE

mesec | red.br. Al B As Ba Cr Cu Fe Hg Mn Mo Ni Pb Sr Zn
OKT 1 0,25 | 0,57 | ND | 14,06 | 1,20 | 2,70 8302 | ND | 3436 | 040 | 0,08 | ND | 127,74 | 228,75
2 0,16 | 042 ND 8,01 | 047 | 247 63,64 ND | 19,63 | 0,29 ND ND 94,03 | 169,87
3 4,24 | 0,54 ND 854 | 0,09 [ 2,50 63,98 | 0,93 | 1556 | 0,31 ND ND | 110,54 | 324,44
NOV 1 23,07 | 0,79 | 0,57 | 10,13 | 0,82 | 2,10 8548 | 1,09 | 26,43 | 0,06 | 0,17 ND | 103,16 | 124,68
2 30,78 | 0,64 ND | 11,15 [ 0,13 | 249 | 10354 | 1,13 | 34,17 | 0,27 | 0,18 ND | 10534 | 221,16
3 62,62 | 0,75 | ND 9,04 | 0,32 | 3,02 | 11463 | 092 | 3844 | 0,15 | 024 | ND 88,61 | 160,65
4 0,05 | 0,71 ND | 10,07 | 0,04 | 1,63 73,47 | 1,18 | 18,29 | 0,27 | 0,04 ND | 133,19 | 217,17
DEC 1 12,59 ND | 0,14 | 1533 | 0,75 | 2,11 | 121,17 | 0,45 | 1556 | 1,30 | 0,06 | 0,17 | 172,52 | 283,74
2 29,26 | 054 | 0,10 | 15,73 | 0,66 | 1,38 73,38 | 0,28 | 1458 | 0,74 | 0,04 | 0,68 | 193,84 | 254,38
3 13,89 | ND | 0,08 | 19,47 | 0,59 | 2,28 84,46 | 0,28 | 20,23 | 0,87 | 0,23 | 0,81 | 200,54 | 143,45
4 46,49 ND | 0,10 | 18,83 | 0,77 | 2,14 | 107,51 | 0,35 | 3545 | 123 | 0,04 | 0,78 | 178,56 | 166,53
FEB 1 ND ND | 091 | 17,83 | 0,37 | 1,73 | 10489 | 0,79 | 18,04 | 1,11 | 0,01 | 1,53 | 187,75 | 232,91
2 011 | ND | 0,20 | 1526 | 0,85 | 2,67 | 128,09 | 0,56 | 16,80 | 1,20 | 0,08 | 0,24 | 172,05 | 235,83
3 9,48 ND | 0,01 | 13,16 | 0,73 | 2,66 84,22 | 0,66 | 1470 | 1,20 | 0,14 | 0,42 | 137,20 | 292,75
4 13,13 | ND | 0,20 | 12,18 | 2,95 | 2,96 91,47 | 048 | 1537 | 1,07 | 0,33 | 0,85 | 124,64 | 279,31
MAR 1 23,00 ND | 0,22 9,14 | 0,79 | 2,70 83,03 | 0,61 | 1750 | 1,09 | 0,09 | 0,57 [ 129,41 | 224,10
2 13,89 | ND | 0,20 | 1536 | 0,46 | 2,15 93,89 | 049 | 3492 | 1,24 | 0,08 | 0,25 | 134,24 | 151,62
3 6189 | ND | 0,27 | 14,12 | 0,77 | 2,06 98,27 | 0,84 | 1574 | 160 | 0,12 | 1,31 | 153,17 | 202,17
APR 1 26,22 ND | 0,24 926 | 046 | 2,14 | 110,74 | 0,47 | 28,73 | 1,76 | 0,10 ND | 128,47 | 208,07
2 4,02 ND | 159 | 14,78 | 0,29 | 2,72 58,75 | 0,94 | 20,03 | 1,10 | 0,16 ND 74,66 | 214,84
3 54,41 ND | 0,16 | 10,25 | 0,67 | 2,21 | 122,11 | 0,61 | 30,64 | 1,96 | 0,09 ND | 122,59 | 253,84
4 62,47 ND | 0,42 | 18,71 | 0,72 | 2,46 87,45 | 1,04 | 29,18 | 1,55 | 0,17 ND 67,84 | 199,17
MAJ 1 33,64 ND | 0,17 | 12,03 | 0,56 | 2,53 | 186,11 | 0,53 | 36,00 | 1,46 | 0,07 ND | 115,19 | 200,38
2 17,27 ND | 0,22 | 10,72 | 0,52 | 3,11 | 13340 | 0,65 | 27,13 | 1,73 | 0,09 | 0,59 | 14550 | 218,49
3 9,15 ND [ 0,15 805 | 1,12 | 2,62 98,53 | 0,55 | 16,24 | 1,44 | 0,06 ND | 114,07 | 303,59
4 44,78 ND | 0,25 7,35 | 0,61 [ 294 | 100,81 | 0,35 | 18,84 | 1,69 | 0,10 ND | 114,24 | 256,54
JUL 1 1,72 ND [ 0,27 8,50 | 0,37 | 2,80 97,89 | 0,55 | 2393 | 158 | 0,11 ND | 126,65 | 470,67
2 2,55 ND | 0,32 | 16,01 | 0,46 | 3,41 | 117,65 | 0,94 | 2367 | 181 | 0,13 ND | 162,74 | 298,67
3 375 | ND | 0,24 | 18,74 | 0,40 | 2,20 77,33 | 059 | 36,84 | 2,15 | 0,03 | 0,66 | 182,38 | 333,24
4 12,90 ND [ 024 | 10,15 | 1,28 | 2,94 96,08 | 0,51 | 2441 | 146 | 0,10 ND | 107,12 | 292,02
AVG 1 13,60 | ND | 0,35 | 16,35 | 1,10 | 3,20 69,57 | 0,87 | 2657 | 2,03 | 0,14 | 043 | 166,31 | 411,28
2 0,14 ND [ 0,08 | 17,85 | 0,72 | 1,74 92,04 | 097 | 2164 | 2,13 | 0,32 | 0,99 81,34 | 303,29
3 1561 | ND | 0,19 | 11,37 | 0,60 | 3,20 78,83 | 057 | 20,73 | 1,36 | 0,08 | 0,66 | 157,39 | 193,84
SEP 1 194,56 ND [ 054 | 17,24 | 0,25 | 2,70 | 126,65 | 1,02 | 3486 | 2,19 | 0,22 ND | 225,15 | 313,32
2 35,70 ND [ 024 | 1531 | 0,77 | 292 | 164,558 | 0,38 | 32,03 | 2,49 | 0,14 | 1,00 | 208,97 | 222,95
3 12394 | ND | 046 | 1538 | 0,90 | 4,74 | 236,74 | 1,11 | 69,92 | 3,68 | 0,56 | ND | 190,86 | 300,07
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Tabela 17. Koncentracije metala i metaloida (pg/g) u gonadama svakog ispitanog primerka klena sa

Beljanice, ND-ispod granice detekcije

GONADE
mesec | red.br. Al B As Ba Cr Cu Fe Hg Mn Mo Ni Pb Sr Zn
OKT 1
2 9,50 | 0,20 | 0,59 | 1,08 | 0,04 6,22 59,79 | 0,79 | 48,20 | 0,23 | 0,05 ND 1,40 | 179,61
3
NOV 1
2
3 11,01 | 0,23 | 1,78 | 2,01 | 0,10 8,06 51,33 | 0,71 | 38,65 | 0,09 | 0,01 | ND 0,89 | 170,97
4 1,19 | 0,26 | 0,64 | 0,84 | 0,06 6,33 52,80 | 0,80 | 3333 | 0,22 | 0,04 | ND 0,73 | 136,60
DEC 1 3,62 | 0,16 | 0,07 | 0,38 | 0,14 9,00 61,97 | 0,32 | 44,76 | 0,50 | 0,03 | 0,30 521 | 182,86
2 ND | 0,64 | 0,09 | 391 | 0,27 7,34 67,53 | 0,28 2,77 | 0,84 | 1,09 | 0,11 | 112,00 | 385,63
3 271 | ND | 0,10 | 1,35 | 0,23 7,00 57,64 | 0,36 | 34,83 | 0,73 | 0,04 | 0,12 15,43 | 236,83
4 0,06 | 0,47 | 0,12 | 0,32 | 0,29 2,02 3530 | 0,18 2,76 | 0,03 | 0,05 | 0,33 0,26 95,35
FEB 1 10,96 | ND | 2,37 | 0,86 | 0,28 1,74 42,97 | 0,52 124 | 0,05 | 0,08 | 057 0,98 95,01
2 895 | ND | 001 | 1,78 | 0,15 | 10,57 6361 | 0,44 | 4836 | 0,05 | 0,08 | 053 1,72 | 235,26
3 185 | ND | 0,83 | 2,03 | 0,02 2,14 39,88 | 0,62 181 | 0,08 | 0,12 | 0,85 0,55 | 161,00
4 65,75 | ND | 2,98 | 0,55 | 0,53 2,05 46,13 | 0,84 128 | 0,09 | 0,13 | 1,23 0,64 | 11442
MAR 1 0,58 | ND | 0,10 | 0,29 | 0,01 1,86 24,16 | 0,23 194 | 0,03 | 0,04 | 031 0,21 70,94
2 43,08 | ND | 0,11 | 0,94 | 0,16 2,09 52,16 | 0,32 528 | 0,03 | 0,04 | 1,02 1,29 79,58
3 16,69 | ND | 0,10 | 0,10 | 0,15 1,86 18,01 | 0,20 1,34 | 0,03 | 0,04 | 0,32 0,95 55,49
APR 1
2
3
4
MAJ 1 26,56 | 0,31 | 1,53 | 1,98 | 0,02 1,94 29,65 | 0,52 1,73 | 0,05 | 0,08 | 067 0,62 | 150,42
2 44,21 ND | 4,90 [ 3,79 | 0,03 3,21 | 15543 | 1,29 182 | 011 | 0,16 | 1,11 0,41 | 301,16
3 793 | ND | 4,79 | 7,07 | 0,02 4,92 43,36 | 0,55 3,63 | 0,05 | 0,07 | 0,82 0,56 | 406,63
4 3,77 | ND | 461 | 2,00 | 0,15 4,72 39,50 | 0,91 098 | 0,15 | 0,09 | 0,27 0,44 | 257,39
JUL 1 0,09 | ND | 1,76 | 1,88 | 0,02 | 13,93 79,02 | 0,30 | 14,02 | 0,27 | 0,10 | 047 0,80 | 400,02
2 051 | ND | 0,16 | 2,66 | 0,02 2,01 29,56 | 0,35 0,90 | 0,04 | 0,00 | 0,19 1,04 | 109,20
3 4,05 ND | 0,08 | 0,19 | 0,01 1,89 28,12 | 0,30 122 | 0,11 | 0,03 | 0,21 0,60 52,05
4 12,35 | ND | 046 | 0,60 | 0,09 3,02 40,89 | 0,53 129 | 0,11 | 0,15 | 047 0,50 | 142,49
AVG 1 13,89 | 0,71 | 3,30 | 573 | 0,45 6,94 57,82 | 0,33 8,08 | 0,07 | 0,10 | 0,74 1,15 | 418,95
2 5,45 ND | 0,76 | 3555 | 0,17 | 18,46 93,01 | 0,61 | 2480 | 0,80 | 0,04 | 0,35 1,61 | 404,86
3 0,03 | 0,12 | 0,46 | 1,06 | 0,05 5,93 61,26 | 0,39 7,56 | 0,01 | 0,00 | 0,28 0,42 | 201,75
SEP 1 5,65 ND | 0,17 | 0,67 | 0,21 9,92 73,12 | 0,52 | 49,60 | 0,05 | 0,07 | 0,48 1,93 | 235,30
2 42,32 | ND | 091 | 0,64 | 0,08 | 16,58 73,03 | 0,49 | 37,89 | 059 | 0,57 | 0,28 1,21 | 248,61
3 16,50 ND | 7,14 | 7,46 | 1,78 7,70 | 119,28 | 1,02 | 2579 | 0,22 | 0,08 | 0,95 2,63 | 748,41
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Tabela 18. Koncentracije metala i metaloida (pg/g) u jetri svakog ispitanog primerka klena sa Beljanice,

ND-ispod granice detekcije

JETRA
mesec | red.br. Al B As Ba Cr Cu Fe Hg Mn Mo Ni Pb Sr Zn
OKT 1
2 0,25 | 1,43 ND ND | 0,06 | 11,40 | 427,36 ND 413 | 1,35 | 0,18 ND 0,75 87,82
3 012 | 1,32 | ND | ND | 0,00 | 2523 | 372,29 | ND 345 | 123 | 037 | ND 0,41 72,64
NOV 1 1,12 | 0,43 ND | 0,04 | 0,02 | 12,58 | 112,23 | 0,30 6,17 | 0,72 ND ND 0,63 52,54
2 0,07 | 0,15 | ND | 0,02 | 0,03 | 22,80 51,01 | 0,83 382 [ 078 | ND | ND 0,35 76,05
3 440 | 0,38 | ND | 0,06 | 0,03 | 2395 97,63 | 0,83 6,00 | 0,59 | ND | ND 0,37 62,06
4 1,45 | 055 | 0,28 | 0,02 | 0,05 | 36,06 | 129,56 | 0,83 466 | 095 | ND | ND 0,38 95,06
DEC 1 386 | ND [ 0,10 | 0,32 | 0,12 | 24,82 | 132,14 | 0,16 445 | 090 | 0,04 | 0,12 | 11,70 | 314,86
2 470 | ND | 0,09 | ND | 0,14 | 3343 | 261,69 | 0,36 503 | 0,71 | 0,04 | 0,35 1,74 | 120,22
3 446 | 024 | 0,10 | ND | 017 8,73 77,13 | 0,43 429 | 1,02 | 004 | 0,35 0,53 | 149,74
4 0,04 | ND | 008 | ND | 0,12 | 2363 | 122,14 | 0,33 5,02 | 0,72 | 0,05 | 0,09 0,39 | 108,34
FEB 1 334 | ND [ 012 | ND | 0,18 | 24,94 | 196,14 | 0,22 2,76 | 0,10 | 0,05 | 0,39 0,62 61,45
2 558 | ND | 017 | ND | 0,04 | 66,12 | 17317 | 0,30 6,58 | 0,55 | 0,07 | 0,57 2,79 | 171,01
3 1,09 | ND | 0,12 | ND | 0,06 | 36,53 | 407,61 | 0,98 448 | 013 | 0,19 | 3,30 1,05 | 105,45
4 8,47 ND [ 0,29 ND [ 0,59 [ 38,03 | 156,79 | 0,51 510 | 0,08 | 0,12 | 0,35 0,74 | 144,77
MAR 1 562 | ND | 021 | ND | 0,10 | 29,56 | 218,22 | 0,39 548 | 0,06 | 0,08 | 0,63 0,49 | 12017
2 15,46 ND [ 0,21 ND | 0,02 | 25,20 | 118,52 | 0,48 791 | 0,19 | 0,06 | 0,65 1,14 | 216,79
3 015 | ND [ 0,29 | ND | 0,03 | 36,97 | 143,00 | 0,48 7,67 | 0,07 | 0,19 | 1,02 2,28 | 111,49
APR 1 14,14 ND | 253 | 043 | 0,11 | 2493 | 15441 | 0,80 | 1191 | 0,08 | 0,22 | 0,35 0,87 | 405,52
2 78,48 ND [ 0,24 | 1,13 | 0,24 | 42,23 | 245,08 | 0,70 9,69 [ 0,07 | 0,10 | 0,87 0,97 | 147,19
3 944 | ND | 1,05 | 0,04 | 0,03 | 13,28 | 140,75 | 0,26 6,64 | 0,06 | 0,09 | 0,59 0,95 | 156,61
4 31,02 | ND | 0,69 | 0,06 | 0,42 | 12,88 90,62 | 0,52 | 21,01 | 0,08 | 0,12 | 0,80 0,65 | 173,60
MAJ 1 009 | ND [ 017 | ND | 0,19 | 1560 | 309,38 | 0,71 580 | 052 | 0,07 | 0,50 0,44 98,17
2 011 | ND [ 0,16 | ND | 0,19 | 29,48 | 196,16 | 0,64 6,23 | 0,06 | 0,08 | 0,73 0,89 | 122,15
3 860 | ND | 025 | ND | 0,03 | 46,34 | 42543 | 0,96 449 | 050 | 0,16 | 0,75 0,57 | 102,93
4 3384 | ND | 2,03 | 0,22 | 0,17 | 39,44 | 182,39 | 0,92 | 14,42 | 0,09 | 0,13 | 1,22 1,80 | 169,89
JUL 1 0,15 ND [ 043 | 0,10 | 0,01 | 48,18 | 188,62 | 0,72 7,16 | 0,46 | 0,08 | 0,71 1,36 | 164,11
2 16,61 ND [ 1,49 ND | 0,48 | 44,61 | 157,83 | 155 888 [ 0,15 | 0,25 | 191 1,69 | 245,16
3 0,24 ND | 0,42 ND | 0,02 | 51,66 | 623,02 | 1,36 549 | 0,70 | 0,01 | 0,52 0,47 | 134,27
4
AVG 1 0,20 ND | 0,36 ND | 0,02 | 43,48 | 894,05 | 0,99 6,31 | 0,27 | 0,05 | 1,21 0,69 | 132,22
2 1,23 ND | 1,34 ND | 0,18 | 76,19 | 24543 | 0,97 593 | 445 | 0,08 | 0,54 0,68 | 114,54
3 015 | ND | 0,26 | 0,33 | 0,14 | 42,44 | 437,96 | 0,71 | 11,05 | 0,07 | 0,06 | 0,32 1,12 95,68
SEP 1 0,26 ND | 0,37 ND | 0,06 | 28,57 | 316,10 | 0,88 8,61 | 0,47 | 0,06 ND 1,52 | 157,06
2 1,06 | ND | 0,39 | ND | 0,35 | 28,17 | 28559 | 0,81 9,90 | 069 | 0,13 | 0,91 1,12 | 192,34
3 0,39 ND | 2,68 ND | 0,07 | 4582 | 367,63 | 1,29 | 19,60 | 0,19 | 0,08 ND 8,18 | 216,83
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Tabela 19. Koncentracije metala i metaloida u tragovima u misi¢u, $krgama, gonadama i jetri (izraZzene u

pg/g suve tezine) u uzorcima klena (srednja vrednost + SD) sa Beljanice tokom godine 2011/2012;

*detektovano u jednoj jedinki, ** detektovano u dve jedinke, ND-ispod granice detekcije

oktobar novembar decembar februar mart april maj jul avgust septembar
Al
misi¢ 0,13+0,09 1,84+291 12,3+13,89 6,40 +7,93 8,15+10,58 13,19 +15,74 2,03+3,95 7,03+7,53 592+9,79 13,95 + 15,22
skrge 155+2,33 29,13+2586 25,56+ 15,87 757+6,72 3293+2549 36,78+26,8 26,21 £ 16,03 523+5,18 9,78 +£8,41 118,07 £ 79,59
gonade 9,50* 6,10 6,95 2,13+1.85 21,88 £2951 20,12 +21,45 20,62 £ 18,59 4,25+ 5,69 6,46 + 6,98 215+18.84
jetra 0,18 +0,09 1,76 £1,86 3,26+2,18 4,62 +3,15 7,07+7,76 33,27+3153 10,66 + 15,96 5,66 +9,48 0,52 +0,61 057+0,43
B
misi¢ 0,09* 0,06 0,03 0,36 £ 0,26 ND ND ND ND ND ND ND
skrge 0,51+0,08 0,72+ 0,06 0,54* ND ND ND ND ND ND ND
gonade 0,20* 0,25+ 0,02 0,42 +0,25 ND ND ND ND 0,42 +0,41** ND
jetra 1,37+0,08 0,38+0,17 0,24* ND ND ND ND ND ND ND
As
misi¢ 0,24* 0,39+0,25 0,17 +0,17 0,23+0,23 0,17 +0,10 1,30+£1,94 0,2+£0,25 0,48 + 049 0,70 £ 1,09 0,17 +0,12
skrge ND 0,57* 0,10 0,03 0,33+0,40 0,23+0,04 0,60+ 0,67 0,2£0,05 0,26 0,04 0,21+0,14 042+0,16
gonade 0,59* 1,21+0,80 0,09 +0,02 155+1,37 0,10+0,01 3,96 +1,62 0,61+0,78 1,50 1,56 2,74+3,83
jetra ND 0,28* 0,09 +0,01 0,17 +0,08 0,24 +0,04 1,13+£0,99 0,65+ 0,92 0,78+ 0,61 0,65+0,6 1,15+1,33
Ba
misi¢ 0,17 +0,15 0,19+0,16 2,65+ 4,65 0,73+0,41 0,53+0,28 1,00+£0,93 0,53+0,19 0,65+0,33 0,70 + 0,30 0,50+0,17
skrge 10,21+£335 10,1+0,86 17,34 £2,11 14,61+£250 12,87+3,29 13,25+ 4,36 9,54 +2,20 13,35+4,83 15,19 £ 3,39 15,98 + 1,10
gonade 1,08* 143+0,83 1,49+1,68 1,56 +0,71 0,44 +0,44 3,71+2,39 133+1,14 3,44+234 2,93+3,93
jetra ND 0,03 +0,02 0,32* ND ND 0,41+0,51 0,22* 0,10* 0,33* ND
Cr
misi¢ 0,03+0,02 0,02 +0,02 0,42+0,14 0,10 £ 0,05 0,06 0,04 0,11+0,11 0,04 +£0,02 0,03 0,02 0,04 +0,04 0,13+0,12
skrge 0,59 + 0,56 0,33+0,35 0,69 +0,08 122+1,17 0,68+0,18 0,54 +0,2 0,7+0,28 0,63+0,44 0,81+0,26 0,64 +0,34
gonade 0,04* 0,08 0,03 0,23+0,07 0,25+0,22 0,11+0,08 0,06 +0,07 0,04 +0,04 0,12+ 0,06 0,69 +0,95
jetra 0,03+0,04 0,03+0,01 0,14 +£0,02 0,22 +£0,26 0,05+0,04 0,20+0,17 0,15+0,08 0,17 +0,27 0,11+0,08 0,16 +0,17
Cu
misi¢ 1,38+0,53 1,83+0,53 1,12+0,27 1,73+0,91 1,33+0,39 3,33+3,78 1,76 £0,13 1,52 £0,26 0,97 £ 0,06 0,98 +0,12
skrge 2,56+0,13 2,31+0,59 1,98+04 2,51+0,53 2,31+0,35 2,38+0,26 2,8+0,27 284+05 2,71+0,84 345+112
gonade 6,22* 720122 6,34+ 3,01 4,13 +4,30 1,94+0,13 369+14 521+5,83 10,44 + 6,96 11,4+ 4,62
jetra 18,32+£9,78 2385+961 2265+1026 4141+1748 3058+595 2333+1378 32,72+13,34 48,15 + 3,52 54,03+£19,19 34,19+10,08
Fe
misi¢ 731273 7,85+3,85 24,45 +339 10,79+7,78 6,42+191 15,46 + 12,08 11,34 £5,97 13,21 +7,58 717 +1,80 12,3+7,86
skrge 70,22 +11,09 94,28+1835 96,63+21,67 102,17+19,29 91,73+7,85 9476+28,01 129,71+40,83 97,24 +16,48 80,15+11,29 175,99 +55,93
gonade 59,79* 52,07+1,04 5561+14,13 4815+1062 31,45+18.2 66,99 + 59,25 44,4 +23,78 70,70 +19,40 88,47 + 26,68
jetra 399,82 £38,94 97,61+33,7 148,27+79,3 233,43+117,24 159,91 +51,96 157,71+64,38 278,34 + 113,37 323,16 + 260,15 525,81 + 333,12 323,11 +41,47
Hg
misi¢ 0,89+0,11 1,14+0,17 0,63+0,20 0,42 +0,09 0,43+0,11 0,62+0,2 054+0,1 0,60 +0,17 0,74 0,22 0,60 +0,10
skrge 0,93* 1,08 £0,11 0,34 +0,08 0,62+0,13 0,65+0,18 0,77 +0,27 0,52+0,12 0,65+ 0,20 0,81+0,21 08304
gonade 0,79* 0,76 0,06 0,28 +0,08 0,61+0,17 0,25+ 0,06 0,82 +0,36 037+0,11 0,44+0,14 0,68 +0,3
jetra ND 0,7+0,26 0,32+0,11 0,50 +0,34 0,45+ 0,05 0,57 +£0,24 0,81+0,16 121+043 0,89+0,16 1,00 +0,26
Mn
misi¢ 0,54+0,11 0,93+0,45 2,88 4,58 1,05+0,51 1,15+0,57 1,27+0,19 0,94+0,17 1,06 £0,33 0,97 +0,19 0,99+0,17
skrge 23,18+9,89 29,33 +8,89 21,46 + 9,65 16,23+1,49 22,72 +10,6 27,14+ 4,81 24,55 + 8,93 27,21+ 6,42 22,98 £3,14 456+211
gonade 48,2* 3599+376 21,28+21,76 13,17+2346 285%212 2,04+112 4,36 + 6,45 1348+981 37,76 +£11,91
jetra 3,79+0,48 516+1,12 4,70 £0,38 4,73+1,58 7,02+1,34 12,31+6,19 7,74 4,52 7,18+1,70 7,77 +2,85 12,7 £6,00
Mo
misi¢ 0,13+0,1 0,02+0,01 0,19 +0,30 0,18+0,18 0,15+0,19 0,16 +0,12 0,15+0,11 0,13+0,08 0,33+0,06 0,13+0,2
skrge 0,33+0,06 0,16 0,09 1,03+0,27 1,14 £0,07 1,31+£0,26 1,59 £0,37 1,58 0,15 1,75+0,30 1,84 0,42 2,79+0,79
gonade 0,23* 0,15+ 0,09 0,52 +0,36 0,07 +0,02 0,03 + 0,00 0,09 + 0,05 0,13+ 0,10 0,30+0,44 0,28+ 0,28
jetra 1,29 +0,09 0,76 +0,15 0,84 +0,15 0,21+0,22 0,11 +0,07 0,07 +0,01 0,29 +0,25 0,44 +0,28 1,60 2,47 0,45+0,25
Ni
misi¢ 0,08* ND 0,70 +0,79 0,03 +0,00 0,04 +0,00 0,63+1,17 0,04 +0,04 0,03+ 0,02 0,07 £0,07 0,05 + 0,02
skrge 0,08* 0,16 + 0,09 0,09 +0,09 0,14 +0,13 0,10 + 0,02 0,13+0,04 0,08 +0,02 0,09 +0,05 0,18+0,12 0,31+0,22
gonade 0,05* 0,02 +0,02 0,30 £ 0,52 0,10+0,03 0,04 +0,00 0,01+0,04 0,07 0,07 0,05+ 0,05 0,24 +0,29
jetra 0,28+0,14 ND 0,04 +0,01 0,10 + 0,06 0,11 +0,07 0,10 + 0,02 0,11+0,04 0,12+0,12 0,06 + 0,02 0,09 + 0,04
Pb
misi¢ ND ND 0,24+0,18 0,23 +0,09 0,21+0,08 0,79* 0,24 £0,05 0,23+0,13 0,23 +0,02 0,21*
skrge ND ND 0,61 +0,30 0,76 + 0,57 0,71+0,54 ND 0,59* 0,66* 0,69 +0,28 1,00*
gonade ND ND 0,21+0,12 0,80 £ 0,32 0,55 + 0,40 0,72+0,35 0,33+0,16 0,46 0,25 057 +0,34
jetra ND ND 0,23+0,14 1,15+143 0,77 0,22 0,65+0,24 0,80 0,30 1,05+0,76 0,69 +0,47 0,91*
Sr
misi¢ 142+1,10 2,08+0,51 28,4 52,59 752+7,28 4,03+ 2,05 2,86 +0,95 2,19+0,74 2,80+0,92 6,21 +2,62 2,63+2,11
skrge 110,77 £ 16,86 107,57 +18,62 186,37 +13,03 15541 +29,45 138,94 £1256 98,39+31,55 12225+1551 144,72+ 34,08 135,01 +46,7 208,32+17,15
gonade 1,40* 081+0,11 33,22 £52,90 0,97 £ 0,53 0,82 + 0,55 0,51+0,10 0,74+0,24 1,06 + 0,60 1,92+0,71
jetra 0,58 +0,25 043+0,13 3,59 +544 1,30+1,01 1,31+£0,91 0,86 +0,15 0,92 +0,61 1,17 +0,63 0,83+0,25 3,61+3,97
zZn
misi¢ 59,88 £10,08 2541+4,07 7785+6722 5992+1282 67,31+4,40 62,3+13,38 72,64 £9,44 78,69 + 14,01 68,57 £ 9,42 67,8+11,81
skrge 241,02 +78,01 180,92 +46,57 212,03+67,60 260,2+30,35 192,63 +37,17 218,98 +24,11 244,75+4568 348,65+83,33 302,8+108,73 278,78+48,8
gonade 179,61* 153,79 +24,3 22517 +121,83 151,42+62,38 68,67 +12,2 278,9+106,11 175,94 +£ 153,98 341,86 + 121,54 410,77 + 292,48
jetra 80,23+10,73 71,42+1848 173,29+9597 120,67 +47,80 149,48 + 58,45 220,73 +123,67 12328+32,75 181,18+57,38 114,15+18,27 188,74 +30,05

136



Prilog

Tabele od 20 — 23 prikazuju korelaciju elemenata unutar svakog tkiva na Uvcu (Tabela
20), na Garasima (Tabela 21), na Pestanu (Tabela 22) 1 Beljanici (Tabela 23).

Tabela 20. Korelacija elemenata u misi¢u (a), Skrgama (b), gonadama (¢) i jetri sa Uvca (Pearson-ov test

korelacije, p<0.05, N=7)

a)

Al migi¢
B misi¢
As misi¢
Ba misi¢
Cr misi¢
Cd misi¢
Cu misi¢
Fe misi¢
Hg misi¢
Mn misi¢
Mo misi¢
Sr misi¢
Zn misié¢

b)

Al skrge
B skrge
As skrge
Ba skrge
Cr skrge
Cd skrge
Cu skrge
Fe skrge
Hg skrge
Mn $krge
Mo skrge
Sr skrge
Zn $krge

c)

Al gonade
B gonade
As gonade
Ba gonade
Cr gonade
Cd gonade
Cu gonade
Fe gonade
Hg gonade
Mn gonade
Mo gonade
Sr gonade
Zn gonade

Al misi¢
1,00
0,84
0,76
-0,05
-0,20

0,42
-0,05
-0,27
-0,30
0,80
-0,29
-0,01

Al 8krge
1,00
0,17
0,28
-0,09
-0,13

-0,31
-0,24
-0,36
-0,31
0,92
-0,16
0,13

B misi¢
0,84
1,00
0,97
-0,19
-0,22

0,30
-0,20
-0,57
-0,57
0,96
-0,25
-0,19

B skrge
0,17
1,00
0,96
-0,16
-0,22

0,34
0,21
0,15
-0,13
-0,05
0,32
0,57

As misi¢
0,76
0,97
1,00
-0,18
-0,14

0,27
-0,36
-0,73
-0,67
0,94
-0,20
-0,09

As skrge
0,28
0,96
1,00
-0,27
-0,12

0,16
0,03
-0,12
-0,18
0,07
0,16
0,42

Ba misi¢
-0,05
-0,19
-0,18
1,00
0,59

0,56
0,51
0,45
0,41
-0,02
0,36
0,84

Ba skrge
-0,09
-0,16
-0,27
1,00
0,57

0,24
0,85
0,26
0,81
-0,16
0,75
-0,11

Cr misi¢
-0,20
-0,22
-0,14
0,59
1,00

0,76
0,33
0,10
-0,23
-0,23
-0,37
0,60

Cr skrge
-0,13
-0,22
-0,12
0,57
1,00

-0,32
0,41
-0,26
0,50
-0,02
0,08
-0,46

Cd misi¢

1,00

Cd skrge

Cu misi¢
0,42
0,30
0,27
0,56
0,76

1,00
0,51
0,11
-0,32
0,26
-0,53
0,53

Cu skrge
-0,31
0,34
0,16
0,24
-0,32

1,00
0,55
0,39
0,12
-0,62
0,70
0,69

Fe misi¢
-0,05
-0,20
-0,36
0,51
0,33

0,51
1,00
0,81
0,33
-0,20
-0,17
0,21

Fe skrge
-0,24
0,21
0,03
0,85
0,41

0,55
1,00
0,54
0,57
-0,38
0,81
0,34

Hg misi¢
-0,27
-0,57
-0,73
0,45
0,10

0,11
0,81
1,00
0,78
-0,51
0,15
0,12

Hg skrge
-0,36
0,15
-0,12
0,26
-0,26

0,39
0,54
1,00
0,01
-0,31
0,32
0,51

Mn misi¢ Mo misi¢

-0,30
-0,57
-0,67
0,41
-0,23

-0,32
0,33
0,78
1,00
-0,40
0,66
0,12

Mn $krge Mo skrge

-0,31
-0,13
-0,18
0,81
0,50

0,12
0,57
0,01
1,00
-0,37
0,71
-0,48

0,80
0,96
0,94
-0,02
-0,23

0,26
-0,20
-0,51
-0,40
1,00
-0,02
-0,08

0,92
-0,05
0,07
-0,16
-0,02

-0,62
-0,38
-0,31
-0,37
1,00
-0,43
-0,08

Sr misi¢
-0,29
-0,25
-0,20
0,36
-0,37

-0,53
-0,17
0,15
0,66
-0,02
1,00
0,26

Sr skrge
-0,16
0,32
0,16
0,75
0,08

0,70
0,81
0,32
0,71
-0,43
1,00
0,25

Zn misié¢
-0,01
-0,19
-0,09
0,84
0,60

0,53
0,21
0,12
0,12
-0,08
0,26
1,00

Zn $krge
0,13
0,57
0,42
-0,11
-0,46

0,69
0,34
0,51
-0,48
-0,08
0,25
1,00

Al gonade B gonade Asgonade Bagonade Crgonade Cd gonade Cu gonade Fe gonade Hg gonade Mn gonade Mo gonade Sr gonade Zn gonade

1,00
-0,19
-0,21
0,60
0,34

011
0,01
0,44
0,34
087
-0,06
-0,26

-0,19
1,00
0,42
-0,13
0,35

0,85
0,32
0,04
0,20
-0,12
0,26
0,57

-0,21
0,42
1,00
-0,40
-0,61

0,30
-0,38
-0,55
-0,60
0,11
-0,27
0,55

0,60
-0,13
-0,40
1,00
0,27

-0,05
0,49
0,84
0,76
0,60
0,62
-0,26

0,34
0,35
-0,61
0,27
1,00

0,55
0,61
0,45
0,75
-0,04
0,25
0,05

1,00

0,11
0,85
0,30
-0,05
0,55

1,00
0,50
0,00
0,34
-0,02
0,00
0,73

0,01
0,32
-0,38
0,49
0,61

0,50
1,00
0,47
0,86
-0,23
0,44
043

0,44
0,04
-0,55
0,84
0,45

0,00
0,47
1,00
0,76
0,45
0,61
-0,45

0,34
0,20
-0,60
0,76
0,75

0,34
0,86
0,76
1,00
0,11
0,64
0,04

0,87
-0,12
0,11
0,60
-0,04

-0,02
-0,23
0,45
0,11
1,00
0,05
-0,34

-0,06
0,26
-0,27
0,62
0,25

0,00
0,44
0,61
0,64
0,05
1,00
-0,15

-0,26
0,57
0,55
-0,26
0,05

0,73
0,43
-0,45
0,04
-0,34
-0,15
1,00
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d)
Al jetra Bjetra  Asjetra Bajetra Crjetra Cdjetra Cujetra Fejetra Hgjetra Mnjetra Mojetra Srjetra  Zn jetra

Al jetra 1,00 0,05 -0,21 -0,37 -0,11 -0,10 0,00 0,01 -0,47 -0,45 0,15 0,21
B jetra 0,05 1,00 -0,41 -0,26 0,42 0,48 0,51 0,97 0,55 0,32 -0,35 0,65
As jetra -0,21 -0,41 1,00 0,94 -0,57 -0,81 0,02 -0,51 -0,05 -0,19 0,88 -0,29
Ba jetra -0,37 -0,26 0,94 1,00 -0,29 -0,70 -0,05 -0,38 0,01 -0,03 0,83 -0,21
Cr jetra -0,11 0,42 -0,57 -0,29 1,00 0,47 -0,27 0,47 0,01 0,53 -0,44 0,29
Cd jetra -0,10 0,48 -0,81 -0,70 0,47 1,00 0,02 0,50 0,02 0,03 -0,75 0,17
Cu jetra 0,00 0,51 0,02 -0,05 -0,27 0,02 1,00 0,59 0,57 0,39 -0,21 0,78
Fe jetra 0,01 0,97 -0,51 -0,38 0,47 0,50 0,59 1,00 0,61 0,49 -0,52 0,79
Hg jetra 1,00

Mn jetra -0,47 0,55 -0,05 0,01 0,01 0,02 0,57 0,61 1,00 0,59 -0,34 0,74
Mo jetra -0,45 0,32 -0,19 -0,03 0,53 0,03 0,39 0,49 0,59 1,00 -0,47 0,84
Sr jetra 0,15 -0,35 0,88 0,83 -0,44 -0,75 -0,21 -0,52 -0,34 -0,47 1,00 -0,53
Zn jetra -0,21 0,65 -0,29 -0,21 0,29 0,17 0,78 0,79 0,74 0,84 -0,53 1,00

Markirano crveno - statisticki znac¢ajno

Tabela 21. Korelacija elemenata u misicu (a), Skrgama (b), gonadama (c) i jetri (d) sa Garasa (Pearson-0v

test korelacije, p<0.05 N=5)

a)

Almisi¢c B mi§i¢ Asmi§i¢ Bami$i¢c Crmi§i¢ Cumisi¢ Femisi¢c HgmiSi¢c Mnmisi¢ Mo misi¢ Srmi§i¢ Znmisi¢

Al migi¢ 1,00 -0,62 1,00 1,00 -0,89 -0,71 -0,12 0,54 1,00 0,36 -0,37
B misi¢ 1,00

As misi¢ -0,62 1,00 -0,62 -0,67 0,32 0,25 -0,18 -0,13 -0,62 -0,07 -0,23
Ba misi¢ 1,00 -0,62 1,00 1,00 -0,89 -0,71 -0,12 0,54 1,00 0,36 -0,37
Cr migi¢ 1,00 -0,67 1,00 1,00 -0,88 -0,72 -0,09 0,48 1,00 0,36 -0,37
Cu misi¢ -0,89 0,32 -0,89 -0,88 1,00 0,92 0,02 -0,40 -0,89 -0,59 0,70
Fe misi¢ -0,71 0,25 -0,71 -0,72 0,92 1,00 -0,06 -0,05 -0,71 -0,58 0,84
Hg migi¢ -0,12 -0,18 -0,12 -0,09 0,02 -0,06 1,00 0,15 -0,12 0,74 0,29
Mn misié¢ 0,54 -0,13 0,54 0,48 -0,40 -0,05 0,15 1,00 0,54 0,45 0,20
Mo misi¢ 1,00 -0,62 1,00 1,00 -0,89 -0,71 -0,12 0,54 1,00 0,36 -0,37
Sr misic¢ 0,36 -0,07 0,36 0,36 -0,59 -0,58 0,74 0,45 0,36 1,00 -0,28
Zn migi¢ -0,37 -0,23 -0,37 -0,37 0,70 0,84 0,29 0,20 -0,37 -0,28 1,00

b)
Al skrge B skrge AssSkrge Baskrge Crskrge Cuskrge Feskrge Hgskrge Mn Skrge Mo Skrge  Srskrge  Zn Skrge

Al 8krge 1,00 0,99 0,78 0,99 0,03 1,00 -0,26 0,99 -0,41 0,17 -0,05
B skrge 0,99 1,00 0,78 0,97 0,02 1,00 -0,16 0,99 -0,44 0,19 -0,02
As Skrge 1,00

Ba skrge 0,78 0,78 1,00 0,83 0,38 0,82 -0,16 0,84 -0,02 0,71 0,57
Cr 8krge 0,99 0,97 0,83 1,00 0,19 0,99 -0,30 0,98 -0,25 0,22 0,03
Cu Skrge 0,03 0,02 0,38 0,19 1,00 0,07 0,01 0,06 0,87 0,30 0,49
Fe skrge 1,00 1,00 0,82 0,99 0,07 1,00 -0,20 1,00 -0,39 0,23 0,02
Hg skrge -0,26 -0,16 -0,16 -0,30 0,01 -0,20 1,00 -0,21 -0,11 0,15 0,26
Mn skrge 0,99 0,99 0,84 0,98 0,06 1,00 -0,21 1,00 -0,39 0,27 0,05
Mo skrge -0,41 -0,44 -0,02 -0,25 0,87 -0,39 -0,11 -0,39 1,00 0,15 0,39
Sr skrge 0,17 0,19 0,71 0,22 0,30 0,23 0,15 0,27 0,15 1,00 0,95
Zn $krge -0,05 -0,02 0,57 0,03 0,49 0,02 0,26 0,05 0,39 0,95 1,00

Al gonade B gonade Asgonade Bagonade Crgonade Cu gonade Fe gonade Hg gonade Mn gonade Mo gonade Sr gonade Zn gonade

Al gonade 1,00 0,37 0,31 0,18 0,58 0,26 0,12 -0,16 0,51 -0,14 0,22
B gonade 0,37 1,00 -0,15 -0,20 0,83 0,99 -0,07 0,30 0,93 0,71 0,83
As gonade 1,00

Ba gonade 0,31 -0,15 1,00 -0,70 0,13 -0,26 0,14 -0,37 0,23 -0,75 -0,41
Cr gonade 0,18 -0,20 -0,70 1,00 -0,31 -0,16 0,17 -0,09 -0,43 0,18 0,15
Cu gonade 0,58 0,83 0,13 -0,31 1,00 0,77 -0,44 0,52 0,85 0,47 0,41
Fe gonade 0,26 0,99 -0,26 -0,16 0,77 1,00 -0,09 0,35 0,87 0,79 0,85
Hg gonade 0,12 -0,07 0,14 0,17 -0,44 -0,09 1,00 -0,95 0,03 -0,35 0,37
Mn gonade -0,16 0,30 -0,37 -0,09 0,52 0,35 -0,95 1,00 0,11 0,63 -0,08
Mo gonade 0,51 0,93 0,23 -0,43 0,85 0,87 0,03 0,11 1,00 0,40 0,68
Sr gonade -0,14 0,71 -0,75 0,18 0,47 0,79 -0,35 0,63 0,40 1,00 0,68
Zn gonade 0,22 0,83 -0,41 0,15 0,41 0,85 0,37 -0,08 0,68 0,68 1,00
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d)

Aljetra  Bjetra Asjetra Bajetra Crjetra Cujetra Fejetra Hgjetra Mnjetra Mojetra Srjetra  Zn jetra

Al jetra 1,00 0,03 0,62 1,00 -0,42 -0,20 0,24 -0,50 -0,09 -0,06 -0,26
B jetra 0,03 1,00 -0,43 0,04 -0,18 0,97 0,56 0,70 0,96 0,73 0,94
As jetra 0,62 -0,43 1,00 0,61 -0,20 -0,61 0,28 -0,57 -0,60 -0,51 -0,69
Ba jetra 1,00
Cr jetra 1,00 0,04 0,61 1,00 -0,43 -0,20 0,25 -0,49 -0,08 -0,05 -0,25
Cu jetra -0,42 -0,18 -0,20 -0,43 1,00 -0,07 -0,70 -0,34 -0,27 -0,66 -0,03
Fe jetra -0,20 0,97 -0,61 -0,20 -0,07 1,00 0,44 0,79 0,98 0,75 0,99
Hg jetra 0,24 0,56 0,28 0,25 -0,70 0,44 1,00 0,59 0,50 0,62 0,36
Mn jetra -0,50 0,70 -0,57 -0,49 -0,34 0,79 0,59 1,00 0,80 0,84 0,79
Mo jetra -0,09 0,96 -0,60 -0,08 -0,27 0,98 0,50 0,80 1,00 0,86 0,97
Sr jetra -0,06 0,73 -0,51 -0,05 -0,66 0,75 0,62 0,84 0,86 1,00 0,74
Zn jetra -0,26 0,94 -0,69 -0,25 -0,03 0,99 0,36 0,79 0,97 0,74 1,00

Markirano crveno - statisticki zna¢ajno

Tabela 22. Korelacija elemenata u misi¢u (a), Skrgama (b), gonadama (c) i jetri sa PeStana (Pearson-ov

test korelacije , p<0.05)

a)

Almisic Bmi§ic Asmi$i¢c Bamisi¢ Crmisi¢c Cumidi¢c Femisi¢ Hgmisi¢ Mnmisi¢c Mo misi¢ NimiSi¢c Pbmisi¢ Srmisi¢ Zn misi¢

Al misi¢ 1,00 0,46 0,01 0,08 0,02 0,18 -0,13 -0,11 -0,37 -0,12 0,02 -0,21 0,41
B misi¢ 1,00

As misi¢ 0,46 1,00 -0,13 -0,10 0,04 -0,05 -0,17 0,18 -0,16 -0,10 -0,13 0,05 0,44
Ba misi¢ 0,01 -0,13 1,00 0,02 -0,22 -0,34 -0,19 0,15 0,10 -0,04 1,00 0,57 0,01
Cr misi¢ 0,08 -0,10 0,02 1,00 0,00 0,33 -0,26 0,09 0,06 0,01 0,01 0,02 0,26
Cu misi¢ 0,02 0,04 -0,22 0,00 1,00 0,45 -0,13 0,05 0,12 0,92 -0,23 -0,18 0,24
Fe misi¢ 0,18 -0,05 -0,34 0,33 0,45 1,00 -0,26 -0,10 -0,01 0,39 -0,33 -0,34 0,10
Hg misi¢ -0,13 -0,17 -0,19 -0,26 -0,13 -0,26 1,00 -0,33 -0,36 -0,01 -0,18 -0,29 -0,66
Mn misi¢ -0,11 0,18 0,15 0,09 0,05 -0,10 -0,33 1,00 0,49 -0,06 0,11 0,73 0,43
Mo misi¢ -0,37 -0,16 0,10 0,06 0,12 -0,01 -0,36 0,49 1,00 0,11 0,07 0,67 0,47
Ni misi¢ -0,12 -0,10 -0,04 0,01 0,92 0,39 -0,01 -0,06 0,11 1,00 -0,05 -0,12 0,09
Pb misi¢ 0,02 -0,13 1,00 0,01 -0,23 -0,33 -0,18 0,11 0,07 -0,05 1,00 0,53 -0,03
Sr misi¢ -0,21 0,05 0,57 0,02 -0,18 -0,34 -0,29 0,73 0,67 -0,12 0,53 1,00 0,32
Zn misic¢ 0,41 0,44 0,01 0,26 0,24 0,10 -0,66 0,43 0,47 0,09 -0,03 0,32 1,00
N=25

b)

Al skrge Bskrge  Asskrge Baskrge Crskrge Cuskrge Feskrge Hgskrge Mnskrge Mo Skrge Niskrge Pbskrge Srkrge  Zn krge

Al skrge 1,00 0,15 0,10 0,42 0,40 0,22 0,31 0,34 0,77 0,36 -0,20 0,88 0,21 0,29
B skrge 0,15 1,00 0,07 -0,24 -0,32 -0,10 0,74 0,48 0,16 -0,21 0,35 0,06 -0,24 -0,37
As skrge 0,10 0,07 1,00 -0,04 0,66 0,24 0,27 0,43 0,01 0,75 -0,16 0,04 -0,12 0,28
Ba skrge 0,42 -0,24 -0,04 1,00 0,36 0,00 -0,02 0,11 0,59 0,32 -0,26 0,38 0,62 0,31
Cr skrge 0,40 -0,32 0,66 0,36 1,00 0,37 0,19 0,13 0,29 0,91 -0,48 0,34 0,26 0,40
Cu skrge 0,22 -0,10 0,24 0,00 0,37 1,00 0,18 0,12 0,24 0,36 -0,27 0,18 0,06 0,48
Fe skrge 0,31 0,74 0,27 -0,02 0,19 0,18 1,00 0,20 0,23 0,29 -0,13 0,20 -0,04 -0,05
Hg skrge 0,34 0,48 0,43 0,11 0,13 0,12 0,20 1,00 0,49 0,12 0,37 0,25 -0,15 0,03
Mn skrge 0,77 0,16 0,01 0,59 0,29 0,24 0,23 0,49 1,00 0,23 -0,20 0,64 0,44 0,28
Mo skrge 0,36 -0,21 0,75 0,32 0,91 0,36 0,29 0,12 0,23 1,00 -0,46 0,33 0,19 0,37
Ni skrge -0,20 0,35 -0,16 -0,26 -0,48 -0,27 -0,13 0,37 -0,20 -0,46 1,00 -0,10 -0,29 -0,29
Pb skrge 0,88 0,06 0,04 0,38 0,34 0,18 0,20 0,25 0,64 0,33 -0,10 1,00 0,34 0,42
Sr §krge 0,21 -0,24 -0,12 0,62 0,26 0,06 -0,04 -0,15 0,44 0,19 -0,29 0,34 1,00 0,27
Zn Skrge 0,29 -0,37 0,28 0,31 0,40 0,48 -0,05 0,03 0,28 0,37 -0,29 0,42 0,27 1,00
N=25
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c)

Al gonade
B gonade
As gonade
Ba gonade
Cr gonade
Cu gonade
Fe gonade
Hg gonade
Mn gonade
Mo gonade
Ni gonade
Pb gonade
Sr gonade
Zn gonade

N=20

d)

Al jetra
B jetra
As jetra
Ba jetra
Cr jetra
Cu jetra
Fe jetra
Hg jetra
Mn jetra
Mo jetra
Ni jetra
Pb jetra
Srjetra
Zn jetra
N=22

Al gonade Bgonade Asgonade Bagonade Crgonade Cu gonade Fe gonade Hg gonade Mn gonade Mo gonade Ni gonade Pb gonade Srgonade Zn gonade

1,00
0,89
0,17
0,17
024
-0,05
0,69
0,17
0,89
077
084
0,25
012
0,11

Al jetra
1,00
-0,07
-0,01
-0,01
0,31
0,07
0,25
0,13
0,52
0,06
0,54
0,56
0,45
0,27

0,89
1,00
0,31
0,25
0,14
-0,09
0,55
0,23
0,86
0,69
0,69
0,03
0,09
0,27

B jetra

-0,07
1,00
-0,16
-0,12
-0,19
0,02
-0,07
0,29
-0,12
0,02
0,28
-0,15
-0,23
-0,13

-0,17
-0,31
1,00
0,79
0,54
0,28
0,17
0,63
-0,31
-0,06
0,15
0,08
0,64
0,78

As jetra

-0,01
-0,16
1,00
0,10
0,03
0,12
-0,32
0,19
0,27
0,15
0,06
-0,21
0,04
0,13

0,17
0,25
0,79
1,00
0,58
0,30
0,26
0,54
0,26
0,00
0,23
0,14
0,58
075

Ba jetra

-0,01
-0,12
0,10
1,00
0,60
0,13
032
043
0,50
021
031
-0,20
023
0,59
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0,24
0,14
0,54
0,58
1,00
0,35
0,62
0,15
0,17
0,26
0,46
-0,08
0,70
0,53

Cr jetra

0,31
-0,19
0,03
0,60
1,00
0,21
0,57
0,29
0,56
0,13
0,60
0,34
0,53
0,68

-0,05
-0,09
0,28
0,30
0,35
1,00
0,42
0,37
0,05
0,48
0,37
0,13
0,58
0,75

Cu jetra

0,07
0,02
0,12
-0,13
021
1,00
0,25
0,07
012
0,15
0,10
-0,07
042
0,43

0,69
0,55
0,17
0,26
0,62
0,42
1,00
0,26
0,64
0,75
0,82
0,24
0,40
0,40

Fe jetra

0,25
-0,07
-0,32

0,32

0,57

0,25

1,00
-0,04

0,31
-0,19

0,30

0,39

0,29

0,65

-0,17 0,89 0,77 0,84 0,25 0,12 -0,11
-0,23 0,86 0,69 0,69 0,03 0,09 -0,27
0,63 -0,31 -0,06 0,15 0,08 0,64 0,78
0,54 -0,26 0,00 0,23 -0,14 0,58 0,75
0,15 0,17 0,26 0,46 -0,08 0,70 0,53
0,37 0,05 0,48 0,37 0,13 0,58 0,75
0,26 0,64 0,75 0,82 0,24 0,40 0,40
1,00 -0,24 0,21 0,08 0,31 0,37 0,69
-0,24 1,00 0,74 0,75 0,03 0,13 -0,21
0,21 0,74 1,00 0,82 0,35 0,38 0,29
0,08 0,75 0,82 1,00 0,11 0,44 0,32
0,31 0,03 0,35 0,11 1,00 -0,04 0,28
0,37 0,13 0,38 0,44 -0,04 1,00 0,69
0,69 -0,21 0,29 0,32 0,28 0,69 1,00
Hgjetra Mnjetra Mojetra Nijetra Pbjetra Srjetra  Znjetra
0,13 0,52 0,06 0,54 0,56 0,45 0,27
0,29 -0,12 0,02 0,28 -0,15 -0,23 -0,13
0,19 0,27 0,15 0,06 0,21 0,04 0,13
0,43 0,50 0,21 031 0,20 0,23 0,59
0,29 0,56 0,13 0,60 0,34 0,53 0,68
0,07 0,12 0,15 0,10 -0,07 0,42 0,43
-0,04 0,31 -0,19 0,30 0,39 0,29 0,65
1,00 0,24 0,28 0,33 0,31 0,04 0,10
0,24 1,00 0,09 0,59 0,29 0,61 0,74
0,28 0,09 1,00 0,16 0,24 0,06 0,19
0,33 0,59 0,16 1,00 0,45 0,42 0,43
-0,31 0,29 -0,24 0,45 1,00 0,45 0,23
0,04 0,61 0,06 0,42 0,45 1,00 0,64
0,10 0,74 0,19 0,43 0,23 0,64 1,00

Tabela 23. Korelacija elemenata u misicu (a), Skrgama (b), gonadama (c) i jetri sa Beljanice (Spearman-

ov test korelacije, p<0.05)

a)

Al migic¢
B misi¢
As misi¢
Ba misi¢
Cr misi¢
Cu misi¢
Fe migi¢
Hg misi¢
Mn misi¢
Mo misi¢
Ni migi¢
Pb misi¢
Sr misi¢
Zn misi¢

Al misi¢
1,00
-0,06
0,25
0,09
0,16
-0,07
0,24
0,08
0,13
-0,01
0,35
0,23
-0,24
-0,02

B misi¢
-0,06

1,00
0,08

-0,39

0,14

-0,16
-0,12

0,43

-0,33
-0,28
-0,11
-0,21
-0,15
-0,53

As misi¢

0,25
0,08
1,00
0,08
-0,14
0,20
0,15
0,17
0,25
-0,18
0,27
0,09
0,13
-0,13

Ba misi¢

0,09
-0,39
0,08
1,00
0,16
0,01
0,20
-0,33
0,66
0,43
0,34
0,33
0,53
0,28

Cr misi¢

0,16
0,14
-0,14
0,16
1,00
-0,24
0,13
-0,20
0,05
-0,12
0,37
0,20
0,08
0,07

Cu migi¢
-0,07
-0,16

0,20
0,01

-0,24

1,00
0,58
0,09

-0,02
-0,30
-0,08

0,21

-0,24
-0,06

Fe misi¢

0,24
-0,12
0,15
0,20
0,13
0,58
1,00
0,03
0,24
-0,19
0,19
0,20
-0,04
0,13

0,08
0,43
0,17
-0,33
-0,20
0,09
0,03
1,00
-0,33
-0,32
-0,09
-0,24
-0,45
-0,54

0,13
-0,33
0,25
0,66
0,05
-0,02
0,24
-0,33
1,00
0,45
0,16
0,05
0,56
0,31

0,43

-0,12
-0,30
-0,19
-0,32

0,45
1,00
0,09
0,02
0,46
0,33

Hg mi8i¢ Mn misi¢ Mo migi¢ Ni misi¢
-0,01
-0,28
-0,18

0,35
-0,11
0,27
0,34
0,37
-0,08
0,19
-0,09
0,16
0,09
1,00
0,24
0,08
0,28

Pb misi¢

0,23
-0,21
0,09
0,33
0,20
0,21
0,20
-0,24
0,05
0,02
0,24
1,00
0,16
0,09

Sr misi¢
-0,24
-0,15

0,13
0,53
0,08

-0,24
-0,04
-0,45

0,56
0,46
0,08
0,16
1,00
0,19

Zn misi¢
-0,02
-0,53
-0,13

0,28
0,07

-0,06

0,13

-0,54

0,31
0,33
0,28
0,09
0,19
1,00
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b)

Al skrge Bgkrge Asskrge Bagkrge Crskrge Cuskrge Feskrge Hgskrge Mnskrge Mo Skrge Niskrge Pbskrge Srskrge Zn Skrge

Al skrge 1,00 -0,07 0,20 0,05 0,09 0,13 0,42 0,08 0,43 0,25 0,42 -0,08 0,09 -0,28
B skrge -0,07 1,00 -0,49 -0,36 -0,25 -0,23 -0,34 0,16 0,00 -0,72 -0,11 -0,35 -0,32 -0,27
As Skrge 0,20 -0,49 1,00 0,25 0,09 0,22 0,21 0,27 0,14 0,52 0,30 0,03 0,19 0,14
Ba skrge 0,05 -0,36 0,25 1,00 0,08 -0,20 0,07 0,07 0,22 0,32 0,17 0,52 0,55 0,04
Cr skrge 0,09 -0,25 0,09 0,08 1,00 0,20 0,08 -0,30 -0,14 0,15 0,17 0,24 0,07 0,10
Cu skrge 0,13 -0,23 0,22 -0,20 0,20 1,00 0,18 0,04 0,21 0,27 0,38 -0,23 -0,02 0,26
Fe Skrge 0,42 -0,34 0,21 0,07 0,08 0,18 1,00 0,03 0,39 0,46 0,22 -0,05 0,27 0,01
Hg skrge 0,08 0,16 0,27 0,07 -0,30 0,04 0,03 1,00 0,13 0,07 0,38 -0,25 -0,22 0,15
Mn skrge 0,43 0,00 0,14 0,22 -0,14 0,21 0,39 0,13 1,00 0,34 0,25 -0,26 0,01 -0,20
Mo skrge 0,25 -0,72 0,52 0,32 0,15 0,27 0,46 0,07 0,34 1,00 0,21 0,12 0,34 0,47
Ni skrge 0,42 -0,11 0,30 0,17 0,17 0,38 0,22 0,38 0,25 0,21 1,00 -0,04 -0,14 0,00
Pb skrge -0,08 -0,35 0,03 0,52 0,24 -0,23 -0,05 -0,25 -0,26 0,12 -0,04 1,00 0,52 -0,06
Sr §krge 0,09 -0,32 0,19 0,55 0,07 -0,02 0,27 -0,22 0,01 0,34 -0,14 0,52 1,00 0,18
Zn $krge -0,28 -0,27 0,14 0,04 0,10 0,26 0,01 0,15 -0,20 0,47 0,00 -0,06 0,18 1,00

c)

Al gonade B gonade Asgonade Bagonade Crgonade Cu gonade Fe gonade Hg gonade Mn gonade Mo gonade Ni gonade Pb gonade Srgonade Zn gonade

Al gonade 1,00 0,04 0,35 0,09 0,26 -0,04 0,15 0,33 -0,03 0,06 0,45 0,44 0,18 0,06
B gonade 0,04 1,00 0,02 0,05 0,05 -0,02 -0,02 -0,04 -0,04 0,01 0,09 0,02 0,01 0,03
As gonade 0,35 0,02 1,00 0,54 0,08 0,06 0,21 0,71 -0,15 0,11 0,41 0,48 -0,26 0,47
Ba gonade 0,09 0,05 0,54 1,00 0,04 0,36 0,42 0,43 0,09 0,26 0,26 0,20 0,21 0,74
Cr gonade 0,26 0,05 0,08 0,04 1,00 0,21 0,30 0,09 0,18 0,16 0,21 0,12 0,46 0,20
Cu gonade -0,04 -0,02 0,06 0,36 0,21 1,00 0,82 0,19 0,80 0,62 0,12 -0,07 0,57 0,75
Fe gonade 0,15 -0,02 0,21 0,42 0,30 0,82 1,00 0,30 0,67 0,55 0,28 0,16 0,51 0,75
Hg gonade 0,33 -0,04 0,71 0,43 0,09 0,19 0,30 1,00 0,06 0,30 0,25 0,40 -0,08 0,35
Mn gonade -0,03 -0,04 -0,15 0,09 0,18 0,80 0,67 0,06 1,00 0,32 -0,13 0,03 0,57 0,44
Mo gonade 0,06 0,01 0,11 0,26 0,16 0,62 0,55 0,30 0,32 1,00 0,31 -0,18 0,46 0,52
Ni gonade 0,45 0,09 0,41 0,26 0,21 0,12 0,28 0,25 -0,13 0,31 1,00 0,32 -0,02 0,38
Pb gonade 0,44 0,02 0,48 0,20 0,12 -0,07 0,16 0,40 0,03 -0,18 0,32 1,00 -0,12 0,09
Sr gonade 0,18 0,01 -0,26 0,21 0,46 0,57 0,51 -0,08 0,57 0,46 -0,02 -0,12 1,00 0,34
Zn gonade 0,06 0,03 0,47 0,74 0,20 0,75 0,75 0,35 0,44 0,52 0,38 0,09 0,34 1,00

d)

Aljetra  Bjetra  Asjetra Bajetra Crjetra Cujetra Fejetra Hgjetra Mnjetra Mojetra Nijetra Pbjetra  Srjetra  Znjetra

Al jetra 1,00 -0,21 0,34 0,29 0,28 0,06 -0,28 0,00 0,31 -0,32 0,21 0,34 0,25 0,47
B jetra -0,21 1,00 -0,58 0,08 -0,37 -0,48 -0,26 -0,26 -0,48 0,60 -0,25 -0,62 -0,52 -0,56
As jetra 0,34 -0,58 1,00 0,13 0,22 0,51 0,17 0,56 0,72 -0,43 0,35 0,46 0,41 0,65
Ba jetra 0,29 0,08 0,13 1,00 -0,02 -0,15 -0,35 -0,03 0,34 -0,20 -0,14 -0,09 0,06 0,12
Cr jetra 0,28 -0,37 0,22 -0,02 1,00 -0,02 -0,04 0,07 0,21 -0,27 0,24 0,25 0,14 0,26
Cu jetra 0,06 -0,48 0,51 -0,15 -0,02 1,00 0,50 0,56 0,27 -0,18 0,19 0,41 0,37 0,22
Fe jetra -0,28 -0,26 0,17 -0,35 -0,04 0,50 1,00 0,30 0,00 -0,05 0,30 0,17 0,16 -0,10
Hg jetra 0,00 -0,26 0,56 -0,03 0,07 0,56 0,30 1,00 0,36 -0,09 0,03 0,31 0,02 0,20
Mn jetra 0,31 -0,48 0,72 0,34 0,21 0,27 0,00 0,36 1,00 -0,54 0,25 0,38 0,53 0,61
Mo jetra -0,32 0,60 -0,43 -0,20 -0,27 -0,18 -0,05 -0,09 -0,54 1,00 -0,39 -0,54 -0,32 -0,28
Ni jetra 0,21 -0,25 0,35 -0,14 0,24 0,19 0,30 0,03 0,25 -0,39 1,00 0,53 0,32 0,24
Pb jetra 0,34 -0,62 0,46 -0,09 0,25 0,41 0,17 0,31 0,38 -0,54 0,53 1,00 0,35 0,38
Sr jetra 0,25 -0,52 0,41 0,06 0,14 0,37 0,16 0,02 0,53 -0,32 0,32 0,35 1,00 0,65
Zn jetra 0,47 -0,56 0,65 0,12 0,26 0,22 -0,10 0,20 0,61 -0,28 0,24 0,38 0,65 1,00
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Mpwunor 1.

MU3jaBa o ayTopcTBy

MoTnucanu-a KaponuHa Cywor
6poj ynuca B53051/2010
UsjaBrbyjem

[ia je AOKTOpCKa AucepTaumja noa Hacrnosom

EKOreHoToKcukonowka npoLeHa KBanuTeTa MOBPWIMHCKMX BOAA KOMET TECTOM Ha
pasnuynTum Tkueuma knexa (Squalius cephalus L.)

® pesynrtaTt CONCTBEHOr UCTPaXuBayKor paaa,

* [ia NpeanoxeHa auceptauuja y UeNUHN HU y AenosuMa Huje 6una npeanoxeHa
3a pobujare Buno koje Aunnome npema CTyAWICKMUM Nporpamuma Apyrix
BMCOKOLLIKOTICKUX YCTaHOBa,

* [aCy pesynTaTu KOPeKTHO HaBeaeHu

* [Aa HACam KpwMo/na ayTopcka NpaBa U KOPUCTMO WHTENeKTyanmHy CBOjUHY
ApYrvx nuua.

MoTtnuc gokTopaHTa

Y Beorpapay, 29.03.2016. roguHe

/lz poruede [L/ e
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Mpwunor 2.

M3jaBa 0 UICTOBETHOCTH WITaMNaHe U eNeKTPOHCKe
Bep3uje AOKTOPCKOr paga

Wme 1 npesume ayTtopa Kaponuxa Cyksor

Bpoj ynuca B53051/2010

Cryaujckn nporpam Buonoruja

Hacnos paga EKOreHOTOKCUKOMOLIKA NpOLieHa KBanWTETa MOBPLUMHCKUX BOAA
KOMET TECTOM Ha pasnuuuTum Tkueuma knena (Squalius cephalus L.)

MeHTop Mpod. Ap Bpaxka Bykosuh-Tauunh

MoTnucanu KaponuHa Cyror

u3jaBrbyjemM Aa je wramnaHa Bepauja MOr AOKTOPCKOr paja UCTOBETHA ENeKTPOHCKO]
BEp3uju Kojy cam npegao/na 3a objaBrbuBake Ha noprtany [AurutanHor
peno3utopujyma Yuusepaureta y Beorpagy.

Dossorbasam aa ce objaBe MOjU NUYHM NoJaUM Be3aHW 3a AoGMjare aKafemMcKor
3Barba AOKTOpPa Hayka, Kao LUTO Cy UMe W Npes3ume, roauHa n MecTo pofierwa n aatym
onbpaHe paga.

OBy nMYHM nopaun mory ce 06jaBUTM Ha MPEXHWM CTpaHuuama AuruTanHe
GubnuoTeke, y eNeKTPOHCKOM KaTanory u y nybnukauvjama YHusepauteta y Georpagy.

MoTnuc gokTopaHTa

Y Beorpapay, 29.03.2016. roguHe

Zq hoN UHS / S AVT
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Mpwunor 3.

WU3jaBa o kopuwhemwy

Osnawhyjem YHusepautetcky Gubnuoteky ,Csetosap Mapkosuh* aa y [Aurutantu
penosuTopujym YHusepauteta y Beorpagy yHece Mojy AOKTOpPCKy Auceprauujy nog
Hacnosom:

EKOreHoToKCUKonoLka NpoueHa KeanuTeTa NOBPLIMHCKMX BOAA KOMET TECTOM Ha
pasnuunTum TkmBUMa knexa (Squalius cephalus L.)

KOja je Moje ayTopCcKo Aeno.

[OucepTauwjy ca ceum npunosuma npeaao/na cam y enekTPOHCKOM hopMaTy NOroAHOM
3a TPajHO apxuBMpae.

Mojy aokTopcky avcepTauujy noxpateHy y [uratanHu penosutopujym YHusepautera
y Beorpagay mory Aa kopucTe cBu Koju nowTyjy ogpeabe cagpxare y ogabpaHom tuny
nuueHue KpeatneHe 3ajeanuue (Creative Commons) 3a kojy cam ce ognyuuno/na.

1. AyTopcTBO

2. AyTOpCTBO - HEKOMepLWjanHo

3. AytopcTeo — HekomepuwjanHo — 6e3 npepage

4. AYTOpCTBO — HEKOMEpLjanHo — AeNUTU NOA UCTUM YCroBUMA
5. Aytopcteo — 6e3 npepage

6. AyTOpCTBO — AENUTW NOA UCTUM YCNOBUMA

(Monumo pa 3aoKpyxuTte camo jeaHy oA LIECT NOoHyfeHUX NUUEHUW, KpaTak onuc
nuueHuu aart je Ha nonefuHm nucra).

MoTnuc gokTopaHTa

Y beorpaay, 29.03.2016. roguxe

Kaponuis (e /167
/ ;
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1. AyTopcTeo - [lo3eosbaBaTte yMHOXaBare, AUCTPUOYUMjy UM jaBHO caoniTasare
Aena, u npepaje, ako ce HaBeAe MMe ayTopa Ha HauuH oApefleH oA cTpaHe ayTopa
11 aasaoua nuueHue, Yak u y komepuujante cepxe. OBo je HajcnoboaHuja oa caux
NULEHUM.

2. AyTOpcTBO — HekomepuujanHo. [Jo3eorbasate yMHOXaBaHe, auctpubyuujy u jasHo
caonwrasawe fena, 1 npepaje, ako ce Hasede UMe ayTopa Ha HauuH ogpefeH oa
CTpaHe aytopa wnu Aasaoua nuueHue. Osa nuueHua He [03BOIbaBa KoMepumjanHy
ynotpeby aena.

3. AyTopCTBO - HexkomepuujanHo — Ges npepage. [lo3BorbasaTe yMHOXaBakbe,
AvcTpubyumrjy M jaBHO caoniwTaBarwe fgena, G6e3 npomeHa, NpeoBnuKOBaa wnu
ynotpeGe fena y CBOM feny, ako ce HaBeAe WMe ayTopa Ha HauuH oapeRleH of
CTpaHe aytopa unu Aasaoua nuueHue. Osa nuueHua He 03BOSbasa KomepumjanHy
ynoTpedy Aena. ¥ OAHOCY Ha CBe OCTarne NULEHLE, OBOM NULIEHLIOM Ce OrpaHuyasa
Hajsefhn 0bum npaea kopuiwhera aena.

4. AYTOPCTBO - HEKOMepuMjanHo — AenuUTU MOA MCTUM ycnoeuma. [lo3sorbasaTte
YMHOXaBare, AUCTPUOYLMjy 1 jaBHO caonwTasake Aena, U npepage, ako ce Haseae
ume ayTopa Ha HauwH oapefeH oA cTpaHe ayTopa WnW 4asaoua NUUEHUE W ako ce
npepaga Auctpubyupa nog MCTOM MnM CAMYHOM nuvueHuom. OBa nuUeHUa He
Ao3Borbasa komepuujanHy ynotpeby gena v npepaaa.

5. AytopcTBo — 6e3 npepage. [lo3BosbaBaTte yMHOXaBakLE, aucTpubyuujy v jaBHo
caonwraeatse aena, 6es npomeHa, npeobnukoBara Unu ynotpede Aena y CBOM aeny,
aKo ce Hasefe vMe ayTopa Ha HauuH ogpefieH of cTpaHe ayTopa wnw aaBaoua
nuuerue. OBa NuueHUa A03BorbaBa KomepLmjanty ynotpeby aena.

6. AyTopcTBO - A[EnMTM NOA MCTUM ycrosuma. [l03BOrbasaTe yMHOXABaH-e,
AVCTPUBYLMjy 1 jJaBHO CaonwTasake Aena, v Npepage, ako ce HaBeae UMe ayTopa Ha
HauuH ofipeheH 04 CTpaHe ayTopa WnW faBaola SMUEHUE W ako Ce npepaaa
Avctpubympa nog WCTOM MMM CAMMHOM NuueHuoM. OBa NULEHUA [403BOrbasa
KomepuujanHy ynotpeby gena v npepaga. CnuyHa je codpTBepckUM nMUEHUama,
OAHOCHO NuLEHLaMa OTBOPEHOT KoAa.



