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Pracenje uticaja pastrmskog ribnjaka na nivo aktivnosti antioksidativnih enzima kod

larve Ephemera danica (Insecta, Ephemeroptera)

Sazetak

U monitoringu povrsinskih voda neophodno je pored pracenja abiotickih faktora
ukljuciti 1 bioticku komponentu tj. analizirati sastav i strukturu zajednica vodenih
organizama. Da bi se dobila kompletnija slika o stanju vodenog ekosistema koriste se
organizmi bioindikatori. Larva Ephemera danica ima specifi¢ne morfoloske i funkcionalne
karakteristike te je pogodan model organizam za studije biomonitoringa.

Cilj doktorske disertacije je pracenje uticaja ispusnih voda pastrmskog ribnjaka na
nivo aktivnosti enzima antioksidativne zaStite kod larvi E. danica, ispitivanje stepena
bioakumulacije teSkih metala u telu larvi, vodi i sedimentu reke Skrapez, utvrdivanje
faunistickog sastava makrozoobentosa istrazivane tekucice.

Hidrobioloska istrazivanja reke Skrapez sprovedena su tokom 2015. (prolece, leto i
jesen) i 2016. godine (zima) na jednom lokalitetu iznad i tri lokaliteta nizvodno od
pastrmskog ribnjaka.

Dvofaktorska analiza varijanse je pokazala da aktivnost SOD karakteriSe veca
sezonska varijabilnost, aktivnost GPx karakteriSe znacajnija longitudinalna varijabilnost i u
svim sezonama dolazi do statistiCki znacajnog porasta aktivnosti GPx na drugom lokalitetu,
Sto ukazuje da organsko zagadenje poreklom sa ribnjaka indukuje oksidativni stres kod
vrste E. danica. Koncentracija ukupnog glutationa (GSH) dostize maksimum u jesen na
drugom lokalitetu, §to je negativan uticaj pastrmskog ribnjaka.

Analiza CIA je pokazala postojanje statisticki znacajne kostrukture izmedu PCA ko-
relacione matrice koncentracija teskih metala u sedimentu i u telu E. danica.

Indeks saprobnosti ukazuje na uticaj ribnjaka kroz pogorSanje kvaliteta vode
nizvodno od njega. Njegov uticaj je i u smanjenju procenta sekaca nizvodno od ribnjaka, a

povecanju sakupljaca, aktivnih 1 pasivnih sakupljaca filtratora.



Kljuéne re¢i: pastrmski ribnjak, E. danica, makrozoobentos, biomonitoring,

antioksidativna odbrana, bioakumulacija teSkih metala, bioticki indeksi

Naucéna oblast: Biologija
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Monitoring the effects of trout farms on the antioxidative enzyme activity level in
Ephemera danica larvae (Insecta, Ephemeroptera)

Abstract

In monitoring surface waters, in addition to abiotic factors, it is necessary to include
the biotic component, i.e., to analyses the composition and structure of communities of
aquatic organisms. Bioindicator organisms are used to get a more complete picture of the
state of an aquatic ecosystem. The larva of Ephemera danica has specific characteristics
that make it a suitable model organism for biomonitoring studies.

The purpose of the doctoral dissertation was to monitor the influence of outlet water
of a trout farm on the level of activity of antioxidative defense enzymes in larvae of E.
danica; test the degree of bioaccumulation of heavy metals in the body of larvae, water, and
sediment, and establish faunistic composition of the macrozoobenthos.

Hydrobiological investigation of the Skrapez River was conducted during 2015
(spring, summer, and fall) and 2016 (winter) at one locality upstream from the trout farm
and three localities downstream from it.

Two-factor analysis of variance showed that SOD activity is characterized by high
seasonal variability, GPx activity is characterized by considerable longitudinal variability,
and a statistically significant increase of GPx activity occurs in all seasons at the second
locality, which indicates that organic pollution originating from the fish farm induces
oxidative stress in the species E. danica. The concentration of total glutathione (GSH)
attains a maximum in the fall at the second locality, which is a negative effect of the trout
farm.

Use of CIA revealed the existence of a statistically significant contracture between
PCA of the correlation matrix of heavy metal concentrations in the sediment and in the
body of E. danica.

The saprobity index indicates influence of the fish farm in the form of a worsening
of water quality downstream from it. Influence of the fish farm manifested in a decrease in
the choppers at localities downstream from it, and an increase in the gatherers (active and

passive gatherer-filterers).



Key words: trout farm, E. danica, macrozoobenthos, biomonitoring, antioxidative defence,

bioaccumulation of heavy metals, biotic indexes
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Uvod

Jo§ je grcki istoricar Herodot zabelezio u svojim tekstovima o obicajima
Persijanaca da ,,oni ne mokre u svoje reke, ne pljuju u njih, niti peru ruke u njima, a ne
dopustaju ni drugima da to Cine, nego ukazuju najvece poStovanje prema rekama”
(Gavrilovi¢ 1 Duki¢, 2002). Za razliku od starih Persijanaca, danasnji ¢ovek se drugacije
ophodi prema vodama (povrSinskim ili podzemnim), zagadujué¢i ih na razne nacine
(Gavrilovi¢ 1 Duki¢, 2002). Sa razvojem drustva, vodeni tokovi su pod velikim uticajem
coveka, koji se svakodnevno intezivira, usled promene klime, urbanizacije, industralizacije
i rasta ljudske populacije (Zivié, 2005). On je svojim aktivnostima narugio ravnotezu
velikog dela vodenih tokova, i te posledice se osecaju i na lokalnom i na globalnom nivou.
Covek svojim aktivnostima uslovljava manje ili veée promene abiotickih faktora u vodenoj
sredini (dolazi do promene koli¢ine rastvorenog kiseonika, pH vode, koncentracija teSkih
metala itd.). Regulisanjem vodotokova 1 izgradnjom vestackih jezera i akumulacija,
prekidaju se migratorni putevi i narusava se prirodni rezim biocenoza (Zivié i sar., 2018).
Navedene aktivnosti coveka dovode, u zavisnosti od inteziteta delovanja, do delimi¢nog ili
¢ak do potpunog isezavanja zivog sveta u vodenim ekosistemima ili do zamene postojece
biocenoze novom, koja se zbog ujednacenosti ekoloSkih faktora karakteriSe nizim
diverzitetom (Zivi¢, 2005).

Voda je osnov zivota svih zivih bi¢a i mesto odakle je potekao Zivot na nasoj
planeti. S obzirom da ¢ak 71% povrsine planete Zemlje pokriva voda (Gleick, 1996), moze
se re¢i da je ona - plava planeta. Ali i pored toga, na dobrom delu nase planete vlada
oskudica pitke vode. Prema podacima Svetske zdravstvene organizacije, §to se tie rezervi
Ciste vode koja se koristi kao pijaca, situacija je ve¢ danas dosta kriti¢na. Ujedinjene nacije
su 2003. godine predvidele da ¢e se, od tog momenta pa u narednih 20 godina, prose¢ne
zalihe pitke vode po glavi stanovnika smanjiti ¢ak za tre¢inu. Da situacija bude jo§
alarmantnija UN su predvidele da ¢e do 2050. godine, ukoliko se po tom pitanju nista ne
preduzme, ¢ak sedam milijardi ljudi suociti sa nestaSicom vode. Za ljudsku populaciju
najbitnija i najpotrebnija je slatka voda, ali ona zauzima svega 2,5% ukupne zapremine
vode na planeti Zemlji. Najvec¢i deo ove vode je zarobljen u ledu i glecerima (68,7%), a
podzemnih voda ima 30,1%. Ostatak slatkih voda (1,2%) je zarobljen u zemljiSnom

permafrostu (69%), dok se u rekama i potocima nalazi svega 0,49% ove vode (Zivié i
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Markovié, 2017).

Zbog veoma povoljnih prirodnih uslova, u nasoj zemlji postoji vise hiljada
vodotokova, proseéne duzine 747 m/km? (Gavrilovi¢ i Dukié, 2002). Re¢na mreZa tj. njena
gustina veoma je neujednacena. Svega 11 reka ima duZinu vecu od 200 km, tako da
preovladuju mali i srednji vodotokovi (Gavrilovi¢ i Duki¢, 2002). Medutim, bez obzira na
navedene Cinjenice, situacija je zabrinjavajuca i kod nas. Naime, potrosnja vode u na$oj
zemlji je u stalnom porastu, pa se procenjuje da ¢e dnevna potrosnja vode po stanovniku
2021. godine iznositi ¢ak 600 litara (Gavrilovi¢c i Dukié¢, 2002). Prema svetskim
standardima, §to se ti¢e zaliha vode, Srbija spada u siromasnije evropske zemlje, jer
godisnje po stanovniku moze da obezbedi 1600 m?3 vode, $to je skoro duplo manje od
svetskog standarda (Gavrilovi¢ i Duki¢, 2002). Potro$nja je mnogo vec¢a u gradskim, nego
u seoskim domacinstvima. Nakon upotrebe vode u industrijske svrhe, ve¢i deo koris¢ene
vode, u vidu otpadnih voda, vraca se nazad u jezera i reke. One uti¢u na kvalitet vode
samih reka i jezera i na njihov zivi svet (Gavrilovi¢ i Duki¢, 2002). Shodno tome,
biodiverzitet slatkovodnih ekosistema znacajno je narusen, Sto se, u manjoj ili ve€oj meri,
manifestuje u skoro svim geografskim oblastima na zemlji (Dudgeon i sar., 2006).
Znacajan pad biodiverziteta moze se uociti kroz zajednice vodenih insekata koji ¢ine bitnu
komponentu svakog vodenog ekosistema, prevashodno sa stanovista trofickih interakcija.
Zabrinjava i cinjenica da je skoro 33% vrsta vodenih insekata pred izumiranjem zbog
uniStavanja i zagadenja njihovih stanista (Sanchez-Bayo i Wyckhuys, 2019).

U cilju sprovodenja zastite slatkovodnih ekosistema i hidrobionata, u Evropi je
formiran dokument Okvirne direktive o vodama - Water Frame Directive (WFD, 2000),
koja navodi i odreduje smernice za upravljanje vodama. Direktiva nalaze da sve vode
jednog podrucja treba da dostignu “dobar ekoloski status”. Kako je u interesu svake drzave
dostizanje dobrog ekoloskog statusa vodnih tela, neophodno je sprovoditi konstantne
studije monitoringa, jer se jedino tako moze dobiti uvid o uticaju ¢oveka na vodne resurse,
a samim tim nadalje spreciti i negativan trend zagadenja istih. Svakako, treba se voditi
klauzulom koju propagira WFD: “Voda nije komercijalni proizvod kao bilo koji drugi, ve¢

naslede koje se mora zastititi, braniti i tretirati kao takvo” (WFD, 2000).
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1.1. BIOMONITORING, BIOINDIKATORI | BIOMARKERI

1.1.1. Biomonitoring

Monitoring akvati¢nih ekosistema prema WFD direktivi (WFD, 2000) i propisima
u domacem zakonodavstvu (SI. gl. RS, br. 74/2011), zasniva se na pracenju abiotickih
komponenti (fizickih, hemijskih i hidromorfoloskih parametara) i na analizi bioticke
komponente, tj. na ispitivanju sastava i strukture zajednica vodenih organizama koji
pruzaju dodatne informacije o stanju vodenih ekosistema (Paunovi¢ i sar., 2007). Da bi se
dobila kompletna slika stanja nekog akvati¢nog ekosistema, neophodno je objediniti obe
ove komponenete, jer pracenjem samo fizickih i hemijskih parametara mozemo dobiti
isklju¢ivo trenutnu sliku stanja zagadenja (Zivi¢ i sar., 2018). Zbog toga se u monitoring
ukljuCuju i akvatiéni organizami koji pruzaju informacije o kvalitetu vode u duzem
vremenskom periodu (Zivié i sar., 2002; Zivi¢ i sar., 2018). Ovakvim kompleksnim
pristupom stice se uvid 0 Stepenu antropogenog uticaja, odnosno stepenu zagadenja, ali i
kompletnija slika 0 uslovima u akvati¢nom ekosistemu (Van der Oost i sar., 2003). S druge
strane, obe komponente monitoringa omogucavaju i odredivnje ekoloskog statusa vodnih
tela, poredenjem referentnih lokaliteta (koji se tretiraju blisko prirodnim) i lokaliteta koji
su pod uticajem nekog ¢inioca (Zivi¢ i sar., 2018).

Akvati¢ni organizmi se u monitoringu koriste gotovo citav vek (Kolkwitz i
Marsson, 1909; Cairns i Pratt, 1993). Kolkwitz-a i Marsson-a (1909) uvode pojam
saprobnog sistema kao sistema za pracenje organskog zagadenja i odgovora akvati¢nih
zajednica na njega. Saprobni sistem je Siroko koris¢en zbog svoje jednostavne primene od
polovine proslog veka, kada je kvantifikovan kroz saprobne indekse (Pantle i Buck, 1955;
Zelinka i Marvan, 1961). Medutim, ovaj sistem ima i neke nedostatke (identifikacija do
nivoa vrste, registruje samo jedan tip zagadenja, itd.), pa je Cesto kritikovan, i u danasnje
vreme se rede koristi bez dodatnih analiza (Washington, 1984, Cao i sar., 1996). Danas su
sve vise u upotrebi drugi indeksi, kao $to su: indeksi diverziteta, bioti¢ki indeksi, indeksi
dominantnosti, troficki indeksi (Bain i sar., 2000). Za razliku od saprobioloskih analiza,
ovi indeksi opisuju stanje zajednica kroz nekoliko strukturno-analitickih karakteristika kao

Sto su gustina populacija, broj vrsta, dominantnost, diverzitet. KoriS¢enje razlicitih indeksa
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diverziteta, u biomonitoringu kopnenih voda, zasniva se na praéenju celokupnog
diverziteta (Shannon i Wiener, 1949) ili se pak analiziraju dve njegove komponente: broj
vrsta 1 ujednacenost brojnosti (Simpson, 1949). U monitoringu tekucica se Cesto koriste
bioticki indeksi (Norris i Georges 1993; Norris i Norris 1995), koji predstavljaju
kombinaciju indeksa diverziteta i saprobnih sistema (Zivi¢ i sar., 2018). Medutim, bioti¢ki
indeksi se mogu primenjivati samo regionalno (Tolkamp 1984, 1985; Zivi¢ i sar., 2018),
zbog razlika izmedu reka pojedina¢nih zemalja i biogeografskog rasprostranjenja vrsta.
Zbog toga je i najceS¢e koriS¢eni bioticki indeks BMWP (Armitage i sar., 1983)
modifikovan u nekoliko zemalja (Spanija, Agentina, Poljska, Tajland, Paisley i sar., 2014).

1.1.2. Bioindikatori

Posto su vodeni ekosistemi sve vise izloZeni razli¢itim vidovima zagadenja, veéina
vodenih organizama se razli¢itim adaptacijama prilagodava na novonastale uslove sredine
(Hellawell, 2012). Medutim, vrste koje nisu u stanju da se prilagode na izmenjenu sredinu,
reaguju promenom brojnosti ili biomase (Markert, 1994). Vrste, koje se nazivaju
bioindikatorima, mogu se koristiti u bioloSkom monitoringu u zavisnosti od njihove
osetljivosti na stres, tj. zagadenje (Niemi i McDonald, 2004). Na osnovu njihovog
odgovora se stice uvid u novonastalo stanje u ekosistemima, kao i o uticaju stresora na njih
(Knoben i sar., 1995; Dale i Beyeler, 2001; Dziock i sar., 2006; Pander i Geist, 2013).

Kao bioindikatori mogu se koristiti vrste, ¢ije prisustvo ili odsustvo sa odredenog
staniSta ukazuje da na takvom staniStu vladaju odredeni ekoloski uslovi. lako se u
biomonitoringu mogu koristiti razli¢ite grupe organizama (bakterije, fito- i zoo-plankton,
fitobentos, makrofite, ribe), u evropskim zemljama se u biomonitoringu povrsinskih voda
najcesce koriste vodeni beskiémenjaci (Moog i sar., 2002; Bonada i sar., 2006; Carter i
sar., 2006; Hellawell, 2012). Makrozoobentos se koristi u proceni uticaja coveka na stanje
akvati¢nih ekosistema na svim nivoima bioloske organizacije, pocev od molekularnog,
preko nivoa organizma pa sve do ekosistema kao celine (Resh i Jackson, 1993; Bonada i
sar., 2006; Zivi¢ i sar., 2018). Organizmi makroinveretebrata imaju vise osobina koje ih

svrstavaju u dobre bioindikatore: dug zivotni vek, ve¢i deo zivota provode vezani za dno,
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slaba pokretljivost, vazna su karika izmedu primarnih producenata i visih trofickih nivoa u
jednom lancu ishrane, osetljivost na zagadenje, eurivalentnost i Siroka rasprostranjenost
pojedinih oblika, veliki diverzitet, a kod nekih se organizama promene u Zivotnoj sredini
mogu pratiti i na fizioloskom nivou (Hynes, 1970; Cummins, 1974; Hellawel, 1986; Resh i
Jackson, 1993; Allan, 1995; Hauer i sar., 2000; Boyero i Bailey, 2001; Lamouroux i sar.,
2004). Takode, postoje i neki tehnicki razlozi koji ovoj grupi organizama daju prednost u
monitoringu u odnosu na druge vodene organizme: jednostavne metode uzimanja uzoraka
uz koriséenje relativno jeftine opreme, dostupnost kljuc¢eva za identifikaciju, u veéini
sluc¢ajeva relativno dobro proucena taksonomija grupa, a metode koje se koriste za
uzorkovanje su standardizovane i imaju visok stepen pouzdanosti (Resh i Jackson, 1993;
Zivié i sar., 2018).

1.1.3. Biomarkeri

Dok se bioindikatorom smatra organizam koji daje odredene informacije o stanju
zivotne sredine u kojoj se nalazi, biomarkeri predstavljaju subletalne biohemijske promene
koje se mogu deSavati na molekularnom, ¢elijskom ili fizioloskom nivou jedinke, a koje su
posledica izlaganja jedinke zagadiva¢ima (Hyne i Maher, 2003) ili prisustva Stetnih
materija u njihovom okruZenju (Peakall, 1994; Stajn i sar., 2007). Molekularni biomarkeri
predstavljaju i najraniji odgovor jedinke na prisustvo toksikanata, tako da oni predstavljaju
rani upozoravajuéi signal da se neito promenilo u akvatinom ekosistemu (Stajn i sar.,
2007).

Prema Svetskoj zdravstvenoj organizaciji WHO (1993), biomarkeri se dele na
biomarkere izlaganja, biomarkere efekta i biomarkere osetljivosti. Biomarkeri izloZenosti
podrazumevaju merenje koncentracije jedinjenja u samoj Celiji, a koji nastaju u reakciji sa
ciljnim molekulom. U ove biomarkere spada i bioakumulacija odredenih supstanci u
jedinkama. Biomarkeri efekta podrazumevaju merljive promene koje se deSavaju na
fizioloSkom ili biohemijskom nivou. Biomarkeri osetljivosti predstavljaju sposobnost
organizma da odgovori na izloZenost nekom zagadivacu, a moZe biti stecena ili prirodna.

Da bi se biomarkeri uspesno koristili, neophodno je da ispunjavaju odredene karakteristike,
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kao §to su: osetljivost na stres na ¢elijskom ili molekularnom nivou, da se ostecenja nastala
od zagadivaca mogu pokazati i na nivou tkiva, da daju informacije o reproduktivnim
sposobnostima jedinke i1 njihovom kapacitetu da prezive, tj. da su osetljivi na stres na
nivou organizma (Viarengo i sar., 2007).

Pracenjem molekularno-fiziolo§kog odgovora jedinki na zagadivace u njihovom
okruzenju, primecene su promene u aktivnosti enzima oksidativnog stresa (Livingstone,
2003) koji predstavljaju jedne od ¢esée koris¢enih molekularnih biomarkera (Zivi¢ i sar.,
2018). Znacajne varijacije u aktivnosti ovih enzima uocene su pri poredenju jedinki koje su
uzorkovane sa referentnih lokaliteta u odnosu na lokalitete koji su zagadeni (Stoliar i
Lushchak, 2012).

S obzirom na to da je primena biomarkera u biomonitoringu tekucih i staja¢ih voda
na pocetku svog razvoja, neopravdano je ocekivati da oni zamene postojece metode u
biomonitoringu, ali svakako da studije koje se bave odgovorom jedinki na oksidativni stres
kroz sistem antioksidativne odbrane treba da budu $to vise zastupljene, kako bi se §to bolje
procenio efekat toksi¢nih supstanci u Zivotnom okruZzenju (Lushchak, 2011; Zivié i sar.,
2018). U Srbiji je poslednjih godina primena biomarkera u biomonitoringu na osnovu
makroinvertebrata u naglom porastu, i prvenstveno se ispituje odgovor enzima
oksidativnog stresa na razlic¢ite tipove antropogenih uticaja (Despotovi¢ i sar., 2012;
Vrankovi¢ i Slavi¢, 2015; Vrankovi¢ 2015, 2016; Mir¢i¢ i sar., 2016; Bozani¢ i sar., 2018;
Vrankovi¢ i sar., 2018; Radojevic i sar., 2019).

1.2. PASTRMSKI RIBNJACI | NJIHOV UTICAJ NA BRDSKO-PLANINSKE
REKE

Na brdsko-planinske tekucice koje predstavljaju osetljive vodene ekosisteme, sve
ve¢i uticaj ima Covek sa svojim aktivnostima kao S$to su intezivna poljoprivreda,
eksploatacija rudnika, vodosnabdevanje, izgradnja malih hidroelektrana kao i otpadne vode
koje tu dospevaju sa okolnih farmi spiranjem (Gavrilovi¢ 1 Duki¢, 2002; Estevez i sar.,
2017). Planinske reke se smatraju vodenim tokovima koji su najmanje remeceni, medutim

pastrmski ribnjaci koji se sve viSe grade na njima imaju na njih veoma veliki uticaj, jer za
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gajenje pastrmke pogodan je ovakav tip vode (Woynarovich i sar., 2011). lzgradnja
pastrmskih ribnjaka predstavlja profitabilnu granu poljoprivrede Sto je uslovilo povecéanje
interesa za njihovu izgradnju (Markovic¢ i sar., 2009). Procenjuje se da u Srbiji ima oko
130 pastrmskih ribnjaka, koji zauzimaju povrSinu od 14 hektara. Ukupna proizvodnja
pastrmke u nasoj zemlji je u periodu od 2010. do 2016. godine bila od 1200 do preko 1700
t godisnje (25% mladi i 75% konzumne ribe), odnosno od 10 do 20 kgm™ zapremine
bazena na pastrmskim ribnjacima, $to je veoma mala vrednost. Neki pastrmski ribnjaci
(uglavnom malih proizvodnih povrsina) imaju proizvodnju i znatno iznad 50 kgm
(Markovi¢ i sar., 2011; Stojanovié i sar.,2019).

Sam proces gajenja ribe u ribnjacima podrazumeva unosenje agenasa iz spoljasnje
sredine, a u cilju visestrukog povecanja ihtiomase po jedinici povrSine. TO se postize
dodatnom prihranom koja za posledicu ima povecanje zagadenja recipijenta tako da za
kratko vreme dolazi do poremecaja u funkcionisanju ekosistema recipijenta (Velebit i sar.,
2009), sto se negativno odrazava na zajednice vodenih beski¢menjaka (Stojanovic¢, 2017).
Najces¢i uzrocnici kontaminacije re¢nog toka od strane pastrmskih ribnjaka predstavljaju
neiskori$¢ena hrana i ekskrementi (Liao, 1970; Kronvang i sar., 1993; lversen, 1995;
Boyd, 2003; Namin i sar., 2013). S obzirom na to da se vode iz ribnjaka nakon kori$éenja
ispustaju u recipijent i to najceS¢e bez prethodnog tretmana taloZenja i preciS€avanja
(Markovi¢ i1 Poleksi¢, 2011), primarno dolazi do pogorsanja kvaliteta vode, kao i strukture
dna recipijenta (Weston i sar., 1996). Zbog toga je neophodno vrsiti konstantan monitoring
uticaja ispusnih voda na recipijent, pa se pored tradicionalnih hemijskih analiza sve vise
koriste zajednice makroinvertebrata (Bonada i sar., 2006; Carter i sar., 2006; Zivi¢ i sar.,
2009; 2009a; Al-Shami i sar., 2010; Hellawell, 2012). Medutim, efekat pastrmskih
ribnjaka na Zivi svet retko je ispitivan na molekularnom nivou, koji najées¢e podrazumeva
pracenje aktivnosti antioksidativnih enzima koji mogu ukazati na povecanje oksidativnog
stresa u organizmu usled promena u njegovom okruzenju. Kada je re¢ o larvama vodenih
insekata, ovakva istrazivanja su na samom pocetku (Choi i sar., 1999; Berra i sar., 2004;
Barata i sar., 2005; Mirci¢ i sar., 2016; Bozani¢ i sar., 2017; Radojevi¢ i sar., 2017, 2019).
Medutim, paZnja istrazivaca se sve viSe usmerava na ovakva istraZivanja s obzirom na to

da otvaraju moguc¢nost predvidanja efekata zagadenja na populacije, kroz odgovor
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pojedinacnih jedinki na stres, jer je poznato da se odgovor na prisustvo zagadivaca ranije
javlja na nivou organizama nego na nivou cele zajednice (Gremyatchikh i sar., 2009; Al-
Shami i sar., 2010). Stoga se koris¢enjem molekularnih biomarkera u studijama
biomonitoringa akvati¢nih ekosistema mogu otkriti rani signali koji ukazuju na promene u
zivotnoj sredini (Bozani¢ i sar., 2018; Zivié i sar., 2018).

S obzirom na to da Srbija ima povoljan geografski polozaj za uzgoj slatkovodne
pastrmke (Stojanovic i sar., 2019), i uzimajuci u obzir isplativost njenog gajenja (Markovi¢
i sar., 2009), za ocekivati je da ¢e se u nasoj zemlji u narednom periodu povecavati broj
pastrmskih ribnjaka. Stoga je neophodno posebnu paznju obratiti na zagadenje koje nastaje
kao posledica izliva otpadnih voda iz ribnjaka u reke na kojima se oni podizu i sprovoditi

istrazivanja koja su i predmet ove disertacije.

1.3. OKSIDATIVNI STRES | SISTEM ANTIOKSIDATIVNE ZASTITE

Kod svih aerobnih organizama, kao posledica oksidativnog metabolizma, javljaju
se reaktivne vrste kiseonika, ROS (Ahmad, 1995). Zbog stetnog dejstva i bioloSke
aktivnosti, njihov metabolizam je pod stalnom kontrolom, te njegova koncentracija obi¢no
ne prelazi 10® M (Lushchak, 2011). U normalnim uslovima, u éelijama/tkivima postoji
ravnoteZza izmedu produkcije i eliminacije ROS, od strane razli€itih antioksidativnih
jedinjenja i enzima (Droge, 2002). Usled promena u zivotnoj sredini, u prisustvu
prooksidanasa dolazi do naruSavanja ove ravnoteze i nastupa stanje oksidativnog stresa
(Halliwell i Gutteridge, 2007).

Reaktivne vrste kiseonika ¢ine slobodni radikali i druge vrste aktiviranog kiseonika
(Valavanidis i sar., 2006). Slobodni radikali u spoljasnjoj orbitali imaju jedan ili vise
nesparenih elektrona. Zbog toga su nestabilni i u svojoj teznji da postignu elektronsku
stabilnost reaguju sa drugim molekulima ili medusobno, §to moze dovesti do narusavanja
¢elijske funkcije ili do promena biomolekula (Valko i sar., 2004). Ovi radikali mogu
nastati kao posledica delovanja razlicitih faktora iz spoljasnje sredine, ali i u procesima
koji se deSavaju u organizmima (Droge, 2002; Halliwell i Gutteridge, 2007).

Oksidativni stres dovodi do niza poremecaja u zivim sistemima kao S$to su:
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oksidacija proteina, oste¢enje DNK, lipidna peroksidacija (Sies i sar.,1985). Oksidativna
oStecenja proteina izaziva hidroksil radikal (OH’), a narusavanje njihove funkcije moze
dovesti i do smrti ¢elije (Almroth i sar., 2008). Reaktivne vrste kiseonika mogu da dovedu
do razli¢itih oStecenja DNK molekula kao $to su razne mutacije, delecije, translokacije,
prekidi DNK molekula, a navedena oste¢enja mogu dovesti i do genomske nestabilnosti
(Halliwell i Gutteridge, 1999b; Kryston i sar., 2011). Delovanjem ROS na lipide i ¢elijske
membrane, kao i druge molekule koji sadrze lipide, dolazi do lipidne peroksidacije, sto za
posledicu ima promenu metabolizma proteina i lipida u ¢elijskim membranama (Radi i
sar., 1991; Halliwell i Gutteridge, 2007).

Odrzavanje ravnoteze izmedu produkcije ROS i delovanja sistema antioksidativne
zastite je od znacaja za normalno funkcionisanje organizma (Halliwell i Gutteridge, 1989;
Ames i sar., 1993; Lemaire i Livingstone, 1993; Halliwell i Gutteridge, 1999b) jer je
ravnoteza izmedu proizvodnje i eliminacije ROS presudna, izmedu ostalog, i za ¢elijsku
homeostazu (Lemaire i Livingstone, 1993). Kada dode do narusavanja ove ravnoteze,
odnosno do oksidativnog stresa, Celija aktivira sistem antioksidativne zastite (Cadenas,
1989; Buonocore i sar., 2010). Ovaj sistem kod organizama neprekidno funkcioni$e i ima
za cilj da spreci ili popravi o$tec¢enja nastala pod uticajem ROS.

Kod akvati¢nih organizama, dobro organizovani odbrambeni antioksidativni sistem
ima ulogu u zastiti njihovih tkiva od prooksidanasa koji su prisutni u vodi 1 sedimentu,
naroCito u blizini ispusnih voda pastrmskih ribnjaka (Livingstone, 2003). Sistem
antioksidativne odbrane regulise koncentraciju reaktivnih kiseoni¢nih vrsta u organizmima
(Halliwell i Gutteridge, 2007) i obuhvata grupu antioksidanasa velike molekulske mase -
specificni 1 nespecifi¢ni proteini koji ucestvuju u odbrani organizma, i neenzimske
komponente (Droge, 2002; Morales i sar., 2014). U specificne proteine spadaju
antioksidativni enzimi: superoksid dismutaza-SOD,, katalaza- CAT, glutation peroksidaza
- GPx, glutation reduktaza - GR, glutation S transferaza - GST i glukoza-6-fosfat-
dehidrogenaza (Van der Oost i sar., 2003; Franco i Cidlowski, 2009). Nespecifi¢ni
antioksidansi velike molekulske mase su proteini (metalotioneini i feritin) koji se vezuju za
jone metala (najces¢e bakar i gvozde), i na taj nacin sprecavaju Stetu koju izaziva ROS

(Franco i Cidlowski, 2009, Mir¢i¢, 2013). U neenzimske komponente spadaju supstance
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male molekulske mase. Neke od njih su glutation, vitamin E, vitamin C, vitamin A,
koenzim Q, karotenoidi i oni uglavnhom sakupljaju slobodne radikale (Cadenas i sar.,
1989).

Pracenje aktivnosti antioksidativnih enzima je bitno jer oni mogu ukazati na rane
promene nekih faktora sredine koji dovode do oksidativnog stresa, pa samim tim se mogu
koristiti kao indikatori zagadenja akvati¢nih ekosistema (Valavanidis i sar., 2006). Bez
obzira na to S$to je primena molekularnih biomarkera tek u zacetku, analiza
antioksidativnog stresa kod hidrobionata predstavlja izazov za studije biomonitoringa.
Znacaj ovakvih istrazivanja je veliki jer ima mogucnost da predvidi efekte zagadenja na
celokupne populacije kroz odgovor pojedinacnih jedinki na stres (Gremyatchikh i sar.,
2009; Mirci¢ i sar., 2016;).

Superoksid dismutaza (SOD) ima zna¢ajnu ulogu u zastiti Celije i predstavlja prvu
liniju odbrane od oksidativnih o$te¢enja izazvanih reaktivnim vrstama kiseonika. Ovaj
metaloprotein katalizuje konverziju superoksid anjon radikala u molekulski Kkiseonik i
vodonik peroksid (McCord i Fridovich, 1988; Fridovich, 1995). U Zivom svetu postoji pet
izoenzimskih formi superoksid dismutaze: gvozde sadrzavajuca superoksid dismutaza
(FeSOD), nikl sadrzavaju¢a superoksid dismutaza (NiSOD), mangan sadrzavajuca
superoksid dismutaza (MnSOD), bakar cink sadrzavajuca superoksid dismutaza (CuZn
SOD) i ekstracelularna superoksid dismutaza (EC SOD).

Glutation peroksidaza je kod eukariota prisutna u skoro svim ¢elijama. Ovaj enzim
katalizuje glutation-zavisnu redukciju vodonik peroksida u vodu i organskih
hidroperoksida u odgovarajuce alkohole, koriste¢i glutation kao kofaktor (Blagojevic i
Grubor-Lajsi¢, 2000). U odnosu na enzim katalazu, glutation peroksidaza ima veéi afinitet
za vodonik peroksid (H202), te je vazan u primarnoj odbrani pri niskim koncentracijama
H20>, dok je katalaza (CAT) vaznija pri ve¢im koncentracijama H202, odnosno u uslovima
izrazitog oksidativnog stresa (Kruidenier i Verspaget, 2002). Glutation peroksidaza postoji
u tri forme, a to su selen-zavisna glutation peroksidaza (Se GSH-Px), selen-nezavisna
glutation-peroksidaza (non-Se GSH-Px) i fosfolipid hidroperoksid glutation peroksidaza
(PH GSH-Px) (Halliwell i Gutteridge, 1999a).
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Jedna od najznacajnijih neenzimskih komponenti antioksidativne zaStite je
glutation, tripeptid (L-glutamicil-cisteinil-glicin) koji se sintetiSe iz aminokiselina cisteina,
glutamata i glicina (Griffith, 1999). Glutation je neophodan u sintezi i degradaciji proteina,
redukcionim  procesima, regulaciji  Celijskog  redoks  balansa, formiranju
dezoksiribonukleotida i regulaciji aktivnosti enzima. Glutation S§titi ¢elije od vodonik
peroksida i organskih hidroperoksida, hidroksil radikala, organskih radikala, peroksi
radikala, a ucestvuje i u detoksifikaciji, regeneriSe neenzimske antioksidante, ucestvuje u
popravci oksidativnih o$te¢enja molekula DNK (DeLeve i Kaplowitz 1991; Anderson,
1996; Kruidenier i Verspaget, 2002). Kao kofaktor glutation-peroksidaze i glutation-S-
transferaze indirektno ucestvuje u detoksikaciji vodoni¢nih i lipidnih peroksida (Mates,

2000). U ¢elijama je prisutan u redukovanoj formi, u vidu tiola, ili u oksidovanoj formi kao

disulfid.

1.4. BIOAKUMULACIJA METALA

U velikoj raznovrsnosti fizickih 1 hemijskih agenasa cije se delovanje na Zivotnu
sredinu danas intezivno proucava, posebno Sse izdvajaju teski metali. U akvati¢ne
ekosisteme oni najcesc¢e dospevaju prirodnim putem (erozijom, vulkanskom aktivno$cu,
ispiranjem zemljista i stena) (Rauch i Graedel 2007; Rauch i Pacyna 2009). U poslednje
vreme su za zagadenje teSkim metalima odgovorni pre svega ubrzana urbanizacija i
industralizacija (Schueler 2000; Govil i sar., 2008; Cevik i sar., 2009; Wu i sar., 2011).
Veliki interes za proucavanje delovanja teSkih metala na organizme zasnovan je na
akumuliranju otpadnih proizvoda industrijske proizvodnje u zivotnoj sredini (Goodyear i
McNeill, 1999). Drugi vazan razlog lezi u ¢injenici da oni imaju izuzetno toksic¢no dejstvo
na akvati¢ne i terestricne organizme, S obzirom na njihovu stabilnost u ekosistemu i
transport kroz lance ishrane (Shahbaz i sar., 2013). Teski metali mogu indukovati
oksidativni stres kod akvati¢nih insekata, posebno ukoliko su i drugi prooksidansi prisutni
u njihovom okruzenju. lako su mnogi metali esencijalni za zive organizme, jedna od
njihovih losih osobina je $to zbog svoje toksi¢nosti i povecane koncentracije u vodenim

ekosistemima predstavljaju rastu¢i problem na globalnom nivou. Naime, kada jednom
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dospeju u prirodnu sredinu deponuju se i ne mogu se razgraditi do netoksi¢nih formi, te na
taj naCin naruSavaju ravnotezu u ekosistemu delujuéi na sve zive organizme, pa samim tim
i na ¢oveka (Fernandes i sar., 2007; Snodgrass i sar., 2008; Besser i sar., 2009; Suthar i
sar., 2009; Nagajyoti i sar., 2010; Abdel- Baki i sar., 2011). Mogu se deponovati i u
sedimentima, u kojima se dugo zadrzavaju jer su veoma postojani (Fernandes i sar., 2007
Abdel-Baki i sar., 2011). Takode, deponuju se i u tkivima vodenih organizama, u kojima u
povecanim koncentracijama prouzrokuju razli¢ite toksi¢ne efekte (Shahbaz i sar., 2013;
Ezejiofr i sar., 2013).

Na stepen akumulacije metala u organizmima uti¢u kako njihovi fizioloski procesi,
tako i karakteristike samih metala (Luoma 1983; Duffus 2002; Vicente-Martorell i sar.,
2009; Sharma, 2014), ali i promene fizi¢kih i hemijskih ¢inilaca zivotne sredine kao $to su:
prisustvo organske materije, pH, koncentracija kiseonika (Shulkin i sar., 2003; Vicente-
Martorell i sar., 2009). Ukoliko se u re¢nom sedimentu nalazi veca koli¢ina organske
materije, taj sediment ¢e za sebe vezati teske metale u vecoj koli¢ini (Izquierdo i sar.,
1997; Zoumis i sar., 2001; Morillo i sar., 2002; Burridge, 2010). Na taj na¢in i vodeni
organizmi, naro¢ito makrozoobentosni organizmi koji koriste sediment u raznim fazama
svog zivota, mogu da usvajaju vece koli¢ine ovih metala koji se bioakumuliraju u
njihovom telu. Do toga dolazi jer organizam u sebe gomila znatno vecu koli¢inu teskih
metala nego §to ih gubi, pa se na taj nacin oni zadrzavaju u njihovom organizmu. I ishrana
ima veliki uticaj na akumulaciju metala u telu beski¢menjaka i predstavlja jedan od glavnih
izvora metala za mnoge vodene beski¢menjake (Wang, 2002). Samim tim, razlike u ishrani
organizama bentofaune uslovljavaju i razlike u bioakumulaciji ovih elemanata u telu
akvati¢nih beski¢menjaka (Clements, 1991; Pourang, 1996; Corbi i sar., 2010). Akvati¢ni
beski¢menjaci su zbog osobine svog zivotnog ciklusa (Hellawell, 1986; Bonada i sar.,
2006; De Pauw i sar., 2006) pogodni bioindikatori za pracenje stepena akumulacije teSkih
metala kako iz tekuce vode, tako i iz re¢nog sedimenta (Fialkowski i sar., 2003). Na
opasnost od kontaminacije teSkim metalima u najranijim fazama zagadenja mogu ukazivati
i pojedinacni odgovori vodenih organizama (Gremyatchikh i sar., 2009), te je pracenje
promena na nivou jedinki viSe informativno od analize promena na nivou zajednice za

potrebe biomonitoringa vodenih ekosistema (Al-Shami i sar., 2010).
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1.5. LARVA EPHEMERA DANICA (MULLER, 1764), MODEL ORGANIZAM-
OPSTE KARAKTERISTIKE

Ephemera danica, vrsta koja je Siroko rasprostranjena u d&istim tekucicama
zapadnog Paleartika, pripada redu Ephemeroptera koji obuhvata 3 045 opisanih vrsta (404
rodova i 42 familije) (Bauernfeind i Soldan, 2012). U Srbiji je ovaj red zastupljen sa 45
taksona (rodova i vrsta) iz 8 familija, mada se smatra da je njihova raznovrsnost daleko
vecéa (Petrovic i sar., 2015). Predstavljaju hemimetabolnu grupu insekata, jedinstvenu po
tome Sto ih odlikuju dva adultna stadijuma — imago i subimago. Subimago se javlja posle
poslednjeg larvalnog stupnja, ima razvijena krila i nalikuje adultu, ali nije polno zreo.
Kopulacija jedinki ove vrste se odigrava u vazduhu, nakon ¢ega muzjaci odmah ugibaju, a
zenke tek nakon polaganja jaja (Bauernfeind i Soldan, 2012).

Opis: Larva E. danica je obi¢no duzine od 14 do 30 mm (Slika 1). Glava je sa
primetnom tamnom oznakom izmedu ocela, trouglasta ili u obliku slova T, koja povezuje
bocne ocele (Slika 2). Abdomen se sastoji od deset segmenata, svetlo je krem do zuékaste
boje, sa crnim Sarama koje su taksonomski karakter (Slika 4). Na abdomenu se lateralno
nalaze trahealne Skrge (Slika 3). Tergumi jedan i dva su sa nejasno definisanim tamnim
bo¢nim mrljama, tre¢i do peti su bez tamne Sare, ili sa sitnom tamnom tackom bocno.
Tergum Sest je sa parom pruga, a sedmi do deveti sa Sirokim crnim bo¢nim prugama i sa
parom kra¢ih medijalnih uzduznih pruga. Na kraju abdomena su dva cerka i sredisnji
kaudalni filament (Bauernfeind i Soldan, 2012).

Biologija: Larve naseljavaju planinske reke sa kamenitim, S$ljunkovitim i
peskovitim dnom, tj. litoralni deo potoka i reka, kao i obalu oligotrofnih jezera
(Bauernfeind i Soldan, 2012). Ubusuju se u supstrat praveéi tunele u obliku slova ,,U” i na
taj na¢in omogucavaju da vodena struja obliva njihove Skrge. Usled ovakvog nacina
Zivota, imaju odgovaraju¢e morfoloSke adaptacije: modifikovan usni aparat, dodatke na
glavi i protoraksu koji im omoguc¢avaju kopanje tunela, dok brojne dlake preko abdomena
odbijaju Cvrste Cestice peska i §ljunka i na taj nacin spreavaju da se njihovo telo oSteti
(Bauernfeind i Soldan, 2012). Hrane se filtriranjem organskog detritusa (aktivni sakupljaci

filtratori), zbog Cega su osetljive na zagadujuc¢e materije u supstratu. Indikatori su vode
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dobrog kvaliteta, na granici izmedu oligo i beta mezosaprobnih voda, a mogu da zive u
staniStu sa visokim alkalitetom (100-240 mg/l kalcijum karbonata) i visokim pH
vrednostima (7,9-8,5) (Svensson, 1977; Winkelmann i Koop, 2007; Bennett, 2007).

Slika 1. Larva E. danica, Slika 2. Glava larve E. danica,
foto M. Bozani¢ foto M. Bozani¢

Slika 3. Skrge larve E. danica, Slika 4. Sara na abdomenu larve E. danica,
foto M. Bozani¢ foto M. Bozanié¢

Zbog svojih specifiénih morfoloskih i funkcionalnih karakteristika (Cain i sar.,

1992), E. danica je odabrana za model organizam. Naime, zbog ubuSujuceg nacina Zivota,

nacina ishrane (aktivni sakupljaci filtratori detritusa), relativno velikih dimenzija tela
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(Clements i Kiffney, 1994), kao i zbog toga $to se jedinke ove vrste mogu lako sakupiti u
dovoljnom broju za analizu (Nummelin i sar., 2007), u ovom slucaju za pracenje efekta
ispusnih voda pastrmskog ribnjaka. Takode, njihov larvalni stadijum traje jednu do tri
godine (lllies, 1952; Landa, 1968, Swensson, 1977), §to omogucava praéenje razli¢itih
efekata zagadenja u odredenom vremenskom periodu (Svensson, 1977; Winkelmann i
Koop, 2007; Bennett, 2007). Takode, larve Ephemeroptera imaju tendenciju da
akumuliraju pojedine teSke metale u ve¢im koncentracijama nego drugi taksoni (Burrows i
Whitton, 1983; Fialkowski i sar., 2003), te je pogodan test organizam za pracenje

akumulacije teskih metala iz vode i sedimenta vodenih ekosistema.
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Ciljevi istraZivanja

Doktorska disertacija "Pracenje uticaja pastrmskog ribnjaka na nivo aktivnosti
antioksidativnih enzima kod larve Ephemera danica (Insecta, Ephemeroptera)"” napisana je

u skladu sa slede¢im ciljevima:

e Pracenje uticaja kvaliteta ispusnih voda pastrmskog ribnjaka na nivo aktivnosti
enzima antioksidativne zastite kod larvi Ephemera danica.

e I[spitivanje prisustva teSkih metala u sedimentu i vodi reke Skrapez, kao i
Ispitivanje stepena njihove bioakumulacije u telu larvi vrste Ephemera danica.

e Utvrdivanje faunistickog sastava i diverziteta makrozoobentosa u reci Skrapez.

e Analiza uticaja ekoloskih Cinilaca sredine na strukturu i dinamiku zajednica
makrozoobentosa u ispitivanoj tekucici.

e (Odredivanje kvaliteta vode recipijenta pre i posle ispusta vode iz ribnjaka, na

osnovu fizickih 1 hemijskih parametara.
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Materijal i metode

3.1. OPSTE KARAKTERISTIKE ISTRAZIVANOG PODRUCJA

Reka Skrapez, leva pritoka reke Detinje, proti¢e kroz zapadnu Srbiju. Ukupna
duzina re¢nog toka iznosi 48 km, a povrsina sliva 743 km? (Gavrilovi¢ i Dukié, 2002).
Izvire na jugoisto¢nim padinama planine Povlen, ispod Malog i Velikog Povlena, na 1100
metara nadmorske visine, i sastoji se od nekoliko izvori$nih krakova, od kojih je najveci
Taorsko vrelo (Kovacevi¢-Majki¢, 2009). Najduza desna pritoka Skrapeza je Luznica, a
leva Dobrinjska reka (Duki¢, 1962). Proseéna nadmorska visina ovog re¢nog sliva je
600,76 m (Kovacevi¢-Majki¢, 2009). Dve najvise tacke u celom slivu su na 1300 m i 1346
m nadmorske visine. Najniza tacka je na 312 m nadmorske visine i predstavlja usce
Skrapeza u reku Detinju (Dukié¢, 1962). Kao i veéina tokova u brdsko planinskom delu
Srbije, reku Skrapez u gornjem delu toka i u izvorisnom regionu odlikuje hladna voda
bogata kiseonikom. Ovakva voda je pogodna za gajenje pastrmke, pa se na gornjem toku
reke Skrapez nalaze dva ribnjaka za uzgoj pastrmke. Nizvodno se pogorSava kvalitet vode,
Sto je zbog male dubine i brzine toka posebno izrazeno u letnjem periodu (Kovadevic-
Majki¢, 2009).

3.1.1. Geoloske karakteristike, reljef i vegetacija sliva reke Skrapez

Sliv reke Skrapez uglavnom ima severozapadno-jugoisto¢ni pravac, §to je
posledica tektonske aktivnosti. Geoloski sastav sliva ove reke je veoma sloZen i ¢ine ga
stene, razliCite starosti 1 postanka (Kovacevi¢-Majki¢, 2009). Desna strana sliva izgradena
je od kre¢njaka, Skriljaca, konglomerata, peScara koji vode poreklo iz devona. Levu stranu
sliva ¢ine materije koje ve¢inom vode poreklo iz gornje jure (Gavrilovi¢, 1965). U gornjem
i u srednjem delu sliva su zastupljeni kre¢njacki tereni, koji zauzimaju uske zone izmedu
magmatita na severoistoku 1 kristalastih Skriljaca na jugozapadu. Kraski proces je
zaustavljen u srednjem delu toka, u kojem su kre¢njaci prekriveni neogenim nanosima
(Kovacevi¢-Majki¢, 2009). Optere¢ena velikim koli¢inama nanosa, reka Skrapez razara
okolna plodna polja menjaju¢i svoje korito. Skrapez se vrlo Cesto izliva i plavi svoju

okolinu na potezu od Dobrinjske reke do usc¢a (Gavrilovi¢, 1965). Veliki problemi nastaju
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usled procesa erozije koji se javlja u velikom delu sliva ove reke, a koji je narocito izrazen
na strmim padinama bez Sumskog pokrivaca.

Izmedu nizijskih 1 visinskih zona u slivu ne postoji jasan, ostar prelaz, pa s obzirom
na to nisu jasno izgradene ni granice izmedu fitocenoza. Sto se ti¢e vegetacije, u slivu je
najzastupljenija zeljasta vegetacija, te su usled jakog antropogenog uticaja najzastupljenije
povrtarske kulture i oranice. Ponegde se uz recni tok javljaju bagremi i vrbe, koji
predstavljaju dobru zatitu od poplava. Sto se ti¢e $umskih zajednica, u slivu su prisutne
bukva, jasika, hrast i breza i Cetinari poput jele, belog bora, smrce, crnog bora i kleke
(Kovacevi¢-Majki¢, 2009).

3.1.2. Klimatske karakteristike re¢nog sliva

Klima re¢nog sliva zavisi od reljefa i njenog geografskog polozaja. Sliv reke
Skrapez ima umereno-kontinentalnu klimu. Blizina Panonskog basena i sam prelazak iz
ravnicarskih delova ka brdsko-planinskom podruéju, uti¢e na geografsko-klimatske uslove.
Srednja godisnja temperatura iznosi 11 °C, dok je srednja mesecna temperatura najtoplijeg
meseca 21,4 °C, a najhladnijeg -0,2 °C. U proteklih dvadeset godina, srednja visina
padavina je 750 mm godiSnje. Najnizi vodostaj je zabeleZen u avgustu i septembru, a
najvisi, kao posledica otapanja sneznog pokrivaca, tokom proleénih meseci (Kovacevié-

Majkié, 2009).

3.1.3. Opis ribnjaka i istraZivanih lokaliteta

Hidrobioloska istrazivanja reke Skrapez sprovedena su tokom 2015. godine i to u
aprilu, julu i oktobru, kao i 2016. godine u januaru. Pastrmski ribnjak ,,Kraj vodenice®,
ukupne proizvodne povrine 588 m? se nalazi u §irem reonu sela Radanovci, na levoj obali
reke Skrapez, na oko 2 km nizvodno od kosjerickog izvora ,,Taorska vrela” (Slika 5).
Ribnjak se sastoji od 4 nezavisna bazena u kojima se gaji kalifornijska pastrmka
(Oncorhynchus mykiss). U bazene se voda doprema zatvorenim betonskim kanalom dugim

220 m. Ribnjak maksimalno primi 500 litara vode u sekundi, a ista koli¢ina se i ispusti iz
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ribnjaka. VVoda se sa ribnjaka zajedni¢kim kanalom ispusta u recipijent, preko taloznika.
Riba, se hrani ekstrudiranom hranom (Skreting Optiline he 3p gal, sa niskim sadrzajem
fosfata 0,9% i sa 42-44% proteina) i gaji se tokom cele godine, a najmanji kapacitet
ribnjaka je zabeleZen u martu. U prvoj godini naSeg istrazivanja, proizvodni kapacitet

ribnjaka je bio 29 tona.

Slika 5. Pastrmski ribnjak na reci Skrapez, foto M. Bozani¢

Makrozoobentos za analize je uzorkovan na Cetiri lokaliteta: jedan iznad, a tri
nizvodno od pastrmskog ribnjaka (Slika 6).

Lokalitet SK1 (44°04'00.8"N, 19°50'13.3"E), kontrolni lokalitet, nalazi se na 180
metara uzvodno od ribnjaka, na nadmorskoj visini od 573 m (Slika 7). Prose¢na dubina
toka tokom perioda istrazivanja je 23,08 cm, a Sirina 4 m. ProseCna temperatura na ovom
lokalitetu u mesecima uzorkovanja je 12,1 °C, brzina 0,27 m/s, a prosecan protok 0,35
m%s. Na obe obale, zastupljena je i zeljasta i Sumska vegetacija, a regulacija toka je
zemljiSna. Oko 70% supstrata ¢ini kamenje koje je vece od 20 cm. Zastupljen je i $ljunak,
sa udelom od priblizno10%, a ostatak supstrata Cini sitnije kamenje. Neposredno ispod
ovog lokaliteta, za potrebe ribnjaka voda se usmerava betonskim kanalom do samog

ribnjaka.
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Slika 6. lzgled ribnjaka i pozicija lokaliteta na kojima su obavljena istrazivanja u

odnosu na njega

Slika 7. Lokalitet SK1, foto M. Bozani¢
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Lokalitet SK2 (44°03'55.9"N, 19°50'21.2"E) smeSten je na 566 m nadmorske visine
I nalazi se 30 m nizvodno od ribnjaka (Slika 8). Ovaj lokalitet je na samom re¢nom kanalu
kojim se voda ispusta iz ribnjaka. Prose¢na dubina toka tokom istrazivanja je 17,25 cm, a
Sirina toka svega 1,39 m. Prosecna temperatura na ovom lokalitetu tokom uzorkovanja je
11,9 °C, brzina 0,55 m/s, a prose¢an protok 0,13 m3/s. Na levoj obali ovog lokaliteta je
livada, a sa desne strane, na kojoj se nalazi i seoski put, zastupljena je zeljasta vegetacija.
Kao supstrat dominira krupnije kamenje obraslo mahovinom (~ 70%). Na ovom lokalitetu
prisutne su i velike koli¢ine mulja (~ 30%), kao i brojne makrofite, $to je i ocekivano S
obzirom na ¢injenicu da je voda na ovom lokalitetu, upravo voda koja izlazi direktno iz
ribnjaka. Udeo kamenja veli¢ine od 5 do 20 cm, kao i $ljunka i peska u supstratu je po

10%. Regulacija toka na ovom lokalitetu je zemlji$na.

Slika 8. Lokalitet SK2, foto M. Bozani¢

Lokalitet SK3 (44°03'47.8"N, 19°50'28.6"E), Slika 9, nalazi se na 552 m
nadmorske visine i na 300 m od prethodnog lokaliteta, i to na mestu gde se voda iz
ribnjaka uliva u reku i mesa se sa njenom vodom. Prosec¢na dubina toka na ovom mestu je
16,5 cm, a Sirina 6,7 m. Prose¢na temperatura u mesecima uzorkovanja je 11,8 °C, brzina
0,35 m/s, a prose¢an protok 0,42 m®s. Na obalama je zastupljena i drvenasta i zeljasta

vegetacija. Sto se ti¢e supstrata, kao i na lokalitetima uzvodno, najvise je zastupljeno
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kamenje srednje veli¢ine (ne ve¢e od 20 cm) sa udelom od priblizno 70%; 5% supstrata
¢ini kamenje vece od 20 cm, a ostatak Cine Sljunak i pesak. Kao i na prethodna dva

lokaliteta, regulacija toka je zemlji$na.

Slika 9. Lokalitet SK3, foto M. Bozani¢

Lokalitet SK4 (44°03'40.9"N, 19°50'28.1"E) nalazi se na 550 m nadmorske visine,
nizvodno od tre¢eg lokaliteta, od kojeg je udaljen oko 300 m (Slika 10). Prose¢na dubina
toka na SK4 lokalitetu je 21,24 cm, a prose¢na Sirina reke 8,12 m. Prose¢na temperatura na
ovom lokalitetu u mesecima uzorkovanja je 11,4 °C, brzina 0,34 m/s, a proseCan protok je
0,76 m®/s. Obale su obrasle zeljastom vegetacijom, ali je prisutna i drvenasta vegetacija.
Na ovom lokalitetu dominira kamenje srednje veli¢ine, od 5 do 20 cm, koje je obraslo
mahovinom i koje je u supstratu zastupljeno sa oko 80%. Ostatak supstrata ¢ini $ljunak i
pesak. Regulacija toka na ovom lokalitetu je, kao i kod svih lokaliteta koji su nizvodno od

ribnjaka, zemljisna.
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Slika 10. Lokalitet SK4, foto M. Bozani¢

3.2. Fizicki i hemijski parametri

U toku istrazivanja izvrSena su merenja fizickih i hemijskih parametara vode. Na
terenu su mereni sledeéi fizicki parametri: temperatura vode (tv), Sirina (1) i dubina (h)
reénog korita, kao i neki hemijski parametri, kao §to su koncentracija kiseonika (mg/l),
zasi¢enost vode kiseonikom (%), pH i elektroprovodljivost vode (uS/cm). Ostali hemijski

parametri su analizirani u Agenciji za zastitu Zivotne sredine u Beogradu.

3.2.1. Metode za odredivanje fizickih parametara vode

Temperatura vode na terenu merena je MULTI 340i/SET uredajem (WTW,
Germany), tako $to se sonda spusta ispod povrsine i zadrzava nekoliko minuta, a dobijena
vrednost ocitava na displeju uredaja.

Sirina i dubina re¢nog korita mereni su metrom, i to na svim onim mestima na
kojima je uogen drugaciji supstrat reénog dna. Sirina toka na sva Cetiri lokaliteta merena je
od leve do desne obale. Takode, na samom terenu vrSeno je i odredivanje brzine toka
pomoc¢u brzinometra (GEOPACKS Stream Flowmeter, UK). Naime, ovaj uredaj je

postavljen na dno re¢nog Korita, na istim mestima gde je vrSeno i merenje dubine njenog
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toka i nakon 60 sekundi na displeju je ocitavan broj obrtaja. Za brzinu toka (V), koris¢ena
je formula

V (m/s) = 0.000854C + 0.05
gde "C" oznacava broj obrtaja.

Nadmorska visina, geografska duzina i Sirina lokaliteta su izmereni pomoc¢u GPS
uredaja (Geko 201, Garmin). Protok (Q) je izraCunat prema upustvu datom u radu
Stojanovi¢ (2017). Vizuelnom procenom izvrSena je analiza zastupljenosti tipa podloge
(videti potpoglavlje 3.1.3.) u skladu sa metodom koja je pruzeta iz literature (Paunovic,
2007).

3.2.2. Metode za odredivanje hemijskih parametara vode

Pomoéu MULTI 340i/SET uredaja, zaranjanjem odgovaraju¢ih sondi ispod
povrsinskog sloja vode, direktno na terenu su izmereni koncentracija kiseonika (mg/l),
zasi¢enost (%), pH 1 elektroprovodljivost (uS/cm). Takode, na svakom lokalitetu, 30 cm
ispod povrSine vode, u plasticne boce zapremine 500 ml, uzimani su uzorci vode za
hemijsku analizu. Boce sa vodom su ¢uvane U prenosnom zamrzivacu i U roku od 24h
dopremane su u laboratoriju. Hemijski parametri (Tabela 1) su standardnim metodama
analizirani u laboratoriji Agencije za zastitu zivotne sredine u Beogradu

(http://www.sepa.gov.rs).
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Tabela 1. Hemijski parametri vode i metode analiza

Parametri Jedinica | Metoda analize Parametri Jedinica Metoda analize
SRPS EN ISO
Alkalitet mmol/l Ukupni azot mg/Il UP 1.27/PC 12
9963-1: 2007
Ukupna tvrdoéa mg/I 1SO 6059:1984 Ortofosfati mg/l UP 1.102/PC 12
Rastvoreni ugljen . APHA AWWA WEF
o mg/l UP 1.93/PC 12 | Ukupni fosfor mg/|
dioksid 4500 (A, B, E)
SRPS EN ISO
Karbonati mg/I Kalcijum mg/I 1SO 6058:1984*
9963-1: 2007
i _ SRPS EN 1SO .
Bikarbonati mg/| Magnezijum mg/l 1SO 6059: 1984*
9963-1: 2007
SRPS EN ISO SRPS I1SO
Ukupni alkalitet mg/I Hloridi mg/I
9963-1: 2007 9297:1997*
SRPS
pH mg/I Sulfati mg/I UP 1.101/PC 12
H.Z1.111: 1987
Ukupne
. mg/I UP 1.130/PC 12 BPK-5 mg/I UP 1.4/PC 12*
rastvorene soli
N SRPS SO 8245 :
Amonijum mg/I UP 1.96/PC 12 TOC mg/I
2007
Nitriti mg/l UP 1.97/PC 12 HPK mg/I UP 1.100/PC 12
Nitrati mg/l UP 1.98/PC 12 | Organski azot mg/l SRPS ISO 5663: 1998

3.3. ODREDIVANJE KONCENTRACIJE METALA U SEDIMENTU, VODI I U
TELU LARVE EPHEMERA DANICA

3.3.1. Analiza sedimenta i vode na prisustvo te§kih metala

Sa mekane recne podloge i sa dubine od 0 do 10 cm, za uzorkovanje sedimenta
(1000 g) korisc¢en je Van Veen-ov bagerom zahvatne povrsine 260 cm?, dok su se za ¢vrstu
podlogu re¢nog dna zauzimanje sedimenta Kkoristile grabulje i aSov. Za analizu sadrzaja
teskih metala, na 30 cm ispod povrSine vode, u plasticne boce zapremine 500 ml uzimani
su uzorci vode i to na sva Cetiri lokaliteta. Da bi se ovi uzorci konzervisali (pH < 2), u boce

sa vodom je dodato 0,5 ml koncentrovane HNOs (p.a). Obelezene boce sa uzorcima
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sedimenta i vode su transportovane do laboratorije Instituta za hemiju, tehnologiju i
metalurgiju u Beogradu, gde je i vrSena analiza na prisustvo teskih metala. Izmerena je
koncentracija slede¢ih elemenata: arsen (As), hrom (Cr), kadmijum (Cd), bakar (Cu),
gvozde (Fe), mangan (Mn), nikl (Ni) i olovo (Pb), za §ta je kori$¢ena analiticka tehnika
indukovano kuplovane plazme sa optickom emisionom spektrometrijom (ICP-OES).

Uzorci sedimenta prvo su homogenizovani i tokom no¢i na 105°C osuseni do
konstantne mase. Suvi sedimenti su potom prosejani kroz laboratorijska sita, a za analizu je
uzeta frakcija sa ¢esticama veli¢ine < 500 um. Na analitickoj vagi (ta¢nosti +0,1 mg), 0,1 g
uzorka sedimenta odmereno je direktno u teflonske kivete u koje je, u cilju njegovog
rastvaranja, dodato 15 ml carske vode (HNO3 (65%) + HCI (37%), 1:3 vol/vol). Postupak
je obavljen u mikrotalasnom digestoru, na aparatu ETHOS 1 (Advanced Microwave
Digestion System, MILESTONE, Italy). Digestija je trajala 20 minuta, pri temperaturi od
220°C i na visokom pritisku koji je iznosio 100 bara, uz prethodno linearno zagrevanje
smese do 220°C, a u trajanju od 10 minuta. Posle hladenja i bez filtracije, rastvor je
kvantitativno preba¢en u normalni sud zapremine 25 ml i razblaZen sa ultra-¢istom vodom
elektri¢ne provodljivosti od 0,05 pS/cm (Barnstead™ GenPure™ Pro,Thermo Scientific,
Germany) do fiksne zapremine. Dobijeni rastvor je potom centrifugiran na 3000
obrtaja/minuti, tokom 15 minuta. Koncentracije elemenata u dobijenom rastvoru su
izmerene ICP-OES analitickom tehnikom na instrumentu Thermo Scientific iCAP 6500
Duo ICP (Thermo Fisher Scientific, Cambridge, UK), koji je opremljen iTEVA
operativnim  softverom.  Standardni  rastvori za kalibraciju instrumenta, u
adekvatnom/o¢ekivanom koncentracionom opsegu, pripremljeni su od multielementarnih
standardnih rastvora: SS-Low Level Elements ICV Stock (10 mg/l) i ILM 05.2 ICS Stock
1 (500 mg/l). Za svaki uzorak, ICP-OES merenje je radeno u triplikatima. Pouzdanost
merenja, odnosno relativna standardna devijacija (RSD) je bila 0,5-3%. Donja granica
detekcije (LOD) za sve merene elemente je bila oko 0,1 pg/l.

Na osnovu izmerene koncentracije elemenata u rastvoru, mase uzorka i razblazenja,

preracunat je sadrzaj elemenata u vodi (mg/l), kao i u suvom sedimentu (mg/kg).
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3.3.2. Faktor kontaminacije (CF) sedimenta

Da bi se procenio antropogeni uticaj na kvalitet sedimenta, koris¢en je faktor
kontaminacije (CF). Faktor kontaminacije je izraCunat po slede¢oj formuli (Loska i sar.,
1997):

CF=M\/My
gde My i My predstavljaju koncentracije ispitivanih metala u uzorku i referentnu vrednost
koncentracije metala u sedimentu. Kao referentna vrednost koriS¢ena je koncentracija

metala u proseénim kontinentalnim $kriljcima (Diaz-de Alba i sar., 2011).

3.3.3. Biota-sediment faktor akumulacije

Da bi se kvantifikovala sposobnost larvi E. danica da akumuliraju teske metale iz
sedimenta, kori$¢en je faktor akumulacije biota-sediment (BSAF, Mackay i Fraser, 2000).
BSAF je izracunat po sledecoj formuli:

BSAF = Me/Ms
gde Mg oznacava koncentraciju metala u larvama E. danica, a Ms njegovu koncentraciju u

sedimentu.

3.3.4. Odredivanje sadrzaja teSkih metala u telu Ephemera danica

Prikupljanje larvi E. danica za potrebe odredivanje koncentracije teskih metala u
njihovom telu, obavljeno je sezonski (april, jul i oktobar 2015. godine i januar 2016.
godine) u reci Skrapez, U isto vreme kada je vrSeno uzorkovanje makrozoobentosa. Na sva
Cetiri lokaliteta, kvalitativnom metodom pomocu kuhinjskog sita i pincete, sakupljeno je
po 20-25 jedinki E. danica koje su na terenu fiksirane 96% alkoholom u staklenim
bocicama. Uzorci su transportovani do hemijske laboratorije Agencije za zaStitu zivotne
sredine u kojoj je izvrSena analiza jedinki na prisustvo teskih metala: arsen (As), kadmijum
(Cd), hrom (Cr), bakar (Cu), gvozde (Fe), olovo (Pb), nikl (Ni) i mangan (Mn), po
standardnoj metodi US EPA Method 200.3.
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Uzorci larvi su homogenizovani, a zatim je 5 g zamrznutog uzorka tkiva prebaceno
u sud od 125 ml, u koji je dodato 10 ml koncentrovane azotne kiseline i uz lagano mesanje
je vrSeno njegovo zagrevanje dok se tkivo nije rastvorilo. Temperatura se postepeno
povecavala do kljucanja, sve dok rastvor nije postao braon boje. Zatim se uzorak hladio i u
njega je dodavano dodatnih 5 ml koncentrovane azotne kiseline, nakon ¢ega se uzorak
ponovo zagrevao, dok rastvor ne bi povratio smedu boju. Pristupalo se ponovnom
hladenju, pa se u uzorak dodavalo 2 ml koncentrovane azotne kiseline, ponovo se
zagrevao, nakon ¢ega bi mu se zapremina svela na 5-10 ml. U slede¢em koraku, u ohladen
uzorak se dodavalo 2 ml 30% hidrogen peroksida, vrac¢ao se na zagrevanje i smanjila mu
se zapremina na 5-10 ml. Nakon toga se uzorak ponovo hladio, dodavalo mu se 2 ml
koncentrovane hlorovodoni¢ne kiseline, zagrevao se i zapremina mu se smanjila na 5 ml.
Ovako pripremljen i ohladen uzorak se prenosio u sud zapremine od 100 ml, razblazio sa
ASTM tip I vodom, promesao i ostavio da se rastvori. Sadrzaj teskih metala u ovim
uzorcima se analizirao pomocu atomske apsorpcione spektrofotometrije (AAS), na uredaju

Perkin EImer AAnalyst 600.

3.4. ODREPIVANJE SPECIFICNE AKTIVNOSTI ANTIOKSIDATIVNIH
ENZIMA SOD | GPX | KOLICINE UKUPNOG GLUTATIONA, GSH

Da bi analizirali uticaj ispusnih voda pastrmskog ribnjaka na sistem antioksidativne
zastite E. danica, larve ove vrste se prikupljene na Cetiri lokaliteta i to u isto vreme kada su
uzimani i ostali uzorci. Na svakom lokalitetu prikupljeno je po 20-25 larvi koje su na
terenu odlagane u kriokontejner sa te€nim azotom 1 transportovane do laboratorije
Odeljenja za biohemiju i fiziologiju insekata Instituta za bioloska istraZivanja ,,SiniSa
Stankovi¢”. Tako dopremljene jedinke su izmerene na vagi preciznosti 0.0001 g (AE 163;
Mettler-Toledo International) i do momenta pripreme homogenata, ¢uvane su na -80 °C.

Za odredivanje i analizu komponenti sistema antioksidativne zastite koris¢eni su
homogenati celih larvi. Larve su homogenizovane na ledu u saharoznom puferu pH 7,4
(0,25 M saharoza, 0,05 M TRIS, 0,10 M EDTA, Serva, Heidelberg, Germany), tako da
koncentracija tkiva bude 100 mg/ml. Homogenizacija je trajala 3 ciklusa po 10 s, sa
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pauzama od 15 s na 2000 rpm. Dobijeni homogenati su sonifikovani (3 x 10 sekundi sa
pauzama od 10 sekundi i na frekvenciji od 20 kHz; sonifikator model HD2070, Bandelin,
Berlin, Germany) i potom centrifugirani u trajanju od 100 minuta na 37000g i temperaturi
od 4 °C (Beckman L7-55 Ultracentrifuge). Za odredivanje ukupnog glutationa, GSH, deo
sonifikovanih homogenata je 10 minuta centrifugiran na 5000 rpm (centrifuga model
5417R, Eppendorf, Hamburg, Germany) i to nakon dodatka 5% sulfosalicilne kiseline
(Sigma-Aldrich Chemie, Steinheim, Germany), koja se Kkoristi da bi se istalozili proteini.
Nakon centrifugiranja, izdvojeni su supernatanti koji su zamrznuti na -80 °C.

Na svim lokalitetima prikupljeno je i po nekoliko larvi koje su fiksirane u 96%
etanolu radi identifikacije koja je izvrSena na Zeiss Discovery V8 stereomikroskopu (Carl
ZEISS GmbH, Austrija) i uz koris¢enje kljuéeva za determinaciju (Nilsson, 1996;
Bauernfeind i Soldan, 2012) u laboratoriji Instituta za zoologiju Bioloskog fakulteta u

Beogradu.

3.4.1. Odredivanje koncentracije proteina

Ukupna koncentracija proteina u uzorcima odredivana je po Bradfordovoj metodi
(Bradford, 1976), pri ¢emu je kao standard koris¢en govedi serum albumin (Sigma-Aldrich

Chemie, Steinheim, Germany).

3.4.2. Odredivanje aktivnosti enzima superoksid dismutaze (SOD)

Odredivanje aktivnosti superoksid dismutaze (SOD) izvrSena je u skladu sa
procedurom Misra and Fridovich (1972). Superoksid dismutaza ima sposobnost da inhibira
autooksidaciju adrenalina u adrenohrom u sredini koja je bazna. Pri ovoj konverziji,
oslobada se superoksid anjon radikal (O2) koji ubrzava reakciju autooksidacije adrenalina.
Metod se zasniva na sposobnosti SOD da iz uzorka uklanja O., onemogucéavajuéi
autooksidaciju adrenalina, koja je zavisna od ovog anjona. Spektrofotometrijski se meri
brzina autoksidacije adrenalina preko promene svetlosne apsorpcije, tj. prati se promena

apsorbance u vremenu, na talasnoj duzini od 480 nm i na temperaturi 25 °C u reakcionoj
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smesi koja se sastoji od uzorka, adrenalina i karbonatnog pufera pH 10,2 (50 mM Na>COs i
0,1 mM EDTA). Jedinica kojom se izrazava aktivnost SOD se definiSe kao koli¢ina
enzima koja je dovoljna da dovede do 50% inhibicije autooksidacije adrenalina u

linearnom delu promene apsorbance u minuti i izrazava se kao U/mg proteina.

3.4.3. Odredivanje aktivnosti enzima glutation peroksidaze (GPx)

Za odredivanje aktivnosti glutation peroksidaze koristila se kuplovana enzimska
metoda (Tamura i sar., 1982), koja se zasniva na spregnutoj aktivnosti glutation
peroksidaze, GPx i glutation reduktaze, GR. Naime, GPx Kkatalizuje oksidaciju
redukovanog u oksidovani glutation, uz redukciju organskih peroksida, a potom GR
katalizuje redukciju oksidovane u redukovanu formu glutationa, uz oksidaciju koenzima
nikotinamid adenin dinukleotid fosfata, NADPH. Aktivnost GPx se detektuje
spektrofotometrijski na 340 nm. Jedinica za aktivnost ovog enzima se definiSe kao broj
nanomolova oksidovanog NADPH u jednoj minuti (nmol NADPH/min), dok se njegova
aktivnost u tkivima izrazava kao broj nanomolova oksidovanog NADPH u jednoj minuti

po miligramu proteina (hnmol NADPH/min/mg proteina).

3.4.4. Odredivanje koli¢ine ukupnog glutationa (GSH)

U homogenatima u kojima su proteini istalozeni sulfo-salicilnom Kkiselinom,
odredivana je koli¢ina ukupnog glutationa (Griffith, 1980). Ova metoda se zasniva na
ciklicnom procesu oksidacije redukovanog glutationa sa 5,5 ditio-bis-2 nitrobenzoi¢nom
kiselinom (DTNB), pri ¢emu nastaje oksidovani glutation i 2-nitro-5-tiobenzoi¢na kiselina
(TNB), a potom uz pomo¢ enzima glutation reduktaze dolazi do redukcije oksidovane u
redukovanu formu glutationa, uz istovremenu oksidaciju koenzima NADPH. Ukupni
glutation je proporcionalan koli¢ini formiranog TNB, ¢ija se brzina formiranja prati
spektrofotometrijski, merenjem svetlosne apsorbcije na 412 nm. Ukupni glutation se

prera¢unava u odnosu na standard i izrazava se u nmol/g tkiva.
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Za odredivanje aktivnosti antioksidativnih enzima (SOD i GPx), kao i za
odredivanje ukupnog glutationa (GSH) koris¢eno je 10 homogenata (uzoraka). Svi
pomenuti biomarkeri simultano su mereni tri puta, na Shimadzu UV - 160

spektrofotometru (Shimadzu Corporation, Kyoto, Japan).

3.5. ANALIZA ZAJEDNICA MAKROZOOBENTOSA

3.5.1. Prikupljanje i identifikacije uzoraka makrozoobentosa

Bioloske analize su obavljene na uzorcima koji su sakupljeni na terenu i potom
determinisani u laboratoriji Instituta za zoologiju BioloSkog fakulteta u Beogradu. Za
sakupljanje uzoraka, kori$¢ena je modifikovana Surberova mreza (Slika 11) zahvatne

povrsine od 300 cm? i sa okcima promera 250 pm.

Slika 11. Surberova mreza, foto M. Bozanié¢

Na svim lokalitetim i pri svakom izlasku na teren,
uzeta su po tri poduzorka i to duz transekta od leve do desne
obale. Prilikom uzorkovanja, horizontalni preklopni ram je
stavljen na dno reénog korita, nasuprot vodenom toku, kako
bi se organizmi makrozoobentosa spirali u mrezu (Slika 12).
Mreza se nakon pet minuta vadi iz vode i detaljno ispira, ¢ime
svi organizmi dospevaju u kolektorsku mreZzicu koja se nalazi
na kraju Surberove mreZe.

Slika 12. Sakupljanje uzoraka Surberovom mrezom,

foto Lj. Zuni¢
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Sadrzaj kolektorske mrezice je odlozen u plasticne boce, a uzorak fiksiran 96%
alkoholom. Na ovaj nacin pripremljen uzorak, dopremljen je do laboratorije gde su su
organizmi makrozoobentosa odvajali od detritusa, $ljunka i mulja (Slika 13), nakon ¢ega se

pristupilo njihovoj identifikaciji do nivoa vrste, roda ili familije.

Slika 13. Razdvajanje uzoraka u laboratoriji, foto M. BoZani¢

U laboratoriji Instituta za zoologiju Univerziteta u Beogradu, Bioloskog fakulteta
izvrSena je detrminacija svih organizama zoobentosa, osim familije Simuliidae (Odeljenje
za hidroekologiju 1 zaStitu voda Instituta za bioloska istraZivanja ,,SiniSa Stankovi¢”
Univerziteta u Beogradu) i reda Coleoptera (Laboratorija Agencije za zaStitu Zivotne
sredine u Beogradu). Identifikovan materijal se ¢uva na Bioloskom fakultetu Univerziteta
u Beogradu, u Institutu za zoologiju, na Katedri za zoologiju beski¢menjaka i
entomologiju. Za determinaciju organizama koris¢ena je adekvatna literatura (Rozkosny,
1980; Edington i Hildrew, 1981; Pillot, 1984 a, b; Nilsson, 1996; Waringer i Graf, 1997;
Gloer i Meier-Brook, 1998; Soldan i Landa, 1999; Jacob, 2003; Zwick, 2004; Lechthaler i
Stockinger, 2005; Pillot, 2009; Bauernfeind i Soldan, 2012) i ZEISS Discovery V8 i
BRESSER Science ETD-101 stereomikroskop.

3.5.2. Primena razlicitih indeksa u analizi zajednica makroinvertebrata
Ekoloske analize su obuhvatile viSe indeksa koji na najbolji nacin oslikavaju
reakciju organizama makrozoobentosa reke Skrapez na antropogeni uticaj, u nasem slucaju

na uticaj pastrmskog ribnjaka (Stojanovic¢, 2017).

35



Materijal i metode

Za izraCunavanje ovih indeksa, koriS¢en je program Asterics 4.04, koji se koristi za
odredivanje bioloskih indeksa i pratecih parametara kvaliteta vode na osnovu zajednica
makroinvertebrata. Upotreba ovog programa podrazumeva izradu Excel tabele sa
podacima o broju pronadenih vrsta po metru kvadratnom na svakom lokalitetu 1 u svakoj
sezoni uzorkovanja. Zatim se za svaki uneti takson pronade odgovarajuca Sifra (ID_ART),
pa se tako sredena Excel tabela unosi u Asterix program koji izracunava bioticke indekse,
indekse diverziteta i indekse saprobnosti, kao 1 tipove indeksa koji su bazirani na
strukturnim 1 funkcionalnim atributima zajednice makroinvertebrata. Ovaj program
izraCunava pomenute indekse na osnovu baze podataka za sve Evropske zemlje, a koja
obuhvata 10 000 vrsta.

Diverzitet zajednica se mozZe izradunati u celosti, za §ta se koristi Senon-Winerov
indeks, H (Shannon i1 Wiener, 1949) ili se mogu analizirati posebno dve njegove
komponente: kvalitativna procena bogatstva vrsta (S) koja podrazumeva ukupan broj vrsta
u uzorku i ujednacenost broja jedinki po vrstama tj. kvantitativna komponenta koja se
izrazava preko Simpsonovog indeksa diverziteta (Simpson, 1949). Za izraunavanje
Senonovog indeksa, pored ukupnog broja vrsta u zajednici, vazna je i distribucija jedinki
po vrstama. Vrednost ovog indeksa je u opsegu od 0 do Hmax (prirodni logaritam ukupnog
broja vrsta u zajednici, Krpo-Cetkovi¢ i sar., 2014). Simpsonov indeks diverziteta na
osnovu dve nasumi¢no odabrane jedinke u okviru zajednice, opisuje kolika je verovatnoca
da one pripadaju razli¢itim vrstama (njegova vrednost se krece od 0 do 1).

Od biotickih indeksa, u analizi podataka su koriS¢eni BMWP i ASPT indeks.
BMWP indeks (Chesters, 1980) zahteva identifikaciju samo da nivoa familije, pri ¢emu se
svakoj familiji iz uzorka dodeljuje unapred definisana vrednost (skor). Ovi skorovi imaju
vrednost od 1 do 10 i predstavljaju toleranciju odredenih familija prema zagadenju. Visoke
vrednosti skora imaju familije koje su osetljive na zagadenje (netolerantne su i prve nestaju
iz reCnog toka), dok familije tolerantne na organsko zagadenje imaju niske vrednosti (skor
1 ili 2). Sabiranjem vrednosti za svaku familiju u uzorku dobija se vrednost ovog indeksa,
sa definisanim opsegom koji ukazuju na odredeni kvalitet vode (Tabela 2). Sto je vrednost
BMWP indeksa veca, to je voda boljeg kvaliteta. Iz BMWP indeksa je izveden ASPT
indeks, koji se dobija kada se dobijena vrednost BMWP indeksa podeli sa ukupnim brojem
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familija u analiziranom uzorku. Vrednosti ASPT indeksa i kriterijum za odredivanje

kvaliteta vode date su u Tabeli 2.

Tabela 2. Kvalitet vode zasnovan na vrednostima indeksa BMWP 1 ASPT

ASPT
BMWP vrednost Kvalitet vode na Kvalitet vode na osnovu
vrednost
indeksa osnovu BMWP indeksa ASPT indeksa
indeksa
0-10 Veoma zagadena >6 Cista voda
11-40 Zagadena 5-6 Sumnyjiv kvalitet
41-70 Izmenjena 4-5 Umereno zagadenje
71-100 Dobra <4 Ozbiljno zagadenje
>100 Veoma dobra

Kvalitet vode odredivan je primenom indeksa saprobnosti prema Zelinki i Marvanu
(Zelinka i Marvan, 1961) i to na nivou Citave zajednice. Na osnovu ovog indeksa moguce
je odrediti klasu kvaliteta vode, kao i saprobioloske zone (od ksenosaprobne do
polisaprobne vode). Vrednost ovog indeksa raste kako se pogorSava kvalitet vode. Na
osnovu rezultata ovog indeksa izvrSena je procena ekoloSkog statusa istrazivane reke u
skladu sa Pravilnikom o parametrima ekoloskog i hemijskog statusa povrSinskih voda i
parametrima hemijskog 1 kvantitativnog statusa podzemnih voda (Sluzbeni glasnik RS
74/2011).

Troficki indeksi, odnosno funkcionalne troficke gilde, su predstavljene procentom
sekaca, strugaca, ukupnih sakupljaca i1 to aktivnih, pasivnih 1 sakupljaca Zeteoca

(Cummins, 1988), kao i predatora (Kerans i Karr, 1994) u ukupnom uzorku.

3.6. STATISTICKE ANALIZE PODATAKA

Svi dobijeni rezultati izraZeni su kao srednja vrednosttstandardna greska. Da bi se

uzela u obzir i prostorna i vremenska varijabilnost podataka, aktivnosti SOD i GPx i
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koli¢ina ukupnog glutationa, GSH, su statisticki poredeni pomocu dvofaktorske analize
varijanse (two-way ANOVA). Poredenje abiotickih parametara vode vrseno je u odnosu na
kontrolni lokalitet (SK1) da bi se utvdio uticaj ribnjaka, kao i u odnosu na lokalitet
neposredno nizvodno od ribnjaka (SK2) kako bi se utvrdio oporavak zajednice faune dna
od uticaja ribnjaka, za Sta smo koristili jednofaktorsku analizu varijanse (ANOVA). Parna
poredenja su u oba slucaja vrSena pomoc¢u Holm-Sidak testa. ANOVA je koriSéena i za
poredenje koncentracija metala u sedimentu, vodi i larvama E. danica, kao i za poredenje
BSAF vrednosti. U ovom slu¢aju je za parno poredenje koriS¢en FiSerov test najmanje
znacajne razlike (LSD test). Za poredenje koncentracija metala u sedimentu i larvama E.
danica na istom lokalitetu je koriséen je Studentov t-test. Korelacija izmedu parova
uzoraka je kvantifikovana pomocéu Pirsonovog koeficijenta korelacije. Rezultati su
smatrani statisticki znac¢ajnim ako je P < 0,05. Svi testovi su uradeni u Sigma Plot 12
softveru (Systat Software Inc., USA).

Da bi se utvrdio uticaj abiotickih faktora vode na aktivnost SOD i GPx i ukupni
glutation, GSH, kao i da bi se procenio uticaj koncentracije metala u sedimentu na
koncentraciju metala u larvama E. danica i odgovaraju¢e BSAF vrednosti koris¢ena je
analiza koinercije, CIA (Dolédec i Chessel, 1994). Ova analiza omoguéava istovremenu
ordinaciju dve matrice podataka koje imaju isti broj redova. Ose koinercije su izraunate
tako $to su maksimizirani faktorski rezultati dobijeni nezavisnim analizama dve ulazne
tabele pomoc¢u analize glavnih komponenti (PCA) korelacione matrice. Ovako dobijeni
rezultati su analogni rezultatima koje bi dala analiza redundance (RDA), ali je CIA
izabrana zbog svoje jedinstvene osobine da jasno ilustruje jadinu zajednicke strukture
izmedu biotickih 1 abiotiCkih parametara za svaki lokalitet, a koja je obratno
proporcionalna duzini strelice koja povezuje njihove standardizovane rezultate. Monte-
Carlo permutacioni test kori§¢en je za proveru znacajnosti zajednicke strukture izmedu dva
skupa podataka koji su dobijeni pomo¢u CIA analize. CIA analiza je vrSena pomoc¢u ADE-
4 softvera (Thioulouse i sar., 1997).
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Rezultati istraZivanja

4.1. REZULTATI BIOLOSKIH ANALIZA

4.1.1. Kvalitativan sastav zajednice makrozoobentosa reke Skrapez

U reci Skrapez, na Cetiri lokaliteta (SK1, SK2, SK3 i SK4) i tokom ¢etiri sezone u
kojima je vrseno istrazivanje, identifikovano je ukupno 82 taksona: 34 je identifikovano do
nivoa vrste, 3 do nivoa grupe vrsta, 33 taksona su identifikovana do nivoa roda, 8 taksona
do nivoa familije, 3 taksona do nivoa podfamilije i jedna odredena klasa (Prilog). Najveci
udeo unutar zajednica makrozoobentosa imaju larve iz razli¢itih redova insekata.
Najraznovrsnija grupa medu njima je red Diptera sa ukupno 23 taksona, a zatim slede
redovi Ephemeroptera sa 18 taksona i Trichoptera sa 17 taksona. Iz reda Coleoptera
identifikovano je 10 taksona. Red Plecoptera zastupljen je samo sa 2 taksona, dok redovi
Odonata i Megaloptera imaju po 1 identifikovan takson. Od ostalih grupa, najvise
identifikovanih taksona je medu Mollusca (5); sledi subfilum Crustacea sa 3 identifikovana
taksona i Annelidae i Platyhelmintes sa po 1 identifikovanim taksonom (Prilog).

Kvalitativnom analizom makrozoobentosa na lokalitetu SK1 potvrdeno je prisustvo
45 taksona, na lokalitetu SK2 njih 52, a na lokalitetima SK3 1 SK4 je prisutno 53, tj. 57
taksona, respektivno (Prilog). Sezonski, najveci broj taksona (41) zabelezen je u proleée na

lokalitetu SK4, dok je samo 8 taksona bilo prisutno u jesen, na lokalitetu SK3 (Grafik 1).

45 ~
40 - 1
35 -
30 -
m SK1
2> 1 SK2
— | |
20 7 _im
% — — SK3
10 1~ | _.__ “— e m SK4
5 -/ Bl I _I ~
0 .I .I .I I7
PROLECE LETO JESEN ZIMA

Grafik 1. Sezonska promena brojnosti taksona u reci Skrapez, na Cetiri lokaliteta: SK1,

SK2, SK3 i SK4
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Najveci broj taksona u reci Skrapez je iz klase Insecta. Medu predstavnicima reda
Diptera, koji je najraznovrsniji, Cetiri taksona su zabelezena samo na jednom lokalitetu:
Blepharicera fasciata (Westwood, 1842) na lokalitetu SK4, Limnophila sp. i Odontomya
sp. na SK2, a Psychoda sp. na lokalitetu SK3. Ostali taksoni su prisutni na vise lokaliteta.
Najzastupljeniji su predstavnici familije Chironomidae koji su u svim sezonama
registrovani na tri ili Cetiri lokaliteta. Na svim lokalitetima su nadeni i Atherix ibis
(Fabricus, 1798), Hexatoma bicolor (Meigen, 1818), Tabanus sp., Simulium sp., Simulium
ornatum gr., Ablabesmya sp., kao i neki predstavnici iz podfamilije Tanypodinae. Red
Ephemeroptera zastupljen je sa 18 taksona, od kojih je 8 determinisano do nivoa vrste, 1
do nivoa grupe vrsta, 6 taksona je determinisano do nivoa roda i 3 do nivoa familije. Na
svim lokalitetima i u svim sezonama su zabeleZene vrste Ephemera danica (Mller, 1764),
Ecdyonurus venosus (Fabricius, 1775) i Epeorus assimilis, dok su ostali taksoni prisutni
samo u odredenoj sezoni i to ili na jednom lokalitetu (Rhitrogena germanica (Eaton,
1885), Ephemerella sp., Baetis sp., Epeorus sp., Ephemerellidae, Leptophlebiidae), ili na
dva ili tri lokaliteta. Iz reda Trichoptera koji je na reci Skrapez zastupljen sa 17 taksona, na
sva Cetiri lokaliteta zabeleZeno je prisustvo samo jedne vrste — Sericostoma personatum
(Kolenati, 1848) i jednog roda — Rhyacophila sp. Taksoni Potamophylax sp., Hydropsyche
contubernalis (McLachlan, 1865) i Rhyacophila cf. fasciata su nadeni u proleée na jednom
lokalitetu. Ostali taksoni iz ovog reda su zastupljeni na dva ili tri lokaliteta. Iz reda
Coleoptera skoro svi identifikovani taksoni su prisutni na sva ¢etiri lokaliteta. lzuzetak su
taksoni Ochthebius sp., Hydraena sp. Lv., kao i vrsta Pomatinus substriatus (Muller, 1806)
Cije prisustvo je zabeleZzeno samo na po jednom lokalitetu. Na dva lokaliteta su bili prisutni
taksoni Oulimnius sp. i Hydrophilidae sp., dok je na tri lokaliteta pronaden takson Elmis
sp. U reci Skrapez, najmanje su zastupljeni taksoni iz redova Plecoptera, Odonata i
Megaloptera. U okviru reda Plecoptera, zabelezena su dva taksona — Perla marginata
(Panzer, 1799) koja je u leto i jesen nadena samo na lokalitetu SK2 i Capnia sp. sa
lokaliteta SK2 i SK3. Vrsta Cordulegaster annulatus (Latreille, 1804) iz reda Odonata je
zabeleZena na lokalitetima SK3 i SK4, dok je vrsta Sialis fuliginosa (Pictet, 1836) iz reda

Megaloptera nadena u jesen i to na lokalitetu SK1.
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Na reci Skrapez, zabelezeno je i pet taksona iz filuma Mollusca. Na sva Cetiri
lokaliteta nadena je vrsta Radix peregra (Miller, 1774), dok su taksoni Myxas glutinosa
(Mdller, 1774) i Planorbarius sp. zabeleZeni na po jednom lokalitetu. 1z reda Amphipoda,
svi taksoni su prisutni na po tri lokaliteta. U okviru filuma Platyhelminthes identifikovana
je samo vrsta Dugesia lugubris (Schmidt, 1861), ¢ije je prisustvo zabeleZeno na sva Cetiri
lokaliteta. Na svim lokalitetima zabelezene su i jedinke iz klase Oligochaeta (filum
Annelida).

4.1.2. Kvantitativan sastav zajednice makrozoobentosa reke Skrapez

Kvantitativnom analizom zajednica makrozoobentosa u reci SkrapeZ na Ccetiri
lokaliteta (SK1, SK2, SK3 i SK4) i kroz sve sezone (prolece, leto, jesen i zimu),
procenjeno je da je prosecna brojnost jedinki 7.287 ind/m?. Najvise jedinki (Grafik 2) je
nadeno na lokalitetu SK4 u toku proleca (3.781 ind/m?), a najmanji broj jedinki je

zabeleZen u zimu na lokalitetu SK1 (276 ind/m?).
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Grafik 2. Sezonska promena brojnosti taksona zajednice makrozoobentosa u reci

Skrapez, na Cetiri lokaliteta: SK1, SK2, SK3 1 SK4

U reci SkrapeZ, u okviru klase Insecta, procentualno su najdominantnije jedinke iz

reda Diptera (51,05%). Sledi red Ephemeroptera sa 17,01%, Annelida sa 11,05%,
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Trichoptera sa 8,42% i1 Coleoptera sa 6,34%. Zastupljenost ostalih redova je manja od 5%,
a najmanje su zastupljeni redovi Odonata sa 0,15% i red Megaloptera sa udelom od svega

0,03% (Grafik 3).

M Platyhelminthes
H Mollusca

i Annelida

M Crustacea
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i Ephemeroptera
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i Megaloptera

M Diptera

u Trichoptera

Grafik 3. Relativna brojnost (%) taksonomskih grupa u odnosu na ukupnu brojnost jedinki

(ind/m?) u reci Skrapez

Posmatrajuci relativnu brojnost pojedinih taksona po lokalitetima, uocava se da je
na svim lokalitetima najbrojniji red Diptera, koji svoju najvecu brojnost dostize na SK2
lokalitetu (73,46% u odnosu na sve taksonomske grupe). Slede redovi Ephemeroptera ¢ija
je brojnost najveca na SK4 lokalitetu i1 iznosi 23,5% i red Trichoptera koji najvecu brojnost
dostize na SK1 lokalitetu i iznosi 20,03%. Red Plecoptera je najbrojniji na SK2 lokalitetu i
iznosi 3,04% i ¢ini najmanje brojan takson $to se ti¢e EPT zajednice (Grafik 4).

Kroz sve sezone, najbrojniji je red Diptera, koji svoj maksimum dostiZu u prolece
(4380 ind/m?). U ovoj sezoni, najmanje brojni su redovi Odonata (11 ind/m?) i Annelida
(11 ind/m?), a iz reda Megaloptera nije zabeleZena ni jedna jedinka. U leto su najmanje
zastupljene Mollusca (44 ind/m?), a nisu pronadene jedinke iz redova Megaloptera,

Odonata, Annelida i Plathyhelminthes. U jesenjoj sezoni, zabeleZzeno je prisustvo svih
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taksona, pri ¢emu je najbrojniji red Diptera (2697 ind/m?), a najmanje brojni su redovi
Odonata (11 ind/m?) i Megaloptera (11 ind/m?). Sto se ti¢e zime, kao i u prethodnim
sezonama, najbrojniji je red Diptera (3983 ind/m?), a najmanje je bilo predstavnika

Odonata (22 ind/m?), dok nije bilo jedinki iz redova Plecoptera i Megaloptera (Tabela 3).
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Grafik 4. Relativna brojnost (%) taksonomskih grupa u reci Skrapez, na Cetiri
lokaliteta (SK1, SK2, SK3 i SK4)

Tabela 3. Brojnost taksonomskih grupa po sezonama ind/m?

Proleée @ Leto Jesen | Zima

Plathyhelminthes 22 0 244 44
Mollusca 66 44 122 99
Annelida 11 0 500 2708
Crustacea 400 178 155 44
Odonata 11 0 11 22
Ephemeroptera 2318 1831 | 310 510
Plecoptera 22 244 44 0
Coleoptera 719 841 88 199
Megaloptera 0 0 11 0
Diptera 4380 3815 2697 | 3983
Trichoptera 1060 632 542 221
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4.2. UTICAJ RIBNJAKA NA FIZICKE | HEMIJSKE PARAMETARE VODE
REKE SKRAPEZ

U odnosu na kontrolni SK1 lokalitet, na lokalitetu neposredno ispod ribnjaka
(SK2), dolazi do statisticki znacajnog smanjenja koncentracije kiseonika (Slika 14 C) i
zasi¢enja Kkiseonikom (Slika 14 B), uz istovremeno statisticki znafajno poveéavanje
koncentracije amonijum jona, nitrata i ukupnog fosfora, kao i brzine toka (Slika 14, G, I,
K, M). Ako se analizira oporavak ovih vrednosti na lokalitetima nizvodno od SK2 moze se
uociti da ve¢ na SK3 dolazi do statisticki znac¢ajnog oporavka kako koncentracije, tako i
zasic¢enja kiseonikom (Slika 14 B i C), kao i brzine toka (Slika 14 M), dok na SK4 dolazi
do statisti¢ki znacajnog oporavka koncentracije ukupnog fosfora (P:) (Slika 14 K).
Koncentracija NH4" ostaje statisti¢ki znacajno povecana na svim lokalitetima nizvodno od
ribnjaka (Slika 14 G). Parametri koje nisu karakterisale statisti¢ki znac¢ajne promene kako
u odnosu na kontrolni, tako ni u odnosu na SK2 su: temperatura (slika 14A), tvrdo¢a vode
(slika 14D), pH (slika 14E), elektroprovodljivost (slika 14F), amonijak (slika 14H), ukupni
azot (slika 14J), nitriti (slika 14L), protok (slika 14N) i dubina (slika 140).

U odnosu na sezonsko variranje izmerenih abiotickih faktora pored ocekivanih i
statisticki znaCajnih promena tw posebno treba ista¢i da u zimu DO dostize statistiCki
znacajan maksimum, a WH i Py statisti¢ki znacajne minimume, dok u jesen pH i Nt dostizu
statisticki znacajne minimume. Prema ocekivanju svi hidroloski parametri dostizu

statisticki znacajne maksimume u prolece, a protok i dubina i u zimu (Tabela 4).
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Slika 14. Fizi¢ki i hemijski parametari vode reke Skrapez mereni na Cetiri lokaliteta (SK1,

SK2, SK3 i SK4) i u ¢etiri sezone (prolece, leto, jesen i zima). *predstavlja statisticki

znacajnu razliku u odnosu na kontrolni (SK1) lokalitet (P < 0,05); + predstavlja statisticki

znacajnu razliku u odnosu na SK2 lokalitet (P < 0,05) (za skraéenice, videti poglavlje

Materijal i metode).
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Tabela 4.

tw (°C)
DO%

DO (mg/l)
WH (mg/l)
pH

ec (uS/cm)
NH," (ug/l)
NO;" (ug/l)
NOs™ (ng/l)
N (mg/l)
PO.*(ug/l)
Pt (Lg/9)

v (mfs)

Q (m3/s)

d (cm)

Prolece
13.3+0.1°
87+1°
8.79+0.12%
207+42
8.20+0.04%
325+1°
185+28*
7.0+£0.9°
750£120°
2.15+0.03?
18+5%
43+11°
0.45+0.09°
0.52+0.15*
21.5+2.5°

istrazivanja u reci Skrapez.

Leto
17.4+0.2°
88+32
8.98+0.212
188+3P
8.41+0.10°
314+1°
225+332
5.5+1.22
600+90?
1.45+0.06"
18+22
26+8%P
0.34+0.05°
0.27+0.08%
16.2+0.8%P

Jesen
9.4+0.2°
86+3?
9.52+0.512¢
201412
7.96+0.03°
372+2°
188+272
8.5+£1.82
7801202
1.05+0.05¢
15+32
38+1130¢
0.23+0.06°
0.10+0.02%¢
13.7+0.6°¢

Zima
7.2+0.1¢
87+32
10.10+0.39°¢
171+1¢
8.22+0.09*
329+32
205+39?
5.8+0.8?
750+100°
1.42+0.05°
10+02
14420
0.23+0.06°
0.77+0.30*°
26.8+3.0?

p
<0.001
0.79
0.012
<0.001
<0.001
<0.001
0.072
0.219
0.428
<0.001
0.152
0.010
<0.001
0.028
<0.001

Srednje vrednosti hemijskih i hidrodinamickih parametara u sezonama

=
2576
0.35
6.51
32.7
18.84
178
3.29
1.79
1.02
136
2.25
6.90
18.36
4.85
15.6

ab.¢.d Ugzorci iz razli¢itih sezona su statisti¢ki znadajno razli¢iti ukoliko su obelezeni

razli¢itim slovom.

4.3. UTICAJ PASTRMSKOG RIBNJAKA NA SISTEM ANTIOKSIDATIVNE
ZASTITE LARVE EPHEMERA DANICA

Aktivnost SOD je najvisa u prolece, i to na kontrolnom lokalitetu, dok nizvodno

dolazi do njenog pada i to tokom svih sezona (Tabela 5). U leto je aktivnost ovog enzima
ujednacena na svim lokalitetima, dok u jesen i zimu pokazuje isti trend promena: u odnosu
na kontrolni lokalitet, aktivnost SOD je u porastu na lokalitetu neposredno ispod ribnjaka.
Nizvodno, na lokalitetima SK3 i SK4 aktivnost ovog enzima opada, i na lokalitetu SK4 je

u jesen manja, a u zimu neznatno visa od vrednosti izmerenih na SK1. Aktivnost enzima
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GPx u svim sezonama (Tabela 5) je na SK2 vec¢a u odnosu na SK1, a zatim se u odnosu na
ove vrednosti, na SK3 i SK4 se smanjuje. lzuzetak je zimska sezona, u kojoj na lokalitetu
koji je najudaljeniji od ribnjaka raste njegova aktivnost. Na ovom lokalitetu, aktivnost GPx
je u svim sezonama veca od aktivnosti enzima na kontrolnom, SK1 lokalitetu. Koli¢ina
ukupnog glutationa GSH je na SK2 u jesen veca, a u ostalim sezonama manja od koli¢ine
izmerene na SK1 lokalitetu (Tabela 5). U jesen, koli¢ina ukupnog glutationa GSH opada i
na SK3 i na SK4, a u prolece i zimu, na SK3 dolazi do povecanja, a na SK4 do smanjenja
koli¢ine GSH u odnosu na vrednosti sa SK2 (Tabela 5). U ove tri sezone, koli¢ina ukupnog
glutationa na najudaljenijem lokalitetu je manja od kontrolnih vrednosti. U toku letnje
sezone, koli¢ina ukupnog glutationa se na SK2 smanji u odnosu na SK1 lokalitet. S druge
strane, na lokalitetima koji su nizvodno od lokaliteta SK2, dolazi do poveéanja GSH, tako
da je na lokalitetu SK4 njegova koli¢ina bliska kontrolnim vrednostima (Tabela 5).
Dvofaktorska analiza varijanse je pokazala da aktivnosti enzima SOD i GPx kao i
koli¢ina ukupnog glutationa, GSH, znacajno (P < 0,001) variraju kako duz lokaliteta tako i
tokom sezona. lzmedu ova dva faktora postoji i znacajna interakcija (P < 0,001), koja
ukazuje na to da sezonske promene imaju znaéajan uticaj na longitudinalne promene i
obratno. Medutim, u obrascu promena aktivnosti enzima SOD i GPx postoje znacajne
razlike
(Slikal5).
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Tabela 5. Aktivnost SOD i GPx i koli¢ina ukupnog glutationa, GSH u larvama E. danica

Sezona SOD (U/mg proteina) GPx (nmol NADPH/min/mg GSH (nmol GSH/qg tkiva)
proteina)
Lokalitet Lokalitet Lokalitet

SK1 SK2 SK3 | SK4 | SK1 | SK2 | SK3 | SK4 | SK1 SK2 SK3 SK4
Prolece | 32,7471 26,6844 | 24,6028 | 26,4277 | 565297 | 20,3308 | 6,90528 | 6,77184 | 16,2204 | 9,775 | 105174 | 9,30481
Leto 26,5066 258485 | 253421 | 26,8391 | 4,78459 | 89637 | 6,86089 | 6,28927 | 9,26239 | 6,87412 | 8,95835 | 9,25532
Jesen 16,6568 21,9842 | 18,9409 | 13,4519 | 4,58046 | 10,9348 | 9,07105 | 8,60058 | 252985 | 4,14633 | 3,32672 | 1,4536
Zima 12,4982 149217 | 13,0243 | 12,8133 | 3,79583 | 15668 | 4,99742 | 19,6318 | 4,88874 | 3,01612 | 545107 | 3,87179
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Slika 15. Promene: A) aktivnosti superoksid dismutaze (SOD), B) glutation peroksidaze
(GPx) i C) koli¢ine ukupnog glutationa (GSH) u larvama E. danica na ¢etiri lokaliteta
(SK1, SK2, SK3 i SK4) na reci Skrapez, u toku Cetiri sezone (prolece, leto, jesen, zima).
Uzorci sa razlicitih lokaliteta, a iz iste sezone koji se statisticki znacajno razlikuju su
oznaceni razli¢itim brojevima (1, 2, 3, 4). Uzorci iz razli¢itih sezona i sa istih lokaliteta, a
koji se statisticki znacajno razlikuju, obelezeni su razli¢itim slovima (p, 1, j, z). D) Efekti
promena aktivnosti SOD na GSH na svim lokalitetima na reci Skrapez. Puna linija
predstavlja linearno uklapanje podataka (R = 0,862; F = 40,3, P < 0,001).

Aktivnost SOD karakteriSe veca sezonska nego longitudinalna varijabilnost, i te
razlike u aktivnosti SOD su statisticki znacajne na svim lokalitetima (Slika 15A). Na
kontrolnom SK1 lokalitetu dolazi do monotonog opadanja aktivnosti SOD od prole¢a do
zime. Sli¢an trend se zadrZzava i neposredno posle uliva otpadnih voda iz ribnjaka, s tim §to

zbog smanjenja njegove aktivnosti u prolece gubi razlika aktivnosti ovog enzima kod larvi
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koje su uzorkovane u prolece i leto. Ako se analiziraju longitudinalne promene, jasno je da
u toku leta i zime razlike izmedu aktivnosti SOD na razli¢itim lokalitetima ne postoje. U
prolece, aktivnost SOD je znacajno veéa na kontrolnom lokalitetu (SK1) koji se nalazi
iznad ribnjaka u odnosu na sve lokalitete neposredno ispod ribnjaka (SK2, SK3 i SK4).
Najintenzivnije promene karakteri$u jesenju sezonu, kada aktivnost SOD dostize statisticki
znacajan maksimum neposredno po ulivu otpadnih voda iz ribnjaka na lokalitetu SK2.

Aktivnost GPx karakteriSe znacCajnija longitudinalna nego sezonska varijabilnost.
Tako na kontrolnom SK1 lokalitetu nema statisticki znaCajnog Sezonskog variranja
aktivnosti ovog enzima (Slika 15B). Sli¢na je situacija i na lokalitetima SK3 i SK4, sa
izuzetkom aktivnosti ovog enzima u zimu Kkoja je na lokalitetu SK3 manja od aktivnosti u
jesen, a na lokalitetu SK4 je znafajno veca od aktivnosti GPx u ostalim sezonama.
Nasuprot tome, na SK2 dolazi do znacajnih sezonskih promena aktivnosti GPx koje
odlikuje izrazit pad u leto i potom postepeni, ali nepotpuni, oporavak do zime (Slika 15B).
Sto se ti¢e longitudinalnih promena, u svim sezonama dolazi do statisticki znacajnog
porasta aktivnosti GPx na SK2 u odnosu na kontrolni SK1 lokalitet, Sto prati oporavak
ovog enzima na lokalitetima SK3 i SK4. lzuzetak je SOD u jesen na SK3 i u jesen i zimu
na SK4, kada je njegova aktivnost znacajno veca od kontrolne. Znacajne razlike, u odnosu
na lokalitet neposredno ispod ribnjaka, se uocavaju i u aktivnosti 0vog enzima u prolece i
zimu na SK3 i SK4, Slika 15B.

GSH opada tokom godine, a minimum dostize u zimu na SK2, a u jesen na svim
ostalim lokalitetima (Slika 15C). U odnosu na longitudinalne promene, GSH u prole¢e
dostize maksimum na kontrolnom SK1 lokalitetu, $to je znacajno viSe od koli¢ine ukupnog
glutationa u larvama skupljenim u prolece na lokalitetima nizvodno od ribnjaka. 1 u toku
ostalih sezona postoje znacajne razlike izmedu kontrolnog GHS i onog merenog na
lokalitetim SK2, SK3 1 SK4. Koli¢ina ukupnog glutationa znacajno varira i u leto, i to
izmedu lokaliteta SK2 1 SK3, kao 1 izmedu SK2 i SK4. U jesen i zimu su te razlike
znacajne izmedu lokaliteta neposredno ispod ribnjaka, s jedne strane, i SK4 i SKS3,

respektivno, sa druge strane (Slika 15C).
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Koli¢ina ukupnog glutationa veoma blisko prati promene aktivnosti SOD, te ih karakterise
visok stepen korelacije (R = 0,862, P < 0,001, slika 15D), $to nije slucaj sa aktivno$c¢u GPx
(R=-0,192, P =0,48).

4.4. UPOREDNA ANALIZA SISTEMA ANTIOKSIDATIVNE ZASTITE,
FIZICKIH | HEMIJSKIH PARAMETARA VODE

Analiza koinercije (CIA) kori$¢ena je da bi se ispitao uticaj promena hemijskih i
fizickih parametara vode u reci Skrapez, izazvanih otpadnim vodama pastrmskog ribnjaka,
na aktivnost dva enzima antioksidativne odbrane i na koli¢inu ukupnog glutationa u E.
danica (Slika 16). Rezultati CIA analize pokazali su da postoji statisti¢ki vrlo znacajna (P
< 0,001) ko — struktura izmedu korelacijske matrice PCA antioksidativnih enzima i
korelacijske matrice PCA fizickih i hemijskih parametara vode. Da bi se graficki prikazala
ova ko -struktura, dve faktorske ose objasnjavaju gotovo celu (95%) ko-strukturu (F1 =
64%, F2 = 31%). Snaga ko-strukture potvrdena je relativno visokim vrednostima
koeficijenta korelacije duz F1 (0,92) i F2 ose (0,84).

Analiza polozaja uzoraka duz F1 ose u odnosu na abioticke faktore (pocetak crnih
strelica) i biomarkere (vrh crnih strelica) pokazuje da su oni poredani u pravilnom
hronoloskom nizu, pocevsi od prole¢nih i letnjih uzoraka na njenom negativnom kraju, do
jesenjih i zimskih uzoraka na pozitivnom kraju F1 ose (Slika 16). Stoga je F1 osa jasnho
oznacena kao osa sezonskih promena. Iz toga sledi da parametri koji su snazno vezani za
F1 osu, karakteriSu sezonske promene u vecoj meri nego longitudinalne. I zaista, SOD i
GSH za koje je pokazano da ih karakteriSe znacajno veca sezonska varijabilnost su tesno
grupisani na negativnom kraju F1 ose, posto su im prole¢ne i letnje vrednosti znacajno
vece od onih U jesen i zimu. Od abiotickih faktora, najja¢u vezu sa F1 osom pokazuju tw i
N, sa njenim negativnim krajem, a DO 1 ec sa pozitivnim krajem, dok nesto slabiju vezu sa
negativnim krajem F1 ose ostvaruju WH i pH. Kod ovih parametara, sa izuzetkom DO,
sezonska varijabilnost je znacajno veéa od longitudinalne, a oni usmereni ka negativnhom
kraju F1 ose dostizu maksimum u prolece ili leto, a minimum u jesen ili zimu. S druge

strane, kod onih usmerenih ka pozitivnom kraju situacija je obrnuta. DO karakteriSe
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podjednaka sezonska i longitudinalna varijabilnost, poSto dostize statisticki znacajan
maksimum na lokalitetu SK2 i u zimu. CIA ukazuje da bi ovi abioti¢ki parametri trebalo
da imaju najveci uticaj na promene SOD 1 GSH. Korelaciona analiza ovo 1 potvrduje, posto
SOD karakteriSe statisticki znacajna korelacija sa tw (R = 0,834, P < 0,001), DO (R =
0,714, P = 0,002, Slika 17A), WH (R = 0,567, P = 0,022) i Nt (R = 0,592, P = 0,016), a
GSH sa tw (R = 0,647, P = 0,006), pH (R = 0,499, P = 0,049), ec (R = 0,655, P = 0,006) i
Nt (R=0,771, P <0,001, Slika 17C).
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- 0.0
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r-0.5
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Slika 16. Analiza koinercije (CIA) 15 abiotickih parametara i tri antioksidativna
biomarkera za 16 uzoraka (Cetiri lokaliteta SK1 — SK4, Cetiri sezone: prolece, leto, jesen,
zima). Normalizovane promenljive abioti¢kih parametara (za skracenice videti poglavlje
Materijal i metode) predstavljene su sivim strelicama i projektovane na F11xF21 ravan.

Polozaji antioksidativnih biomarkera (sivi krugovi) su prikazani na CIA F11xF22 ravni (za
skracenice videti poglavlje Materijal i metode). Standardizovani rezultati analize koinercije
abiotickih parametara i antioksidativnih biomarkera za svaki uzorak (crne strelice)
projektovani su na ravan F12xF23. Pocetak strelice smesta uzorak prema vrednostima

abiotic¢kih faktora, a vrh strelice prema vrednostima antioksidativnih biomarkera.
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Slika 17. Uticaj hemijskih parametara merenih u reci Skrapez na sistem
antioksidativne zastite larvi E. danica. A) Uticaj promene NOz™ na aktivnost GPx. Puna
linija predstavlja linearno uklapanje podataka (R = 0,853, F = 37,5, P < 0,001). B) Uticaj
promene DO na aktivnost SOD. Puna linija predstavlja linearno uklapanje podataka (R = -
0,714, F = 14,6, P = 0,002). C) Uticaj promene Nt na koli¢inu ukupnog glutationa, GSH.
Puna linija predstavlja linearno uklapanje podataka (R = 0,771, F = 20,5, P < 0,001).

Ako je F1 osa, osa sezonskih promena abioti¢kih i biotickih parametara, onda je F2
osa ocigledno osa longitudinalnih promena. Duz F2 ose se moze videti da su uzorci uzeti
sa lokaliteta SK2 koji se nalazi odmah ispod ribnjaka jasno odvojeni od ostalih
uzorkovanih u istoj sezoni na kontrolnom lokalitetu i lokalitetima koji su nizvodno od SK2
(SK3 i SK4). Stoga se F2 osa moze smatrati osom uticaja pastrmskog ribnjaka. Aktivnost
GPx za koju je pokazano da je karakteriSe znacajno veca longitudinalna varijabilnost je

stoga blisko povezana sa F2 osom i to njenim negativnhim krajem, posto maksimum
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aktivnosti u svim sezonama (osim zime) dostize na SK2 (Slika 15B). Od abiotickih faktora
sa F2 osom su najévri¢e povezani v, NOsz, NH4" i P; sa negativnim krajem i DO% sa
pozitivnim (Slika 16). Svi ovi parametri statisti¢ki znacajno opadaju (DO%) ili rastu (v,
NOs’, NH4" i Py) na SK2 u odnosu na kontrolni lokalitet i osim NH4* i NOs™ ih karakteriSe
statisticki znacajan oporavak nizvodno (Slika 14). Na to ukazuje i postojanje statisticki
znacajne korelacije izmedu aktivnosti GPx i v (R = 0,706, P = 0,002), DO% (R = -0,545, P
=0,029,), NHs* (R =0,501, P =0,048) i NOs™ (R = 0,853, P < 0,001, Slika 17B).

4.5. ANALIZA TESKIH METALA U TELU LARVI E. DANICA, VODI |
SEDIMENTU

U larvama E. danica, od svih analiziranih teskih metala, najmanje je zastupljen
kadmijum — u jesen na SK2 lokalitetu. S druge strane, najzastupljeniji metal je gvozde
(leto, SK2 lokalitet). Najvece koncentracije arsena i hroma kod ovih larvi su izmerene u
prolec¢e (na SK4 i SK3: 3,79 i 45,3 mg/kg, respektivno), a najmanje u leto na SK1 (arsen:
1,52 mg/kg) i SK4 (hrom: 19,6 mg/kg). Kao $to je ve¢ naglaseno, najmanja koncentracija
kadmijuma zabeleZena je u jesen (0,33 mg/kg), a u ovoj sezoni je kod larvi sa SK4
lokaliteta izmerena i najvisa koncentracija ovog teskog metala (0,66 mg/kg). U larvama E.
danica u razli¢itim sezonama i na razliitim lokalitetima, postoje velike razlike u
koncentraciji bakra: najmanja koncentracija je zabelezena na SK4 u jesen (21,7 mg/kg), a
najvisa na SK2 u leto (239,0 mg/kg). Koncentracije gvozda u larvama su izrazito vece u
odnosu na sve druge teske metale. Kao $to je ve¢ reCeno, njegova najveca koncentracija je
zabeleZena u leto na SK2 lokalitetu (1933,5 mg/kg), a najmanja u jesen na SK4 (348,3
mg/kg). Sto se ti¢e koncentracije mangana, ona je najve¢a kod larvi skupljenih u proleée
na SK3 (478,4 mg/kg), a najmanja kod onih koje su skupljene u jesen na SK4 (135, 6
mg/kg). Najvece koncentracije nikla i olova u larvama su u prole¢e na SK2 lokalitetu
(11,331 11,1 mg/kg, respektivno), a najmanje u leto na SK3 (nikl:4,4 mg/kg) i prolece na
SK4 (olovo: 1,51 mg/kg), Tabela 6.

Analize vode iz reke SkrapeZ su pokazale da je, od svih analiziranih teskih metala,

kadmijum prisutan u najmanjoj koncentraciji, koja je u leto, jesen i zimu na svim
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lokalitetima bila ispod 0,1 ug/L (Tabela 7). U analiziranoj vodi, najzastupljeniji teski metal
je gvozde, koji najviSu koncentraciju dostize u jesen na drugom, SK2, lokalitetu. Njegova
koncentracija najviSe varira, kako po lokalitetima, tako i1 sezonski, na Sta ukazuju
koncentracije ovog teskog metala izmerene na lokalitetu SK2 u jesen (259,30 ug/L) i zimu
(manja od 0,1 pg/L). Tokom jesenje sezone, na lokalitetu SK2 koncentracija mangana je
iznosila 15,42 ng/L, Sto je mnogo vise u poredenju sa koncentracijom ovog metala na
ostalim lokalitetima i sezonama (Tabela 7).

U sedimentom materijalu iz reke Skrapez, najmanje je zastupljen kadmijum i
njegova koncentracija je u veéini uzoraka bila manja od 0,05 pg/g (SKI1: zima; SK2:
prolece, leto i jesen; SK4: leto, jesen i zima), Tabela 8. Najvece koncentracije su, kao i u
vodi i u larvama (Tabele 6 i 7), zabelezene za gvozde (Tabela 8). U odnosu na druge teske
metale, hroma, mangana i nikla su u sedimentu prisutni u ve¢im koncentracijama. Najveca
koncentracija hroma je zabelezena na kontrolnom lokalitetu u zimu (763,00 pg/g), dok su
u sedimentu na lokalitetu neposredno ispod ribnjaka, izmerene i najvise koncentracije nikla

(leto, 609,00 pg/g) i mangana (zima, 789,00 pg/g) (Tabela 8).
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Tabela 6. Koncentracija teskih metala u larvama E. danica (P-proleée, L-leto, J-jesen, Z-zima)

SK1-P | SK2-P | SK3-P | SK4-P | SK1-L | SK2-L | SK3-L | SKA4-L | SK1-J | SK2-J | SK3-} | SK4-J | SK1-Z | SK2-Z | SK3-Z | SK4-Z

Arsen mg/kg | 364 | 267 | 291 | 379 | 152 | 232 | 205 | 316 | 341 | 255 | 2,79 | 364 | 161 | 222 | 212 | 33

Hrom mg/kg | 262 | 312 | 453 | 341 27 3,7 | 214 | 196 | 249 | 304 | 431 | 353 | 281 | 309 | 218 | 211

Kadmijum | mg/kg | 054 | 036 | 055 | 064 | 049 | 041 | 039 | 038 | 051 | 033 | 052 | 066 | 054 | 038 | 048 | 035

Bakar mg/kg | 1023 | 220 | 398 | 228 | 1214 | 239 796 | 838 | 1172 | 2088 | 379 | 21,7 | 1448 | 2169 | 778 | 925

Gvoide | mg/kg | 751,1 | 1201 | 479 | 362,5 | 8817 | 19335 | 7083 | 7446 | 7137 | 11341 | 4558 | 3483 | 933,2 | 14108 | 673,2 | 8045

Mangan | mg/kg | 247,1 | 220 | 4784 | 1743 | 1741 | 227,1 | 1803 | 181 211 | 2057 | 3362 | 1356 | 2404 | 2139 | 2038 | 1615

Nikl mg/L | 58 | 11,33 | 1027 | 804 | 652 | 634 | 44 5 452 | 916 | 775 | 648 | 962 | 48 | 574 | 783

Olovo mg/L | 282 | 11,1 | 261 | 151 39 | 1072 | 446 | 418 | 3,05 | 751 [ 334 | 204 | 812 | 855 | 409 | 584

Tabela 7. Koncentracija teskih metala u vodi iz reke Skrapez (P-prolece, L-leto, J-jesen, Z-zima)

SK1-P |SK2-P | SK3-P | SK4-P | SK1-L | SK2-L | SK3-L | SKA&-L | SK1-J [SK2-J SK3-) | SK4-) | SK1-Z | SK2-Z | SK3-Z | SK4-Z

Arsen mg/L 2 18 | 323 | 128 | 031 | <01 | <01 | <01 | 028 | <01 | 186 | 214 | 332 | 159 | 209 [ 136

Kadmijum | mg/L | 0,05 0,09 0,12 0,22 <0.1 <0.1 <0.1 <0.1 <0.1 <0.1 <0.1 <0.1 <0.1 <0.1 <0.1 <0.1

Hrom mg/L | 378 | 366 | 372 | 378 | 385 | 454 | 436 | 464 | 467 | 648 | 512 | 444 | 392 | 229 | 366 | 375

Bakar mg/L | 446 78 513 | 441 | 082 | 038 | 091 | 064 | 08 | 25 | 078 | 187 | 118 | 043 | 7,78 1

Gvoide | mg/L | 643 | 346 | 3301 | 10,15 | 2528 | 7152 | 1196 | 5132 | 62,24 | 2593 | 83,75 | 5292 | 171 | <01 | 083 | 0,04

Mangan | mg/L | 11 115 | 404 | 18 | 221 | 396 | 649 | 297 | 3,76 | 1542 [ 455 | 399 | <0.1 2,5 <01 | <01

Nikl mg/L | 2,13 2,1 29 | 221 | 206 | 303 | 452 | 264 | 315 | 865 3,7 3,46 1,7 1,6 172 | 214

Olovo mg/L | 1,01 | 115 | 112 | 095 1,6 164 | 111 | 168 | 039 | 174 | 174 | 164 | 151 1,6 167 | 1,01
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Tabela 8. Koncentracija teskih metala u sedimentu iz reke Skrapez (P-prolece, L-leto. J-jesen, Z-zima)

SK1-P |SK2-P | SK3-P | SK4-P | SK1-L | SK2-L | SK3-L | SK4-L | SK1-J |SK2-J | SK3-J | SK4-J | SK1-Z | SK2-Z | SK3-Z | SK4-Z

Arsen ug/g | 0447 | <0.05 | 1,012 | 1,122 | 0212 | <0.05 | 0,057 | <0.05 | <0.05 | <0.05 | 0,706 | <0.05 | 0,565 | 0,753 | 0,321 | 0,889
Kadmijum | pg/g | 0,063 | 0,039 | 0,068 | 0,026 | 0.067 | 0,097 | 0,057 | 0,053 | 0,059 | 008 | 0,058 | 0,066 | 0,021 | 0,091 | 0,056 | 0,047
Hrom ug/g | 38435 | 550 | 24845 | 3578 | 42645 | 427,95 | 3288 | 304 | 33545 | 5435 | 27155 | 2846 | 763 | 559,5 | 364,75 | 277,85
Bakar ug/g | 1686 | 1634 | 15495 | 16,17 | 17,325 | 23,17 | 1633 | 133% | 171 | 20,345 | 17,665 | 14,66 | 1594 | 21,145 | 1787 | 11,705
Gvoide | pg/g | 21950 | 22385 | 19575 | 24275 | 21040 | 24165 | 21090 | 19020 | 21320 | 23745 | 20310 | 18985 | 23575 | 25000 | 22420 | 18275
Mangan | pg/g | 699 | 554 | 627 | 700 | 6575 | 7505 | 641 | 531 | 6035 | 613 | 639 | 5195 | 704 | 789 | 7305 | 43745
Nikl ug/g | 4135 | 5035 | 396,95 | 40575 | 456,7 | 609 | 41385 | 361,95 | 4649 | 5545 | 40035 | 4176 | 591 | 4952 | 5355 | 359,75
Olovo ug/g | 3,867 | 4204 | 4,071 | 3,665 | 4438 | 9025 | 845 | 3417 | 3513 | 6,22 | 2,843 | 3,87 | 4475 | 7,435 | 567 | 3,007
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4.5.1. Uporedna analiza koncentracije te§kih metala u sedimentu, vodi i

larvama E. danica izraZene preko BSAF faktora

Da bi se procenili odnosi koncentracije teSkih metala u sedimentu s jedne strane i
njihove koncentracije i sposobnosti akumulacije (merene preko Biota Sediment
Accumulation Factor — BSAF) u larvama E. danica, s druge strane, kao i uticaj otpadnih
voda pastrmskog ribnjaka na ove procese, koriS¢ena je analiza koinercije (CIA). CIA je
pokazala postojanje statisti¢ki visoko znacajne (P < 0,001) Ko-strukture izmedu PCA
korelacione matrice koncentracija teskih metala u sedimentu i PCA korelacione matrice
koncentracije teskih metala u larvama E. danica i BSAF. Da bi se graficki prikazala
posmatrana ko-struktura zadrzane su dve faktorijalne ose, F1 osa koja objasnjava vecinu
ko-strukture (85,7%) i F2 osa koja objasnjava samo njen mali deo (7,7%). Veliku snagu
ko-strukture su pokazale visoke vrednosti koeficijenata korelacije duz F1 (0,83) i F2 ose
(0,87), kao i mala duzina strelica koje predstavljaju polozaje Cetiri lokaliteta na reci
Skrapez (Slika 18).

Analiza koncentracija metala u sedimentu pokazuje da se vektori koji predstavljaju
koncentracije gvozda (Fes), bakra (Cus), hroma (Crs), nikla (Nis), olova (Pbs) i kadmijuma
(Cds), pruzaju duz F1 ose i da su usmereni ka njenom negativnom kraju. Na negativhom
kraju F1 ose jasno su izdvojene pozicije svih sezona lokaliteta SK2 (poceci crnih strelica),
koji se nalazi neposredno posle uliva otpadnih voda ribnjaka, od pozicija ostalih lokaliteta
koje su smestene ili oko sredine F1 ose (sve sezone kontrolnog lokaliteta SK1 i zima i leto
lokaliteta SK3) ili na njenom pozitivnom kraju (sve sezone lokaliteta SK4, kao i jesen i
prole¢e lokaliteta SK3). Osa F1 se moze nazvati osom efekta ribnjaka. Smanjenje
koncentracija metala se nastavlja dalje nizvodno, tako da su na lokalitetu SK4 njihove
koncentracije niZe nego na kontrolnom SK1 lokalitetu. Duz F1 ose koja objasnjava daleko
najve¢i deo ukupnog variranja podataka sezonski uzorci za svaki od lokaliteta (sa
izuzetkom SK3) su veoma blisko postavljeni, Sto ukazuje da su sezonske varijacije
koncentracije pomenutih metala u sedimentu daleko manje nego longitudinalne. U skladu
sa rezultatima CIA, One-way ANOVA je pokazala da Crs, Cds, Cus, Fes, Nisi Pbs statisticki

znacajno rastu na SK2 u odnosu na SK1, a potom, u odnosu na SK2, statisticki znac¢ajno
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opadaju na SK3 i SK4 sa izuzetkom koncentracije Pbs, gde do statisti¢ki znac¢ajnog pada
dolazi tek na SK4 (Slika 19B-E, G, H). Takode, koncentracije ovih metala u sedimentu sa
lokaliteta SK4 su bez izuzetka manje nego na SK1, ali je taj pad statisti¢ki znacajan samo u
sluc¢aju Crs (Slika 19B). U slucaju koncentracija arsena i mangana u sedimentu (Ass,
odnosno Mns) nema statisticki znacajnih razlika izmedu lokaliteta, a koncentracija ASs je
¢ak neSto manja na SK2 u odnosu na ostale lokalitete (Slika 19A, F). Ovo je posledica
vecih sezonskih varijacija u odnosu na longitudinalne, na Sta ukazuje 1 CIA gde su vektori

ova dva metala vezani za F2 osu koja predstavlja osu sezonskih varijacija.
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Slika 18. Triplot prezentacija analize koinercije (CIA) koncentracija osam metala u
sedimentu i u larvama E. danica i njihovog BSAF iz 16 uzoraka (Cetiri lokaliteta, Cetiri
sezone). Koncentracije metala (Ass, Cds, Crs, Cus, Fes, Mns, Nis, and Pbs) u sedimentu su

prikazane sivim strelicama i projektovane na F1xF21 ravan. Polozaj koncentracija metala u
larvama E. danica i njihov BSAF, otvoreni kvadrati, su takode prikazani u CIA F1xF21
ravni. Standardizovani CIA rezultati za sediment i larve E. danica za svaki uzorak (crne

strelice) projektovani su na F1xF22 ravan. Pocetak strelice smesta uzorak prema
koncentraciji metala u sedimentu, a vrh strelice rasporeduje je prema koncentraciji metala

u E. danica i njegovom BSAF.
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Slika 19. Promene prose¢nih koncentracija metala u sedimentu (crni barovi) i kod larvi E.
danica (sivi barovi) i njihov BSAF (tamno sivi barovi) za arsen (A), hrom (B), kadmijum
(C), bakar (D), gvozde (E), mangan (F), nikl (G) i olovo (H) na Cetiri lokaliteta (SK1, SK2,
SK3 i SK4) na reci Skrapez. Uzorci sa razli¢itih lokaliteta za svaki parametar koji se
znacajno razlikuje obelezeni su razlic¢itim slovima (a, b, ¢). *P < 0,05 znacajna razlika

izmedu koncentracija metala u sedimentu i u larvama E. danica.
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Analiza koinercije (CIA) koncentracija metala u larvama E. danica pokazuje da su
koncentracije hroma (Cre), bakra (Cug), gvozda (Feg) i olova (Pbe), bas kao i koncentracije
ovih metala u sedimentu vezane za negativni kraj F1 ose i pozitivho su korelisane sa
koncentracijama u sedimentu (Slika 18). ANOVA je pokazala da ove metale karakterise
statisticki veca koncentracija na SK2 u odnosu na ostale lokalitete. Takode, koncentracije
sva Cetiri metala u E. danica pokazuju statisticki znaajnu pozitivnu korelaciju sa
koncentracijom odgovaraju¢eg metala u sedimentu i to za Cre (R = 0,80, P < 0,001, Slika
20A), za Cue (R = 0,72, P = 0,002, Slika 20C), za Fee (R = 0,634, P = 0,008) i za Pbe (R =
0,57, P =0,021).

Analiza koinercije (CIA) je pokazala da je koncentracija kadmijuma u E. danica
(Cde) smestena nasuprot vektoru Cds $to ukazuje da se njihove vrednosti menjaju
suprotnosmerno, pa je tako ANOVA pokazala da je Cde na SK2 statisti¢ki znac¢ajno manja
u odnosu na SK1 i SK3 (Slika 19C), a Piersonov test da su Cds i Cde negativno korelisane
(R=0,54, P =0,030). Na CIA grafiku, polozaji koncentracija arsena, nikla i mangana u E.
danica (Asg, Nig, odnosno Mng) se nalaze gotovo pod pravim uglom u odnosu na vektore
koncentracija odgovaraju¢ih metala u sedimentu (Slika 18), pa izostaje 1 statisticki
znacajna korelacija izmedu njih. Samo u sluc¢aju Nig dolazi do statisticki znacajnog porasta
na SK2 u odnosu na SK1 (Slika 19G), dok u slu¢aju Ase i Mng nema statisti¢ki znacajnih
razlika izmedu lokaliteta (Slika 19A, F). Ako se porede koncentracije odgovarajuceg
metala u E. danica i sedimentu, t-test pokazuje da u slu¢aju svih metala, izuzev Pb, i to na

svakom od ispitivanih lokaliteta postoji statisticki znacajna razlika (Slika 19).
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Slika 20. Uticaj koncentracije metala u sedimentu na koncentraciju metala u larvama E.
danica i njihov BSAF. A) Uticaj promena koncentracije Cr u sedimentu (Crs) na njegovu
koncentraciju u E. danica (Cre, crni krugovi) i BSAF (Crg, otvoreni trouglovi) na ¢etiri
lokaliteta na reci Skrapez. Crna puna linija predstavlja linearno uklapanje podataka za Cre
(R=0,80, P <0,001), asiva linija za Crg (R =-0,77, P < 0,001). B) Uticaj promena
koncentracije Cd u sedimentu (Cds) na njegovu koncentraciju u larvama E. danica (Cde,
crni krugovi) i BSAF (Cdg, otvoreni trouglovi) na lokalitetima na reci Skrapez. Crna puna
linija predstavlja linearno uklapanje podataka za Cde (R =-0,54, P = 0,030), a siva linija za
Cds (R =-0,88, P <0,001). C) Uticaj promena koncentracije Cu u sedimentu (Cus) na
njegovu koncentraciju u E. danica (Cug, crni krugovi) i BSAF (Cus, otvoreni trouglovi) na
istrazivanim lokalitetima na reci SkrapeZz. Crna puna linija predstavlja linearno uklapanje

podataka za Cue (R = 0,72, P =0,002,) a siva linija za Cds (R = 0,53, P = 0,036).
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Na smer ovih razlika ukazuju vrednosti BSAF. One su u slucaju arsena (Asg),
kadmijuma (Cdg) i bakra (Cug) pozitivne, $to ukazuje da ove metale E. danica akumulira
viSe u odnosu na sediment (Slika 19A, C, D). Akumulacija je najizraZenija u slu¢aju arsena
gde je Asg = 2747, dok su nesto manje, ali i dalje znacajne vrednosti za Cdg = 9,3£1,5 i
Cug = 6,5£0,9. U sluc¢aju olova, Pbg je bliska jedinici (Slika 19H), Sto znaci da su mu
koncentracije u sedimentu i E. danica podjednake, dok je u slu¢aju ostalih metala ta
vrednost znac¢ajno manja od jedinice (Slika 19B, E, F, G), $to znaci da ne dolazi do njihove
akumulacije u larvama E. danica. Ovo je posebno izrazeno u sluc¢aju Ni gde, Cija je
koncentracija u larvama E. danica 60 puta manje nego u sedimentu (Nig = 0,016+0,001).

Ako se analizira odnos izmedu koncentracija metala u sedimentu i njihovog BSAF,
CIA pokazuje da su Cug i Fes vezane za negativni kraj F1 ose (Slika 18), te da ih
karakteri$e pozitivna korelacija sa koncentracijama u sedimentu (R = 0,53 i P = 0,036 za
Cug, Slika 20C; R = 0,51 i P = 0,044 za Feg). Pored toga, ANOVA je pokazala da
vrednosti Cug i Fes dostizu statisti¢ki znacajan maksimum na SK2 (Slika 19D, E). Assg,
Crg i Cds su smesStene nasuprot vektorima njihovih koncentracija u sedimentu, te ih
karakteri$e negativna korelacija (R = 0,80 i P < 0,001 za Asg; R = 0,77 i P =< 0,001 za
Crg Slika 20A 1 R =0,88 1 P <0,001 za Cds Slika 20B).

Da bi se ispitao potencijalni uticaj koncentracija ispitivanih metala u vodi na
njihovu koncentraciju i sposobnost akumulacije u larvama E. danica, koris¢ena je CIA,
koja je pokazala da ne postoji statisticki znacajna (P = 0,7) ko-struktura izmedu PCA
korelacione matrice koncentracija teSkih metala u vodi i PCA korelacione matrice
koncentracije teskih metala u E. danica i BSAF, te analiza nije mogla biti zavrSena (Tabela
9).
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Metali/Lokaliteti

As
Cr
Cd
Cu
Fe

Mn

Ni

Pb

Tabela 9. Koncentracije teskih metala u vodi po lokalitetima

SK1

1,48+0,732
4,05+0,21°

0,012+0,0122

1,83+0,88?

23,91+13,75°

1,77+0,80
2,26+0,31%
1,13+0,28°

SK2 SK3 SK4
0,87+0,50% 1,79+0,672 1,19+0,44%
4,24+0,88° 4,21+0,34° 4,15+0,23?

0,023+0,023* 0,029+0,029* 0,056+0,056*
2,79+1,75% 3,65+1,712 1,98+0,852

83,57+60,85% 59,30+26,37% 28,61+13,74%
5,76x3,27% 3,77+1,36% 2,20+0,85%
3,84+1,63% 3,22+0,59° 2,61+0,30°
1,53+0,13% 1,41+0,172 1,32+0,20°

4.5.2. Faktor kontaminacije sedimenta (CF)

Ako se analiziraju vrednosti Faktora kontaminacije koje pokazuju odstupanje

izmerenih koncentracija metala od prosecnih vrednosti kontinentalnih Skriljaca

(odgovaraju preindustrijskim vrednostima koncentracije ovih metala), jasno se uocava da

najveci stepen kontaminacije karakteriSe Nis (CF = 6,7£0,3) i Crs (CF = 4,240,3), dok su

koncentracije svih ostalih metala manje od prose¢nih vrednosti kontinentalnih Skriljaca, a

posebno su niske za Ass gde je CF = 0,031+0,007 (Slika 21).
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0.8
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Faktor kontaminacije
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Slika 21. Promene prosecnih vrednosti

faktora kontaminacije za arsen (As),

hrom (Cr), kadmijum (Cd), bakar

(Cu), gvozde (Fe), magnezijum (Mn),

As

Cr

Cd

Cu Fe
Metali

T
Mn

Ni
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nikl (Ni) li olovo (Pb).
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4.6. REZULTATI EKOLOSKIH ANALIZA
4.6.1. Analiza vrednosti saprobnog indeksa Zelinka i Marvan

Rezultati Asterix programa za izra¢unavanje razlicitih grupa indeksa pokazuju da je
srednja vrednost saprobnog indeksa Zelinke i Marvana (Zelinka & Marvan, 1961) (Grafik
5) najveci na lokalitetu SK3 (1,56), i neSto niza na SK4 (1.55). Na lokalitetima SK1 i SK2,
srednja vrednost saprobnog indeksa iznosila je 1,39, odnosno 1,47. Na oshovu ovih
vrednosti zaklju¢ujemo da je voda na prvom (SKI1) i drugom (SK2) lokalitetu
oligosaprobna, dok je na trecem (SK3) i cetvrtom (SK4) lokalitetu oligo-beta-
mezosaprobna. Saprobioloska analiza ukazuje na ¢injenicu da se kvalitet vode pogorSava

na lokalitetima koji su ispod ribnjaka i da se taj uticaj najviSe odrazava na trec¢i (SK3)

lokalitet.

1.6

1.55
1.5

1.45 W Zelinka i Marvan
1.4

1.35
13 + T T T T

SK1 SK2 SK3 SK4

Grafik 5. VVrednosti saprobnog indeksa po Zelinki i Marvanu na istrazivanim lokalitetima
4.6.2. Analiza biotickog BMWP indeksa
Analizirajuci rezultate dobijene za BMWP indeks (Grafik 6), uo€avamo da kvalitet

vode na svim lokalitetima, izuzev drugog (SK2), spada u izmenjen kvalitet vode, a na SK2

je na samoj granici izmedu izmenjenog i dobrog kvaliteta vode. Suprotno o¢ekivanjima, na

66



Rezultati istraZivanja

prvom, kontrolnom lokalitetu (SK1) srednja vrednost BMWP indeksa je najmanja (57), $to

ukazuje na ¢injenicu da je tu voda najlosijeg kvaliteta u odnosu na sve druge lokalitete.

@mBMWP

Grafik 6. Vrednosti biotickog indeksa (BMWP) na istrazivanim lokalitetima

4.6.3. Analiza indeksa diverziteta (Senon- Winerov i Simpsonov indeks)

Srednja vrednost Simpsonovog indeksa (Grafik 7) je najve¢a na SK1 (0.83), §to
ukazuje i na najveci diverzitet vrsta na ovom lokalitetu. S druge strane, vrednost ovog
indeksa je najmanja na lokalitetu neposredno ispod ribnjaka (0,6), SK2, §to se dovodi u

vezu sa najmanjim diverzitetom vrsta.

Simpsonov indeks

B Simpsonov...

Grafik 7. Vrednosti
Simpsonovog indeksa na

istrazivanim lokalitetima

67



Rezultati istraZivanja

Da je diverzitet vrsta najmanji na SK2 lokalitetu, a najve¢i na SK1, potvrdeno je i

Senon-Winerovim indeksom (Grafik 8).

Senonov indeks

m Senonov...

SK1 SK2 SK3 SK4

Grafik 8. Vrednosti Senon-ovog indeksa na istrazivanim lokalitetima

4.6.4. Analiza funkcionalnih trofi¢kih grupa na reci Skrapez

Razlic¢ite troficke grupe koje su osetljive na zagadenja organskog tipa su razli¢ito
zastupljene na lokalitetima u reci Skrapez. Sto se ti¢e strugala, srednje vrednosti
procenatualne zastupljenosti na SK1 lokalitetu iznosi 21,46%, a na SK2 17,55%. Dalje niz
vodotok, prosecna zastupljenost se povecava (23,11%), pa smanjuje (19,02%). Sli¢an trend
promene prosecne ucestalosti na Cetiri lokaliteta imaju i1 sekaci: najviSe ih je na SKI1
(16,1%), i ucestalost im opada na SK2 lokalitetu (5,64%), da bi se njihov udeo u zajednici
povecao na SK3 (9,45%) 1 neznatno opao na SK4 lokalitetu (8.49%). Prose¢na
zastupljenost sakupljaca Zetelaca je priblizno ujednacena na SK1 i SK2 lokalitetu (27,81%
i 28,19%), a zatim opada na SK3 (18,27%). Najvise ovih organizama je zabelezeno na
cetvrtom, SK4 lokalitetu, na kome njithova prosecna zastupljenost iznosi 43,91%. Aktivnih
1 pasivnih sakupljaca filtratora je najviSe na lokalitetu neposredno ispod ribnjaka, SK2
(prosecne zastupljenosti 14,39%, odnosno 17,84%) Sto je posledica njegovog direktnog

uticaja. Predatori su najzastupljeniji na kontrolnom SK1 lokalitetu (prose¢na ucestalost
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19,46%), dok se na ostala tri lokaliteta (SK2, SK3 i SK4) njihova prose¢na ucestalost
smanjuje i ima priblizne vrednosti (7,23%, 7,09% i 6,88%) (Grafik 9).

45 -+
40
35 ~

30 A
25 A m SK1

20 A | SK2
15 m SK3
10 A m SK4

0 T T T T T T
StrugaCi  SekaCi Sakuplja¢i Aktivni Pasivni  Predatori
Zeteoci sakupljaci sakupljaci
filtratori  filratori

Grafik 9. Procentualna zastupljenost funkcionalnih trofickih grupa na istrazivanim

lokalitetima
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Diskusija

Poslednjih decenija vodena sredina je izloZena razli¢itim negativnim antropogenim
uticajima, koji vode poreklo od intezivne poljoprivrede i raznih industrijskih postrojenja.
Tako, u akvati¢nu sredinu dospevaju teSki metali, azotna i fosforna jedinjenja, pesticidi,
fenolna jedinjenja, kao i mnogi drugi ksenobiotici koji dovode do remecenja homeostaze
akvati¢nih organizama (Estevez i sar., 2017). Akvati¢ni organizmi unose ove zagadujuce
materije na vise nacina: preko vode, sedimenta, suspendovanih ¢estica i hrane i na taj na¢in
oni dospevaju u lance ishrane vodenih ekosistema. Poslednjih godina za procenu stepena
potencijalnih zagadivaca se koriste biomarkeri oksidativnog stresa (videti poglavlje 1.1.3.).
Njihova analiza svakako predstavlja izazov za studije biomonitoringa, koji na taj nacin
poprima novu dimenziju fizioloskog monitoringa, na biohemijskom i molekularno -
bioloskom nivou. Potencijal i zna¢aj ovakvih istraZivanja je ogroman, s obzirom na to da
otvara mogucnost predvidanja efekata zagadenja na populacije kroz odgovor pojedinacnih
jedinki na stres (Gremyatchikh i sar., 2009; Mir¢i¢ i sar., 2016; Zivié i sar., 2018;
Radojevi¢ i sar., 2019). Odredivanjem enzima antioksidativnog stresa kod akvati¢nih
organizama dobija se informacija o potencijalnom prisustvu prooksidanasa u akvati¢noj
sredini. Shodno tome, kori§¢enjem biomarkera u monitoringu akvati¢nih ekosistema mogu
se otkriti rani signali o promenama nastalim u Zivotnoj sredini, $to takode pruza mogucnost
da se shvate molekularni mehanizmi dejstva zagadivaca (Zivi¢ i sar., 2018). Za model
organizam, kod kojeg su analizirani biomarkeri oksidativnog stresa, odabrana je senzitivna
vrsta vodenih cvetova Ephemera danica (videti poglavlje 1.5.) §to je ujedno i prva studija
fizioloskog monitoringa na ovoj vrsti insekta. Preko brzih fizioloskih reakcija jedinki E.
danica mogu se uociti na vreme promene koje ¢e se neminovo desiti u celoj zajednici
makroinvertebrata (Gremyatchikh i sar., 2009; Bozani¢ i sar., 2018). Ako se zna da se kod
nas 1 u svetu, proucavanje fiziologije insekata uglavnom svodi na proucavanje vrsta koje se
lako gaje u laboratoriji (Mir¢i¢, 2013; Mati¢, 2013; Todorovi¢ i sar., 2015, Vlahovié i sar.,
2016; Gavrilovi¢ i sar., 2017; Todorovi¢ i sar., 2019; Peri¢-Mataruga i sar., 2019; Filipovi¢
i sar., 2019) sasvim je opravdana studija koja se bavi ekofiziologijom insekata unutar
njihovog prirodnog stanista.

S obzirom na porast broja pastrmskih ribnjaka koji se poslednjih godina belezi u

Srbiji (videti poglavlje 1.2.) opravdano je istrazivanje koje je predmet ove disertacije.
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Poznato je da uticaj ribnjaka na vodenu sredinu zavisi od proizvodnog kapaciteta ribnjaka,
tipa sistema za preciS¢avanje vode, kvaliteta riblje hrane, kao i od hidromorfoloskih
parametara same tekudice (koli¢ina vode u recipijentu, proticaj, brzina toka (Zivié¢ i sar.,
2009; Radojevi¢ i sar., 2019). Kako bi se pratio negativan uticaj pastrmskih ribnjaka,
potrebno je sprovoditi monitoring, koji ¢e nam dati informacije o stanju tekucica na kojima
se ribnjaci nalaze (Radojevi¢ i sar., 2019). Takode, neophodna je i zastita vodenih
ekosistema od negativnog uticaja pastrmskih ribnjaka kroz zakonske regulative, koje u
zemljama u razvoju predstavljaju sve veci problem s obzirom da su ove regulative

neadekvatne ili uopste ne postoje (Zivié i sar., 2009).

5.1. RAZNOVRSNOST ZAJEDNICA MAKROINVERTEBRATA REKE SKRAPEZ

Istrazivanja faune zoobentosa kopnenih voda u Srbiji traju skoro jedan vek
(Stankovi¢, 1924, 1928) i sa razli¢itim intenzitetom traju do danas o ¢emu svedo¢i veliki
broj publikovanih radova, koje govore u prilog tome da je prouCavanje zajednica
makroinvertebrata bitan aspekt svih hidrobioloskih istrazivanja (sumarni prikaz dat u
Zivié, 2005 i Stojanovié, 2017).

S obzirom na to da makroinvertebrate igraju bitnu ulogu u mnogim vodenim
ekosistemima (Boulton, 2003), a ujedno su i najraznovrsnije slatkovodne zajednice (Zivié i
sar., 2018), jedan deo istrazivanja i ove doktorske teze je posvecen istrazivanju diverziteta
reke Skrapez. Na ovoj brdsko-planinskoj tekucici zabelezeno je ukupno 82 taksona, koji
spadaju u razlicite taksonomske grupe (Plathyhelminthes, Mollusca, Annelida, Crustacea,
Insecta: Odonata, Ephemeroptera, Plecoptera, Coleoptera, Megaloptera, Diptera,
Trichoptera). U odnosu na do sada istrazivane reke Zapadne Srbije, u reci Skrapez
zabelezen je nizi diverzitet zajednica makrozobentosa u odnosu na reke: Rasina -190
taksona, Raca -177 taksona, Raska -107 taksona, Tres$njica - 129 taksona, (Stojanovic,
2017), Toplica - 154 taksona (Zivié, 2005) , Kolubara - 114 taksona (Markovi¢ i sar.,
1999), Detinja - 112 taksona (Markovi¢. 1995) i Obnica - 104 taksona (Markovi¢ 1 sar.,
1997).

Na reci Skrapez, najveci diverzitet imaju vodeni insekati, $to je u saglasnosti sa
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rezultatima iz prethodnih istraZivanja (Zivi¢, 2005; Stojanovi¢, 2017). Najraznovrsnija
grupa u okviru klase Insecta je red Diptera sa ukupno 23 taksona, pri ¢emu Su najbrojnije
larve iz familije Chironomidae. Slede redovi Ephemeroptera i Trichoptera (18 odnosno 17
identifikovanih taksona), dok je red Plecoptera zastupljen sa samo 2 taksona. S obzirom na
zagadenja na reci Skrapez, na lokalitetima koji su obuhvaéeni ovim istrazivanjem. Od
ostalih grupa insekata, red Coleoptera je zastupljen sa 10, a redovi Odonata i Megaloptera

sa po jednim identifikovanim taksonom.

5.2. UPOREDNA ANALIZA SISTEMA ANTIOKSIDATIVNE ZASTITE LARVI E.
DANICA I FIZICKIH | HEMIJSKIH PARAMETARA VODE

Enzimi SOD, GPx, kao i koli¢ina ukupnog glutationa (GSH), kod larvi E. danica
kao model organizmu (koja je predmet istrazivanja ove disertacije), predstavljaju pouzdane
biomarkere u proceni ranog odgovora vodenih organizama na organsko zagadenje, §to
pruza veliki doprinos na polju ekofiziologije akvati¢nih organizama (Hook i sar., 2014). To
je 1 bio razlog $to smo pratili promene koncentracije pomenutih enzima u larvama E.
danica tokom razli¢itih sezona, a pod uticajem ispusnih voda u reci Skrapez.

Jedan od glavnih izvora zagadenja brdsko-planinskih tekuéica, na kojima se grade
pastrmski ribnjaci, je ispustanje koris¢enih voda na ribnjaku koje sadrze ostatke
nepojedene riblje hrane i ekskremenata (Liao, 1970; Kronvang i sar., 1993; Iversen, 1995),
a Sto za posledicu ima i promenu hemijskih parametara recipijenta (Boaventura i sar.,
1997; Bartoli i sar., 2007), kao $to je povecanje koncentracije ukupnog fosfora, fosfata,
amonijaka, nitrata i nitrita, kao i pad koncentracije kiseonika. Promene hemijskih ¢inilaca,
bez obzira da li se radi 0o povecanju ili smanjenju njihovih koncentracija, dovode do
pogorsavanja kvaliteta vode, i posledi¢no do oksidativnog stresa kod vodenih organizama
(Boaventura i sar., 1997; Livingstone, 2001, 2003). U uslovima poremec¢enog hemizma
vode koji ima prooksidativni efakat na larve E. danica, enzim superoksid dismutaza (SOD)
predstavlja prvu liniju odbrane od reaktivnih kiseoni¢nih vrsta i ima klju¢nu ulogu u zastiti

¢elije od oksidativnih oStecenja. Ovaj enzim prevodi visoko reaktivni superoksid anjon
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radikal u manje reaktivnu vrstu kiseonika, vodonik peroksid i molekularni kiseonik
(Alscher i sar., 2002; Zelko i sar., 2002; Bafana i sar., 2011). Kada je re¢ o aktivnosti SOD
u naSim istrazivanjima, CIA analiza pokazuje da se tokom sezona istrazivanja na F1 osi
(videti poglavlje 4. 2.1. Slika 16), na negativnhom kraju nalazi enzim SOD posto je njegova
aktivnost u prolece i leto znacajno veca od aktivnosti u jesen i zimu. Abioticki faktori koji
su grupisani na negativnom kraju F1 ose su tw i Nt, dok nesSto slabiju vezu sa negativnim
krajem F1 ose ostvaruje Pt (dostizu maksimum u prolece ili leto, a minimum u jesen ili
zimu, videti poglavlje 4. 2.1. Slika 16), a DO sa pozitivnim krajem F1 ose i kod njega je
situacija obrnuta (dostize maksimum u zimu, a minimum u prolec¢e). Korelaciona analiza
potvrduje da SOD karakteriSe znacajna korelacija sa DO, Nt i tw (R=0,834, P<0,001), a
uocene su 1 znacajne razlike u aktivnosti SOD tokom sezona, ali ne i1 izmedu lokaliteta
(videti poglavlje 4. 2.1. Slika 15A).

Na kontrolnom lokalitetu, kao i na lokalitetu neposredno ispod ribnjaka, dolazi do
opadanja aktivnosti SOD od prole¢a do zime (videti poglavlje 4. 2.1. slika 15A). S
obzirom na to da je aktivnost SOD u znacajnoj korelaciji sa temperaturom, povecanu
aktivnost ovog enzima u prolece 1 leto, u odnosu na jesen i zimu, moZemo objasniti kao
posledicu poviSene temperature u ovim sezonama (videti poglavlje 4. 2.1. Slika 14), koje
su i uslov za obavljanje veoma zahtevnih fizioloskih promena vezanih za reprodukciju, a
koje su takode intenzivne u istim periodima godine. Smanjena aktivnost ovog enzima u
zimu, prema nekim istraziva¢ima moze biti povezana sa fizioloskim statusom organizama i
njihovim promenama u metabolizmu (Viarengo i sar., 1990; Regoli, 1998; Livingstone,
2001). Porast temperature uzrokuje intenziviranje metabolizma, te se povecavaju i
aktivnosti antioksidativnih enzima. Aktivnost SOD se poveca i u uslovima neznatnog
porasta temperature (Buchner i sar., 1996). Kod vrste Saccostrea cucullata uocena je
varijabilnost aktivnosti SOD u odnosu na sezonu kada je u leto zabelezena najveca
aktivnost ovog enzima (Niyogi i sar., 2001). | kod puza Nacella concinna je aktivnost SOD
veéa u toplijem, letnjem periodu, u odnosu na zimsku sezonu (Abele i sar., 1998).
Nasuprot tome, kod skoljki Pyganodon grandis i P. fragilis aktivnost SOD je nezavisna od

temperature (Doucet-Beaupré i sar., 2010).
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Aktivnost SOD je u prole¢e veca na kontrolnom lokalitetu (SK1) u odnosu na
lokalitet neposredno ispod ribnjaka — SK2 (videti poglavlje 4. 2.1. Slika 15A). Sli¢ne
rezultate su dobili i Vrankovi¢ i sar., (2012) koji su uodili da je najveéa aktivnost ovog
enzima kod vrste Holandriana holandrii bila upravo na kontrolnom lokalitetu, koji kao i u
naSem istrazivanju, nije imao uocljivih izvora zagadenja. Razlog za to moze biti Cinjenica
da usled inteziviranja fizioloSkih procesa u optimalnoj sredini u odnosu na zagadenu,
dolazi do povecane produkcije superoksida, a samim tim i do intezivnijeg odgovora SOD
(Vrankovi¢ i sar., 2012). Na aktivnost SOD u larvama E. danica poreklom iz reke Skrapez,
snazan uticaj ima promena faktora unutrasnje i spoljasnje sredine uslovljena smenom
godisnjih doba, posto su u odnosu na amplitudu aktivnosti i koncentracije, kao i na obrazac
njihovih sezonskih promena lokaliteti nizvodno od ispusta ribnjaka veoma sli¢ni
kontrolnom lokalitetu. lzuzetak je jesenja sezona, kada aktivnost SOD dostize maksimum
na lokalitetu SK2 (videti poglavlje 4. 2.1. Slika 15A). Ove promene najverovatnije nastaju
kao posledica minimalnog protoka i brzine vode u Skrapezu u jesenjoj sezoni (0,10 m3/s i
0,23 m/s), sto zajedno sa odrzavanjem konstantnog protoka vode kroz ribnjak dovodi do
maksimiziranja uticaja ispusnih voda ribnjaka na prijemni vodotok. Pomenuti parametri su
svakako najvazniji hidroloski faktori koji diktiraju intezitet uticaja ribnjaka u smislu
intenziviranja stresa. Imaju¢i u vidu c¢injenicu da je SOD snazno korelisana sa
koncentracijom kiseonika (DO), maksimalna aktivnost ovog enzima u jesen na lokalitetu
SK2 moze biti i posledica koncentracije kiseonika koja upravo u jesen na ovom lokalitetu
ima najnizu vrednost (8,06 mg/l, Slika 14C- videti poglavlje 4. 2.1.). Da otpadne vode
ribnjaka imaju najveéi uticaj na lokalitete koji su nizvodno, a koji se odlikuju smanjenom
koncentracijom kiseonika, pokazano je i tokom ispitivanja uticaja ribnjaka na aktivnost
SOD kod vrste Dinocras megacephala (Mir¢i¢ i sar., 2016). Smanjena koncentracija
kiseonika na lokalitetima ispod ribnjaka je zabelezena i u drugim studijama (Selong i
Helfrich, 1998; Pulatsu i sar., 2004; Zivi¢ i sar., 2009; Silva i sar., 2012). U sluéaju ovog
parametra, konstatovan je brz oporavak, jer je ponovni porast u njegovoj koncentraciji
zabeleZen na lokalitetima SK3 i SK4 (videti poglavlje 4. 2.1. Slika 14C), a ovako brz

oporavak je posledica stabilne brzine toka reke Skrapez.
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Promene u nivou aktivnosti odredenog enzima antioksidativne odbrane mogu biti
kompenzovane promenom u nivou aktivnosti nekog drugog enzima koji ima slicnu
funkciju. Primer za to je smanjenje nivoa aktivnosti katalaze, koja moze biti
kompenzovana povecanjem nivoa aktivnosti glutation peroksidaze. (Bagnyukova i sar.,
2005) sto je u saglasnosti sa nasim rezultatima. Naime, aktivnost CAT kod E. danica je
bila ispod granice detekcije, Sto moze biti posledica postojanja male koncentracije vodonik
peroksida, usled ¢ega se aktivira glutation peroksidaza koja ima veoma vaznu ulogu u
primarnoj odbrani pri niskim koncentracijama ove reaktivne kiseoni¢ne vrste (Kruidenier i
Verspaget, 2002; Matovi¢ i sar., 2004). Odsustvo aktivnosti CAT je neocekivano, S
obzirom na to da su kod vodenih organizama, posebno beski¢menjaka, zabelezene
znacajne promene u aktivnosti CAT pod uticajem razli¢itih polutanata (Livingstone i sar.,
1989; Livingstone, 2001). Medutim, to se moze objasniti ¢injenicom da se usled
intezivnijeg zagadenja, resursi antioksdativne zaStite mogu iscrpeti, tako da se i nivo
aktivnosti antioksidativnih enzima pod tim uticajem smanjuje (Regoli i Principato, 1995;
Canesi i sar., 1999). Tako superoksid anjon radikal moze da inhibira katalazu pri ¢emu se
gubi aktivnost ovog enzima (Stadtman i sar., 1991). Prema Regoli i Principato (1995),
smanjena aktivnosti CAT moze se smatrati odgovorom na akutno zagadenje. Kod vrste
Macoma balthica nakon izlaganja zagadivac¢ima uocen je pad aktivnosti katalaze (Regoli i
sar., 1998). Manje promene u aktivnosti CAT kod vrste Gammarus locusta u odnosu na
GPx ¢ija je aktivnost bila povec¢ana uo€ili su Correia i sar., (2003). U naSem istrazivanju,
na lokalitetima ispod ribnjaka, aktivnost GPx je bila poveéana, a CAT nije detektovana.
Ovo se moze objasniti Cinjenicom da enzimi katalaza 1 glutation peroksidaza imaju u
sustini slicne uloge u uklanjanju vodonik peroksida (Halliwell i Guteridge, 1999;
Kruidenier i Verspaget, 2002).

Kada je re¢ o aktivnosti GPx, nasi rezultati ukazuju da je karakteriSe znacajnija
longitudinalna nego sezonska varijabilnost tako da je ona blisko povezana sa F2 osom
(videti poglavlje 4. 2.1. Slika 16) — osom longitudinalnih promena, i to sa njenim
negativnim krajem posto se maksimum aktivnosti u svim sezonama U odnosu na kontrolni
SK1 lokalitet, dostize na lokalitetu SK2 (videti poglavlje 4. 2.1. Slika 15B). Na lokalitetu

SK3 u svim sezonama, sem u jesen, dolazi do oporavka enzima i to najverovatnije zbog
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samoprecis¢avaju¢e moéi reke Skrapez (Simi¢ i Simié¢, 2009). Uocena je i izrazita
sezonska promena u aktivnosti GPx, koja za sve sezone dostize maksimum aktivnosti na
SK2, ali se na ovom lokalitetu uocava i izrazit pad aktivnosti GPx u leto i potom postepeni,
ali nepotpuni oporavak do zime (videti poglavlje 4. 2.1. Slika 15B). Aktivnost glutation
peroksidaze je najmanja u leto i kod Skoljki Tapes philippinarum i Mytilus
galloprovincialis (Bocchetti i sar., 2008). Gabryelak i sar., (1983) su pokazali da je kod
riba Tinca tinca, Carassius carassius i Cyprinus carpio aktivnost peroksidaza veca u
prolece nego u jesen.

Analizirajuci abioticke parametre, uocili smo da su sa negativnim krajem F2 ose
najévrsée povezani v, NOs, NH4" i Py, a sa pozitivnim krajem DO % (videti poglavlje 4.
2.1. Slika 16). U odnosu na kontrolni, SK1 lokalitet, na lokalitetu SK2 dolazi do znac¢ajnog
smanjenja DO %, uz istovremeni porast v, NOs", NH4" i Py). Ova promena je posledica
uliva otpadne vode iz ribnjaka i predstavlja izvor stresa koji je doveo do povecanja
aktivnosti glutation peroksidaze na lokalitetu nizvodno od samog ribnjaka. Indukcija
aktivnosti GPx kod organizama izloZenih razli¢itim polutantima pokazana je i u drugim
studijama. Povecanje aktivnosti ovog enzima kod Austrocochlea porcata ukazuje da
prooksidansi iz nafte izazivaju oksidativni stres kod ove vrste (Reid i MacFarlane, 2003).
Toksi¢ne materije uti¢u na povecanje aktivnosti ovog enzima i kod riba (Li i sar., 2003b;
Puerto i sar., 2009).

Kao posledica uliva otpadnih voda ribnjaka koje imaju pove¢anu koncentraciju
nitrata, mogu nastati hipoksi¢ni uslovi, sa Stetnim dejstvom na organizme, koje se ispoljava
kroz oksidativni stres (Camargo i sar., 2005). Upravo se na lokalitetu SK2 povecava
koncentracija azotnih jedinjenja i fosfora, a javlja se i eutrofikacija koja se znatno ubrzava
dospevanjem neiskori§¢ene riblje hrane, jer se samo njen mali procenat zadrZzava kao
biomasa riba, a ostatak se ispusta otpadnim vodama u recipijent (Kendra, 1991;
Boaventura i sar., 1997; Fornshell, 2001; Briand i sar., 2003). Zbog toga je i aktivnost
glutation peroksidaze snazno korelisana sa koncentracijom NO3z (R = 0,853; P < 0,001,
videti poglavlje 4. 2.1. Slika 17A). Idu¢i nizvodno od ribnjaka, menja se | koncentracija
nitrita, pa je na SK2 u odnosu na kontrolni lokalitet ona povecana, i najve¢u vrednost

dostize u prole¢e (0,009 mg/l). Na lokalitetu SK2 je uocCena i povecana koncentracije
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ukupnog fosfora (0,07 mg/l), sto je u skladu sa istrazivanjima drugih autora koji su uocili
porast koncentracija kako ukupnog fosfora, tako i azotnih jedinjenja nizvodno od ribnjaka
(Foy i Rosell, 1991; Boaventura i sar., 1997; Pulatsu i sar., 2004; Bartoli i sar., 2007; Zivi¢
i sar., 2009; Camargo i sar., 2011).

Nasi rezultati pokazuju da ukupnu koli¢inu glutationa (GSH) u larvama E. danica
iz reke Skrapez karakteriSe veca sezonska nego longitudinalna varijabilnost (videti
poglavlje 4.2.1. Slika 15C), kao i da se na razli¢itim lokalitetima GSH menja na isti na¢in
kao i SOD. Ukupni glutation u prolece dostize maksimum na kontrolnom lokalitetu, a u
jesen na SK2. U letnjem i zimskom periodu GSH karakterise statisticki zna¢ajan minimum
na SK2 (videti poglavlje 4.2.1. Slika 15C). Smanjenje GSH na lokalitetu SK2 se moze
objasniti povecanjem aktivnosti glutation peroksidaze, jer je poznato da enzimi koji koriste
GSH kao kofaktor (GPx,) dovode do troSenja redukovane forme glutationa prevodeéi ga u
oksidovani oblik (Birben i sar., 2012). Da je smanjena koncentracija GSH u pozitivnoj
korelaciji sa pove¢anjem GPx, pokazano je i u drugim studijama (Kruidenier i Verspaget,
2002; Despotovi¢ i sar., 2012). Birben i sar., (2012) ukazuju na ¢injenicu da se koli¢ina
GSH moze smanjivati, uz istovremeno akumuliranje oksidovane forme, a sve to kao
posledica prisustva toksi¢nih jedinjenja i postojanja oksidativnog stresa. Vazna uloga
glutationa je i u reparaciji oStecenja DNK molekula zbog oksidativnog stresa, uklanjanju
slobodnih radikala, omogucavanju regeneracije neenzimskih antioksidanasa do aktivnih
formi, a moze da spreci apoptozu koju mogu da izazovu ROS (Kruidenier i Verspaget,
2002). Da je promena aktivnosti GSH u velikoj meri pod uticajem sezonskih promena,
pokazano je kod puza Viviparus acerosus kod kojeg znacajno opada od leta do jeseni
(Despotovi¢ i sar., 2012). Takode, kod vrste Fulvia fragilis, nivo glutationa je veci u leto
nego u zimu (Mahmoud i sar., 2010).

Na osnovu dobijenih rezultata, moze se zakljuciti da pastrmski ribnjaci sa kojih se
voda izliva u recipijente, izazivaju stres kod akvati¢nih organizama Sto se reflektuje,
izmedu ostalog i kroz izmenjenu aktivnost enzima antioksidativne zastite. Vrsta E. danica
na kojoj su i obavljena ova istrazivanja reaguje na promene u okruzenju, te se pokazala kao

dobar bioindikator zagadenja voda koje naseljava.
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5.3. ANALIZA KONCENTRACIJA TESKIH METALA U SEDIMENTU | TELU
LARVE E. DANICA

Odredivanje ukupne koncentracije metala u sedimentu 1 vodi ne daje tatnu procenu
njegovog uticaja na zivotnu sredinu i zbog toga je potrebno pratiti koliko se koji element
akumulira u organizmima, tj. koliko su oni biodostupni. Vodeni beski¢menjaci usvajaju
metale i akumuliraju ih u svojim telima, a to dalje, preko lanaca ishrane uti¢e na sve
ljudsko zdravlje (Notten i sar., 2005; Fernandes i sar., 2007; Corbi i sar., 2008; Agah i sar.,
2009), dok s druge moze dovesti i do zagadenja vodenih ekosistema (Malik i sar., 2010).
Da bi se viSe razumeo uticaj pastrmskog ribnjaka na akumulaciju teskih metala kod
vodenih beski¢menjaka, izvr$ili smo istrazivanje kod larve E. danica, kao model
organizma.

Osnovna odlika sedimenta na reci Skrapez je veoma visoka koncentracija Cr i Ni.
Stepen kontaminacije pokazuje da su koncentracije ovih elementa ¢etiri (Cr) i sedam puta
(Ni) vece od njihovih koncentracija u kontinentalnim Skriljcima (videti poglavlje 4.4.1.
Slika 19). U odnosu na publikovane referentne vrednosti za kvalitet sedimenta
slatkovodnih ekosistema (MacDonald i sar., 2000), najniza registrovana koncentracija, U
sedimentu Skrapeza, Ni je 7,4, a Cr 2,45 puta vec¢a od PEC (probable effect concentration;
48,6 mg/kg, odnosno 111 mg/kg). Do sli¢nog zakljucka se moze doéi i ako se uporede
koncentracije ova dva metala sa maksimalno dozvoljenim koncentracijama u sedimentu,
MDK (Sluzbeni glasnik, br. 50/2012), gde njihove vrednosti znacajno prelaze te
koncentracije (MDK za nikl iznosi 44 mg/kg, a za hrom 240 mg/kg). Hrom je retko
prisutan u prirodnim vodama (Mertz, 1986), ali u njih moze dospeti kao zagadiva¢ iz
razli¢itih ljudskih aktivnosti i deponuju¢i se u sedimentu. Ponekad se Koristi kao
mikronutrijent u dubrivima za uzgoj razli¢itih zitarica. U zemljistu, koncentracija hroma
zavisi od tipa poljoprivredne aktivnosti (Santos i sar., 2009). S obzirom na to da je dolina
reke Skrapez pod poljoprivrednim kulturama, negde je i ocekivano da se u sedimentu
zabeleze veée koncentracije hroma. Na lokalitetu neposredno ispod ribnjaka-SK2,

vrednosti hroma su veée nego na ostalim lokalitetima. Na tom lokalitetu ima viSe organske
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supstance nego na drugim lokalitetima, a sadrzaj organske materije ima presudan uticaj na
vezivanje hroma u tlu, sto je u svojim istrazivanjima pokazao Santos i sar. (2009). Nikl u
sedimentu je najverovatnije geohemijskog porekla, pa se njegova povecana koncentracije u
sedimentu iz reke Skrapez moze objasniti ¢injenicom da su u slivu ove reke prisutne
magmatske i metamorfne stene, kao i Skriljci u kojima se koncentri$e nikl (Cannon i sar.,
1978; Kovacevi¢-Majki¢, 2009). Takode, na planini Povlen, na kojoj izvire reka Skrapez,
postoji i leziste nikla (Kovacevi¢-Majki¢, 2009) $to moze biti dodatni uzrok njegove
visoke koncentracije. Kao i u slucaju Cr, na lokalitetu neposredno ispod ribnjaka dolazi do
povecanja koncentracije Ni, §to je verovatno posledica njegove povecane koncentracije u
ispusnim vodama. Naime, primena hemijskih sredstava u poljoprivrednim procesima moze
dovesti do toga da se u sirovinama biljnog porekla koje se koriste u proizvodnji hrane za
ribe, nadu i ostaci teskih metala, pa i nikla koji ima sposobnost nakupljanja u semenima i
plodovima biljaka, a odlikuje ga i dobra pokretljivost u biljnim tkivima (Schlechtriem,
2015). Takode, u proizvodnji riblje hrane koriste se razli¢ite namirnice koje sadrze nikl,
kao $to su kukuruz, sto¢ni graSak, soja (Stankovi¢, 2013).

NajviSe koncentracije ostalih metala u sedimentu iz reke Skrapez su nize od
njihovih TEC vrednosti (threshold effect concentration; MacDonald i sar., 2000). To je
posebno izraZeno u slucaju As 1 Cd ¢iji je 1 faktor kontaminacije najniZi, a ¢ije su najvise
registrovane koncentracije 9, odnosno 10 puta nize od TEC (9,79 mg/kg, odnosno 0,99
mg/kg). | prema Sluzbenom glasniku br. 50/2012, koncentracije svih metala, sa izuzetkom
Ni i Cr, su daleko manje od maksimalno dozvoljenih koncentracija u sedimentu
povrsinskih voda.

Na lokalitetu SK2, koji se nalazi neposredno ispod ribnjaka, koncentracije Crs Cds,
Cus, Fes, Nis i Pbs dostiZzu zna¢ajan maksimum, uz veoma malo sezonsko variranje (videti
poglavlje 4.4.1. slike 18, 19), §to moze biti posledica ispustanja vode sa ribnjaka u reku
Skrapez. Naime, efluenti iz ribnjaka koji se ispusStaju u recipijent sadrze ostatke riblje
hrane i fekalija (Kronvang i sar., 1993; Iversen, 1995), sto uti¢e na promenu hemijskih
parametara samog recipijenta (Boaventura i sar., 1997; Bartoli i sar., 2007). Na lokalitetu
neposredno ispod ribnjaka dolazi do povecanja koncentracije nitrita i nitrata, sulfata,

fosfata, kao i do smanjenja koncentracije kiseonika, §to pospeSuje brzinu eutrofikacije, S
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obzirom na to da sediment biva obogacen organskom materijom koja za sebe vezuje
metale (Burridge i sar., 2010). Na taj nacin, zbog promene uslova sredine, sedimenti
postaju izvor metala (Izquierdo i sar., 1997; Zoumis i sar., 2001; Morillo i sar., 2002), koji
postaju viSe dostupni za vodene beski¢menjake, pogotovo za one grupe koje su ili na¢inom
zivota ili kroz ishranu vezane za sediment. Povecanje koncentracije biogenih metala poput
Cu i Fe na lokalitetima ispod ribnjaka moze biti posledica i njihovog prisustva u ribljem
brasnu, koje je bogato mikroelementima u koje spadaju i gvozde i bakar, a ¢iji nepojedeni
ostaci kroz ispusne vode dospevaju u prijemni vodotok i nagomilavaju se u sedimentu
neposredno ispod mesta ispusta (Miller i sar., 1993; Kamunde i sar., 2002). Zagadenje
vodenog ckosistema bakrom mozZe nastati i ciljano. Naime, usled upotrebe herbicida i
pesticida, soli bakra se mogu na¢i u vodenoj sredini, a samim tim i akumulirati u
sedimentu (Flemming i Trevors, 1989; de Oliveira-Filho i sar., 2004).

Analiza koinercije i ANOVA su pokazale da koncentracije hroma, bakra, gvozda i
olova (Crg, Cug, Feg, Pbg) u larvama E. danica dostizu statisticki znac¢ajan maksimum na
lokalitetu SK2 1 pokazuju znacajnu pozitivnu korelaciju sa koncentracijama istih metala u
sedimentu (videti poglavlje 4.4.1. Slika 20A, C). Nasuprot njima, koncentracija kadmijuma
u larvama, Cdg, dostize minimum na istom lokalitetu, ali je negativno korelisan sa
koncentracijom ovog teSkog metala u sedimentu, Cds (videti poglavlje 4.4.1., Slika 20B).
Literaturni podaci o odnosu koncentracija teSkih metala u sedimentu i1 vodenim
beski¢émenjacima su prilicno neujednaceni. Tako su Harrahy i Clements (1997), ispitujuci
toksi¢nost i bioakumulaciju razli¢itih metala kod Chironomus tentans, uocili znacajno
povecéanje koncentracije Cd, Zn i Pb, ali ne i Cu, u njihovom telu, sto je bilo u korelaciji sa
porastom koncentracije ovih metala i u sedimentu. U rekama koje primaju organsko
zagadenje, koncentracija bakra kod Erpobdella octoculata i Asellus aquaticus se smanjuje
sa povecanjem koncentracije u sedimentu, dok se olovo povecava (Eyres i Pugh-Thomas,
1978). S druge strane, Goodyear i McNeill (1999) navode da je kod svih beski¢cmenjaka
telesna koncentraciju bakra u pozitivnoj korelaciji sa koncentracijom ovog metala u
sedimentu. Tako su Hare i sar., (1991) uodili proporcionalnost koncentracijea Cu i Pb u
telu Hexagenia sa onima u sedimentu. Sto se ti¢e drugih metala, Corbi i sar., (2010)

navode da je gvozde bioakumulirano u insektima u korelaciji sa koncentracijama u

81



Diskusija

sedimentu. Jop (1991) je pratio biokoncentraciju kadmijuma kod Ephemera danica, E.
vulgata, Leptophlebia vespertina i Baetis vernus i nasuprot nasim istrazivanjima dosao do
zakljucka da je koncentracija kadmijuma proporcionalna koncentracijama u sedimentu.
Nasuprot tome, Corbi i sar., (2010) nisu registrovali Cd u larvama insekata, iako je ovaj

teski metal bio prisutan U sedimentu.

5.4 BIOTA-SEDIMENT FAKTOR AKUMULACIJE-BSAF

Svi vodeni beski¢menjaci usvajaju metale iz svoje okoline, a koncentracija metala
koja ¢e se naci u njihovom telu zavisi kako od vrste beski¢menjaka, tako i od relativnih
bioloskih moguénosti metala (Rainbow i Wang, 2001). Faktori koji uti¢u na sudbinu
metala su fiziologija beski¢menjaka, a veoma je vazno i da li se metal Koristi za
esencijalnu metabolicku funkciju ili se izlucuje ili skladisti u telu ili pak dobija pristup
“pogresnom” biomolekulu i stoga ima toksican efekat (Rainbow, 2002). Nase istrazivanje
je pokazalo da metali koje prema faktoru kontaminacije krakterise velika koncentracija u
sedimentu (Ni, Cr, Fe i Mn), odlikuje BSAF manji od jedinice, $to podrazumeva i odsustvo
njihove bioakumulacije u larvama E. danica. S druge strane elemente koji imaju nisku
koncentraciju u sedimentu (As, Cd i Cu), karakteriSe BSAF ve¢i od jedinice, odnosno
uoCena bioakumulacija u laravama E. danica. Medutim, ukoliko se posmatra odnos
koncentracija ovih elemenata u sedimentu i njihov BSAF, u okviru ove dve grupe mogu se
uociti dalje distinkcije, pa Fe i Cu karakteriSe pozitivna korelacija ove dve vrednosti, a Cr,
As i Cd negativna. Uz to, Cug i Fes dostizu zna¢ajan maksimum na lokalitetu SK2 (videti
poglavlje 4.4.1. Slika 19D, E). Koncentracija Pb u sedimentu je relativno niska, ali ga
karakteriSe BSAF ¢ija je vrednost oko 1. U slu¢aju Ni i Cr koji su toksi¢ni za ziva bica
(Poulton i sar., 1989; Eisler, 1998; Kota$ i Stasicka, 2000), a u sedimentu su prisutni u
izuzetno velikim koncentracijama, ovakav rezultat je ocCekivan i verovatno predstavlja
odbrambeni mehanizam E. danica protiv usvajanja ovih toksi¢nih metala u visokim
koncentracijama koje su letalne za ove larve. To potvrduje i pomenuta negativna korelacija
izmedu Cre i Crs (videti poglavlje 4.4.1. Slika 20A). Za razliku od drugih metala, nikl i

hrom su najmanje mobilni, pa su i manje dostupni organizmima faune dna i imaju manje
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Sanse da udu u lanac ishrane (Leonard i Wood, 2013). Nasi rezultati su u skladu sa
literaturnim podacima. Naime, Shulkin i sar. (2003) su uocili poveéanje koncentracije svih
metala, izuzev Ni, u telu Skoljke Crenomitilus grayanus. Takode, De Jonge i sar., (2014)
navode da opterecenja tela kod Leuctra sp., Rhithrogena sp., Simuliidae i Perlodidae nisu
povezana sa nivom ukupnog Ni. Kod Daphnia magna, ingestovani nikl ili se ne
inkorporira ili se brzo eliminisSe (Watras i sar., 1985). Muyssen i sar., (2004) su dosli do
zakljucka da je BSAF za Ni skoro uvek manji od jedan, tj. da je koncentracija nikla kod
bentosnih organizama niza od koncentracije ovog metala u sedimentu. Sto se ti¢e hroma,
Hamidian i sar., (2016) su uodili da kod hironomida u Shoor river (Iran) dolazi do male
bioakumulacije ovog metala, ali su njegove koncentracije u sedimentu bile 5-10 puta
manje nego u reci SkrapeZ §to je takode uo€eno i u naSim istraZivanjima. Sve OVO nas
upucuje na zakljuak da vodeni beskiémenjaci najverovatnije razvijaju mehanizme
odbrane od ovog toksi¢nog metala, i da Sto ga viSe ima u sedimentu to ga bentosni
organizmi manje usvajaju.

Pozitivna korelacija izmedu akumulacija bakra i gvozda u sedimentu i larvama E.
danica se moze objasniti ¢injenicom da su ovi metali esencijalni i neophodni za
metaboli¢ku aktivnost organizma (Cohen i sar., 2001). Kao $to je ve¢ receno, Goodyear i
McNeill (1999) su u svojoj studiji nasli pozitivnu korelaciju izmedu koncentracije bakra
ispitivanih vodenih beski¢menjaka i koncentracije u sedimentu. Dosli su do zakljucka i da
se koncentracija bakra kod organizama srazmerno povecava kako se povecava njegova
koncentracija u sedimentu, bez znakova biolo§kog ograni¢enja. Ove rezultate potvrduje i
Gundacker (2000), koji je uporedujuéi koncentraciju metala u sedimentu i u telu mekusaca
dosao do saznanja da je doslo do bioakumulacije bakra, ali ne i olova u telu ovih
organizama. Sli¢na je situacija i sa Fe. Naime, Corbi i sar., (2010) su uocili da su
koncentracije gvozda u sedimentu, iako visoke, u pozitivnoj korelaciji sa akumulacijom u
insektima, posebno u vrstama roda Chironomus.

Kada je u pitanju bioakumulacija Cd i As, rezultati naseg istrazivanja imaju za
rezultat negativnu korelaciju ovih elementa u sedimentu i larvama E. danica. Naime, iako
je nivo bioakumulacije Cd i posebno As veoma visok, njena vrednost za oba elementa

opada sa porastom njihove koncentracije u sedimentu. Imajuéi u vidu da su u pitanju
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izuzetno toksi¢ni elementi, ova negativna korelacija najverovatnije predstavlja odbrambeni
mehanizam E. danica protiv njihove preterane akumulacije. U slu¢aju bioakumulacije Cd,
nase rezultate potvrduju istrazivanja Girgin i sar., (2010) u kojima je pokazano da vrste iz
reda Ephemeroptera akumulira ve¢u koncentraciju kadmijuma od nekih drugih redova
vodenih beskicmenjaka. I Gundacker (2000) ukazuje na znacajan nivo bioakumulacije Cd
kod mekusaca. S druge strane, istrazivanja bioakumulacije teskih metala u hironomidama u
Shoor river (Iran) su pokazala da u slucaju As i Cd bioakumulacija izostaje (Hamidian i
sar., 2016).

5.5 ANALIZA KONCENTRACIJA TESKIH METALA U VODI U ODNOSU NA
KONCENTRACIJE U TELU E. DANICA

NaSe analize jednozna¢no ukazuju na cinjenicu da ne postoji znacajan uticaj
koncentracije istrazivanih metala u vodi na njihovu koncentraciju kod larvi E. danica.
Odsustvo uticaja moze biti posledica naéina Zivota ovog organizma. Naime, larve ove vrste
se ubuSuju u supstrat praveci tunele, a hrane se tako Sto filtriraju organski detritus
(Clements i Kiffney, 1994), pa je i ocekivano postojanje pozitivne korelacije koncentracije
metala u sedimentu sa onima u njihovom telu, ali ne i sa koncentracijom metala u vodi. U
suprotnosti sa nasim rezultatima, Brown (1977a) je u reci zagadenoj otpadnim materijama
iz napustenog rudnika, primetio znacajnu pozitivnu Korelaciju izmedu koncentracije bakra
u telu larvi Trichoptera, s jedne strane, i u vodi, s druge strane. Korelacija u
koncentracijama nekih metala u organizmima i vodi koju nastanjuju, zabelezena je i kod
Ecdyonurus venosus, Brachyptera risi, Leuctra spp., Perla bipunctata, Rhyacophila
dorsalis i Dicranota sp. (Burrows i Whitton, 1983). Bervoets i sar., (1997) ukazuju da je
koncentracija olova i kadmijuma u korelaciji sa ukupnom koncentracijom olova u

sedimentu, ali ne i u ¢istoj vodi.
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5.6. ANALIZA METRICKIH OSOBINA ZAJEDNICE NA ISTRAZIVANOJ
TEKUCICI

Posmatrajuci celokupnu zajednicu makroinvertebrata na reci Skrapez, diverzitet
vrsta opada na lokalitetu ispod ribnjaka (SK2), §to je pokazano u sluaju i Senonovog i
Simpsonovog indeksa diverziteta. U tom slucaju, moze se potvrditi da su indeksi
diverziteta osetljivi na uticaj pastrmskih ribnjaka kada je u pitanju zajednica
makrozoobentosa gornjeg toka reke Skrapez. Medutim, zabelezen je 1 drugaciji trend kada
su u pitanju indeksi diverziteta, tj. moZe se uociti znacajan porast diverziteta na lokalitetima
neposredno ispod pastrmskih ribnjaka (Stojanovi¢, 2017). U svom istrazivanju, Guilpart i
sar., (2012) su pokazali da pod uticajem otpadnih voda pastrmskih ribnjaka ne dolazi do
promena ukupnog diverziteta vrsta, ve¢ samo do smene dominantnih organizama. Za
ukupni diverzitet, kao i za samo tumacenje rezultata, jako je bitna identifikacija svih
taksona do nivoa vrste, jer se na taj nacin izbegava pogresna interpretacija kada se govori o
rezultatima indeksa diverziteta (Stojanovi¢, 2017). Kako indeksi diverziteta ne razdvajaju
taksone prema osetljivosti na sredinski stres, kao i Cinjenicu da je diverzitet veoma
varijabilan i zavisi od velikog broja ¢inioca, u svetu i kod nas on se ne koristi samostalno u
biomonitoringu kopnenih voda ve¢ samo kao jedna od parametara za ocenu stepena
antropogenog pritiska (Knoben i sar., 1995; Zivié i sar., 2018) i prednost se daje drugim
indeksima (Hughes, 1978; Hawkes, 1979), kao §to je saprobni indeks po Zelinki 1 Marvanu.
Prema ovom indeksu, kvalitet vode nizvodno od pastrmskog ribnjaka na reci SkrapezZ se
pogorsava, §to je u svojim istrazivanjima potvrdila i Stojanovi¢ (2017). Dobijeni rezultati
su potpuno ocekivani, s obzirom na to da indeks saprobnosti meri nivo koncentracije
rastvorenog kiseonika i organskog zagadenja, a iz naSih rezultata se moze videti da na
lokalitetu neposredno ispod ribnjaka dolazi do znacajnog pada koncentracije kiseonika, a
povecanja organskog zagadenja, $to je posledica direktnog uticaja pastrmskog ribnjaka.

Rezultati dobijeni primenom BMWP indeksa u saglasnosti su sa rezultatima nekih
ranijih istrazivanja (Camargo, 1992a, Camargo i Gonzalo, 2007, Hatami i sar., 2011). Na
osnovu BMWP indeksa, pastrmski ribnjak nema znacajan uticaj na kvalitet vode reke

Skrapez. Sta vise, kvalitet vode na lokalitetu neposredno ispod ribnjaka je bolji u odnosu
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na druge lokalitete. Primena ovog biotickog indeksa, bez modifikacije za specifi¢no
podneblje, Cesto se moze pokazati kao vrlo neefikasna i dati rezultate koji se ne podudaraju
sa drugim tipovima indeksa (Zivi¢ i sar., 2018).

Otpadne vode pastrmskog ribnjaka uti¢u na smenu funkcionalnih trofi¢kih grupa na
lokalitetima u nekoj tekucici, te analizom troficke strukture dobijamo uvid u dinamicne
ekoloske procese koji se odvijaju u posmatranom vodenom ekosistemu (Moog, 2002).
Kada posmatramo fizi¢ko-hemijske parametare duz re¢nog toka, kao i to kako se pod
njihovim, ali i uticajem dostupne hrane smenjuju zivotne zajednice, takav koncept se
naziva koncept re¢nog kontinuuma (Vannote i sar., 1980). Poremecaji u ravnoteznom
stanju reke se odrazavaju na raspored funkcionalnih trofi¢kih grupa (Moog, 2002), tako da
se na osnovu njihovog rasporeda i pojavljivanja duz re¢nog kontinuuma moze zakljuditi
kakav uticaj na zajednice makroinvertebrata ima zagadenje iz ribnjaka i da 1i uopste utice
na njih. Na primer, organske materije kojih usled ispustanja otpadnih voda ima znatno vise
na lokalitetima ispod ribnjaka, uticu na to da se one u visku taloze upravo na ovim
lokalitetima, Sto rezultira pojavom zajednica kao §to su sakupljaci, a koje su prilagodene da
iskoriste ovaj materijal (Vannote i sar., 1980). Posmatrajuci zajednicu sakupljaca, aktivnih
sakupljaca filtratora i pasivnih sakupljaca filtratora u reci Skrapez, uocavamo da njihov
procenat raste na drugom lokalitetu, Sto je posledica direktnog uticaja ispusnih voda
pastrmskog ribnjaka. Ovakvi rezultati su dobijeni i u mnogim drugim studijama (Camargo,
1992a; Loch i sar., 1996; Guilpart i sar., 2012; Stojanovi¢, 2017). Porast sakupljaca na
Cetvrtom lokalitetu ukazuje na Cinjenicu da je i tu doslo do talozenja organske materije.

Na osnovu koncepta reénog kontinuuma, u gornjim tokovima reka su
najzastupljeniji sekaéi, Sto je potvrdeno i u naSem istrazivanju U kojem su sekaci
najbrojniji na kontrolnom lokalitetu (SK1). Njihova brojnost opada na lokalitetu ispod
ribnjaka, §to je u saglasnosti sa drugim istrazivanjima i $to se moze posmatrati kao uticaj
ribnjaka (Camargo, 1992a; Zivié¢ i sar., 2009a; Guilpart i sar., 2012; Stojanovi¢, 2017), s
obzirom na to da su sekaci osetljivi na organsko zagadenje. Procenat strugaca opada na
drugom lokalitetu, sto je bilo i oc¢ekivano i §to je u saglasnosti sa literaturnim podacima
(Camargo, 1992a; Loch i sar., 1996; Guilpart i sar., 2012). Camargo (1992a) je u svom

istrazivanju pokazao da na lokalitetima ispod ribnjaka dolazi do porasta broja predatora,
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Sto je u suprotnosti sa rezultatima naseg istrazivanja. Naime, na reci Skrapez predatori su
najbrojniji na na prvom lokalitetu, da bi iduéi nizvodno njihova brojnost opadala, tako da
zastupljenost predatora nije dobar pokazatelj uticaja ispusnih voda ribnjaka na ovaj

vodotok.
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Zakljucci

Predmet doktorske disertacije je izucavanje efekta ispusnih voda sa pastrmskog
ribnjaka na nivo aktivnosti antioksidativnih enzima kod larve Ephemera danica i
bioakumulacije teskih metala u sedimentu, vodi i telu E. danica, a zaklju¢ci do kojih se

doslo su:

» Na istrazivanoj tekucici, u svim mesecima istrazivanja i na sva Cetiri istrazivana
lokaliteta identifikovano je ukupno 82 taksona: 34 do nivoa vrste, 3 do nivoa grupe vrsta,
33 taksona su identifikovana do nivoa roda, 8 taksona do nivoa familije, 3 taksona do nivoa
podfamilije i jedna odredena klasa.

» Najve¢i udeo unutar zajednica makrozoobentosa su imale larve koje pripadaju
razli¢itim redovima insekata. Najraznovrsnija grupa medu njima je red Diptera sa 23
taksona, a zatim slede redovi Ephemeroptera sa 18 taksona i Trichoptera sa 17 taksona. 1z
reda Coleoptera identifikovano je 10 taksona. Red Plecoptera zastupljen je samo sa 2
taksona, dok redovi Odonata i Megaloptera imaju po 1 identifikovan takson.

» Kvantitativnom analizom zajednica makrozoobentosa u reci Skrapez na Cetiri
istrazivana lokaliteta u prolece, leto, jesen i zimu procenjeno je da je prose¢na brojnost
jedinki 7.287 ind/m?.

» Fizicki 1 hemijski parametri koji se najviSe menjaju pod uticajem ispusnih voda
pastrmskog ribnjaka i statisticki se znacajno razlikuju su koncentracija kiseonika, koja se
smanjuje izmedu kontrolnog lokaliteta i lokaliteta ispod ribnjaka. Takode, dolazi i do
povecanja koncentracija amonijum jona, nitrata i ukupnog fosfora na lokalitetu SK2 u
odnosu na SK1 (kontrolni lokalitet).

» Analizom koinercije (CIA) utvrden je uticaj promena hemijskih 1 fizickih
parametara vode izazvanih otpadnim vodama pastrmskog ribnjaka na aktivnost SOD i GPx
I na koli¢inu ukupnog glutationa u E. danica. Rezultati CIA analize pokazali su da postoji
statistiCki vrlo znacajna (P < 0,001) Ko-struktura izmedu korelacijske matrice PCA
antioksidativnih enzima i korelacijske matrice PCA fizic¢kih 1 hemijskih parametara vode.

» Dvofaktorska analiza varijanse je pokazala da aktivnosti SOD i GPx kao i koli¢ina
GSH statisticki znacajno variraju kako duz lokaliteta tako i1 tokom sezona, kao i da izmedu

ova dva faktora postoji statisticki znaCajna interakcija, Sto zna¢i da sezonske promene
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Imaju znacajan uticaj na longitudinalne promene i obratno.

» Aktivnost SOD karakterisSe veca sezonska nego longitudinalna varijabilnost. Tako
postoje statisticki znacajne razlike u aktivnosti SOD u svim sezonama, ali ne i izmedu
lokaliteta. U toku leta i zime razlike izmedu aktivnosti SOD na razli¢itim lokalitetima ne
postoje. U prolece aktivnost SOD je veca na kontrolnom lokalitetu (SK1, 32,7+1,3 U/mg
proteina) koji se nalazi iznad ribnjaka u odnosu na lokalitet neposredno ispod ribnjaka
(SK2, 26,7+£0,4 U/mg proteina), gde dolazi do pada aktivnosti. Najintenzivnije promene
karakteriSu jesenju sezonu kada aktivnost SOD dostize statisticki znacajan maksimum
neposredno po ulivu otpadnih voda iz ribnjaka na lokalitetu SK2.

» Aktivnost GPx karakteriSe znacajnija longitudinalna nego sezonska varijabilnost, za
razliku od SOD. Sto se ti¢e longitudinalnih promena u svim sezonama dolazi do velikog (2
do 4 puta) i statisticki znacajnog porasta aktivnosti GPx na SK2 u odnosu na kontrolni
lokalitet, §to ukazuje da organsko zagadenje poreklom sa ribnjaka indukuje oksidativni
stres kod vrste E. danica.

» Koli¢ina ukupnog glutationa (GSH) veoma blisko prati promene aktivnosti SOD i
nju karakteriSe veca sezonska nego longitudinalna varijabilnost. Koli¢ina GSH takode
opada tokom godine (od 11,7 £ 0,5 nmol GSH/g tkiva u prole¢e do 2,8 + 0,2 nmol GSH/g
tkiva u jesen). U odnosu na promene duz lokaliteta, koli¢ina GSH u prolec¢e dostize
maksimum na kontrolnom lokalitetu (16,2 + 0,5 nmol GSH/g tkiva), a u jesen na SK2 (4,1
+ 0,1 nmol GSH/g tkiva), sto takode moze da se pripiSe negativnom uticaju pastrmskog
ribnjaka.

» Analiza CIA je pokazala postojanje statisticki visoko znacajne (P<0,001)
kostrukture izmedu PCA ko-relacione matrice koncentracija teSkih metala u sedimentu 1
PCA korelacione matrice koncentracije teskih metala u E. danica i BSAF.

» Analiza koncentracija metala u sedimentu pokazuje da koncentracije gvozda (Fes),
bakra (Cus), hroma (Crs), nikla (Nis), olova (Pbs) i kadmijuma (Cds), statisticki znacajno
rastu na SK2 lokalitetu neposredno ispod ribnjaka u odnosu na kontrolni lokalitet, $to se
moze pripisati direktnom uticaju ribnjaka.

» U sluc¢aju koncentracija mangana i arsena u sedimentu (Mns, odnosno Ass) nema

statisticki znaCajnih razlika izmedu lokaliteta, a Ass je cak neSto manja na SK2 u odnosu na
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ostale lokalitete. Ovo je posledica vecih sezonskih varijacija u odnosu na longitudinalne na
Sta ukazuje i CIA analiza.

» Analiza koncentracija metala u larvama Ephemera danica pokazuje da su
koncentracije hroma (Crg), bakra (Cug), gvozda (Feg) i olova (Pbe), bas kao i koncentracije
ovih metala u sedimentu statisticki znacajno ve¢e na SK2, u odnosu na sve ostale lokalitete.
Utvrdeno je da koncentracije sva Cetiri metala u E. danica pokazuju statisticki znacajnu
pozitivnu korelaciju sa koncentracijom odgovaraju¢eg metala u sedimentu.

» Da bi se ispitao uticaj koncentracija ispitivanih metala u vodi na njihovu
koncentraciju i sposobnost akumulacije u E. danica analiza CIA je pokazala da ne postoji
statistiCki znacajna ko-struktura izmedu PCA korelacione matrice koncentracija teskih
metala u vodi i PCA korelacione matrice koncentracije teskih metala u E. danica i BSAF.

» Ako se analiziraju vrednosti Faktora kontaminacije sedimenta jasno se uocava da
najveci stepen kontaminacije karakterise Nis (6,7£0,3) i Crs (4,2+0,3).

» Indeks saprobnosti po Zelinki i Marvanu, ukazuje na uticaj ribnjaka kroz pogorSanje
kvaliteta vode nizvodno od njega. Bioticki indeks BMWP je u suprotnosti sa prethodnim
indeksom kada je re¢ o kvalitetu vode neposredno ispod ribnjaka, i indeksi diverziteta
(Simpsonov i Senonov indeks) koji ukazuju na najveéi diverzitet vrsta na prvom lokalitetu,
a najmanji na drugom lokalitetu.

» Jedan od uticaja ribnjaka jeste i1 zastupljenost razli¢itih trofickih grupa koje su
osetljive na zagadenje na istraZivanim lokalitetima. Uticaj ribnjaka se ogleda u smanjenju
procenta sekaca na lokalitetima nizvodno od ribnjaka, a povecanje procenta sakupljaca,

aktivnih 1 pasivnih sakupljaca filtratora.
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Tabela 1. Kvalitativan sastav zajednice makrozoobentosa reke Skrapez

Taksoni Taksonomska pripadnost | SK1 | SK2 | SK3 | SK4
Plathyhelminthes
1. Dugesia lugubris (Schmidt, Turbellaria - Dugesiidae + + + +
1861)
Mollusca
2. | Planorbarius sp. Gastropoda - Planorbiidae +
3. | Radix peregra (Mdller, 1774) Gastropoda - Lymnaeidae + + + +
4, | Myxas glutinosa (Mdller, 1774) | Gastropoda - Lymnaeidae +
5. | Valvata cristata (Miller, 1774) Gastropoda - Valvatidae + +
6. | Pisidium sp. Bivalvia - Sphaeridae + + +
Annelida
7. | Oligochaeta Oligochaeta + + + +
Crustacea
8 Gammarus balcanicus + + +
" | Schaferna, 1922 Amphipoda - Gammaridae
9 Gammarus fossarum (Koch, Amphipoda - Gammaridae + + +
1836)
10. | Gammarus sp. Amphipoda - Gammaridae + + +
Insecta - Odonata
Cordulegaster annulatus :
11. (Latreille, 1804) Odonata — Cordulegasteridae + +
Insecta - Ephemeroptera
12. | Baetis alpinus (Pictet, 1843) Ephemeroptera - Baetidae + +
13. | Baetis rhodani (Pictet, 1843) Ephemeroptera - Baetidae + +
14. | Baetis sp. Ephemeroptera - Baetidae +
Ecdyonurus venosus (Fabricius, | Ephemeroptera-
15. 1775) Heptageniidae * * * *
Ephemeroptera-
16. | Ecdyonurus sp. Heptageniidae + + + +
- Ephemeroptera-
17. | Epeorus assimilis Eaton, 1885 Heptageniidae + + + +
Ephemeroptera-
18. | Epeorus sp. Heptageniidae *
. . Ephemeroptera-
19. | Rhitrogena semicolorata gr. Heptageniidae + +
20 Rhitrogena germanica (Eaton, Ephemeroptera- +
" | 1885) Heptageniidae
. Ephemeroptera-
21. | Rhitrogena sp. Heptageniidae + + +
22. | Fam. Heptageniidae Ephemeroptera- + +

Heptageniidae
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Nastavak Tabele 1. Kvalitativan sastav zajednice makrozoobentosa reke Skrapez

Taksoni Taksonomska pripadnost | SK1 | SK2 | SK3 | SK4
Insecta - Ephemeroptera
23. | Ephemera danica Miiller, 1764 Ephemeroptera - + + + +
Ephemeridae
24 Ephemerella ignita (Poda, Ephemeroptera - + +
" | 1761) Ephemerellidae
25 Ephemerella mucronata Ephemeroptera - + + +
" | (Bengtsson, 1909) Ephemerellidae
Ephemeroptera -
26. | Ephemerella sp. Ephemerellidae +
. Ephemeroptera -
27. | Fam. Ephemerellidae Ephemerellidae +
. Ephemeroptera -
28. | Paraleptophlebia sp. Leptophlebiidae + +
" Ephemeroptera -
29. | Fam. Leptophlebiidae Leptophlebiidae +
Insecta - Plecoptera
30. | Perla marginata (Panzer, 1799) | Plecoptera - Perlidae +
31. | Capnia sp. Plecoptera - Capnidae + +
Insecta - Coleoptera
32. | Elmis maugetii Latreille, 1802 Coleoptera - EImidae + + + +
33. | Elmis sp. Coleoptera - EImidae + + +
34, ESSIGL;S parallelepipedus (Muller, Coleoptera - Elmidae + + + +
35, Limnius volckmari (Panzer, Coleoptera - Elmidae + + + +
1793)
36. | Limnius sp. Coleoptera - EImidae + + + +
37. | Oulimnius sp. Coleoptera - EImidae + +
38. | Ochthebius sp. Coleoptera - Hydraenidae +
39. | Hydraena sp. Coleoptera - Hydraenidae +
40, Pomatinus substriatus (Muller, Coleoptera - Dryopidae N
1806)
41. | Fam. Hydrophilidae Coleoptera - Hydrophilidae + +
Insecta - Megaloptera
42. | Sialis fuliginosa (Pictet, 1836) Megaloptera - Sialidae +
Insecta - Diptera
43. | Atherix ibis (Fabricus, 1798) Diptera - Athericidae +
44, | Atherix sp. Diptera - Athericidae
45, | Bezzia sp. Diptera - Ceratopogondae
Blepharicera fasciata . L
46. (Westwood, 1842) Diptera - Blepharicaeridae +
47 Dicranota bimaculata Diptera - Tipuloidea - + +
" | (Schummel, 1829) Pediciidae
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Nastavak Tabele 1. Kvalitativan sastav zajednice makrozoobentosa reke Skrapez

Taksoni Taksonomska pripadnost | SK1 | SK2 | SK3 | SK4
Insecta - Diptera
. Diptera - Tipuloidea -
48. | Dicranota sp. Pediciidae + +
49. | Hemerodromia sp. Diptera - Empididae + + +
Hexatoma bicolor (Meigen, Diptera - Tipuloidea -
= 1818) Limoniidae * " " "
Diptera - Tipuloidea -
51. | Hexatoma sp. Limoniidae + + +
52. | Limnophila sp. Diptera - Limoniidae +
53. | Odontomyia sp. Diptera - Stratiomyidae +
54. | Psychoda sp. Diptera - Psychodidae +
55. | Tabanus sp. Diptera - Tabanidae + + + +
56. | Tipula sp. Diptera - Tipulidae + +
57 Z:mullum (Simulium) ornatum Diptera - Simuliidae + + + +
58. | Simulium sp. Diptera - Simuliidae + + + +
. Diptera — Chironomidae -
59. Chironomus sp. Chironominae * * * *
60. | Podfam. Chironominae Diptera - Chironomidae + + +
61. | Fam. Chironomidae Diptera — Chironomidae + + + +
Diptera — Chironomidae -
62. | Tanypus sp. Tanypodinae + + +
Diptera — Chironomidae -
63. | Ablabesmya sp. Tanypodinae + + + +
64. | Podfam. Tanypodinae Diptera — Chironomidae + + + +
65. | Podfam. Prodiamesinae Diptera — Chironomidae + + +
Insecta - Trichoptera
66. | Anabolia sp. Trichoptera - Limnephilidae + +
Drusus botosaneanui . . -
67. (Kumanski, 1968) Trichoptera - Limnephilidae + +
Potamophylax cingulatus . . -
68. (Stephens, 1837) Trichoptera - Limnephilidae + + +
69. | Potamophylax sp. Trichoptera - Limnephilidae +
70. | Fam. Limnephilidae Trichoptera - Limnephilidae + + +
71. | Silo pallipes (Fabricius, 1781) Trichoptera - Goeridae + +
72. | Fam. Goeridae Trichoptera - Goeridae + +
Hydropsyche angustipennis . i .
73. (Curtis, 1834) Trichoptera - Hyropsychidae + + +
74. ?gg;)opsyche pellucidula (Curtis, Trichoptera - Hyropsychidae + +
Hydropsyche contubernalis . i .
75. (McLachlan, 1865) Trichoptera - Hyropsychidae +
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Nastavak Tabele 1. Kvalitativan sastav zajednice makrozoobentosa reke Skrapez

Taksoni Taksonomska pripadnost | SK1 | SK2 | SK3 | SK4
Insecta - Trichoptera
76. | Hydropsyche sp. Trichoptera - Hyropsychidae + + +
. . Trichoptera -
77. | Rhyacophila tristis gr. Rhyacophilidae + +
. . Trichoptera -
78. | Rhyacophila cf. fasciata Rhyacophilidae +
. Trichoptera -
79. | Rhyacophila sp. Rhyacophilidae + + + +
80 Sericostoma personatum (Kirby | Trichoptera - + + + +
" | & Spence, 1826) Sericostomatidae
81 Sericostoma schneideri Trichoptera - + +
" | (Kolenati, 1848) Sericostomatidae
82. | Fam. Sericostomatidae Trichoptera - + + +
Sericostomatidae
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UsjaBa o ayTopcTBy

Wme u npesume aytopa: MuneHka Jb. BoxaHuh

Bpoj nHpekca: 63015/2013

UsjaBrbyjem

a je [OKTOpCKa gucepTaumja nog HacnoBOM:

Mpahewe yTULaja nacTPMCKOr pubtaka Ha HUBO aKTUBHOCTU aHTUOKCUAATUBHUX
eH3nma koa napBe Ephemera danica (Insecta, Ephemeroptera)

e pe3yntaTt CONCTBEHOI UCTPpaKnBadkor paaa;

e [a avcepTauMja y LenvHM HU Yy AenoBrMMa Huje buna npeanoxeHa 3a ctuuame
Apyre avnsioMe npema CTyaujckuM nporpaMuma ApYrx BUCOKOLLKOSCKMX
yCTaHOBa;

e [acy pe3ynTaTi KOPeKTHO HaBeAEHU U

e [a HMCaM KplUMO/Na ayTopcka npaBa M KOPUCTUO/Na WHTENeKTyanHy CBOjUHY
APYrux nuua.

MoTtnuc aytopa

Y Beorpagay,




U3jaBa 0 MICTOBETHOCTU LWUITaMMNaHe U eNIeKTPOHCKe
Bep3nje AOKTOPCKOr paaa

Mme u npesume aytopa: MuneHka Jb. bBoxaHuh
Bpoj nHpekca: 63015/2013
Cryavjcku nporpam: Buonoruja (EHTomonornja)

Hacrnos papga: lNpahewe yTuuaja nacTpMCcKOr pubwaka Ha HMBO aKTUBHOCTU
aHTUOKCUMAATUBHUX eH3Mma kKoa napBe Ephemera danica (Insecta,
Ephemeroptera)

MenTop: ap UsaHa XXueuh, peaoBHu npochecop

U3sjaBrbyjem Oa je wtamnaHa Bepsuja MOr JOKTOPCKOr pajla UCTOBETHA eNeKTPOHCKO)
BEpP3njU Kojy cam npefao/na pagu noxpaweHa y OurutanHomMm penosnTopujymy
YHuBep3uTeTa y beorpaay.

[osBorbaBam ga ce objaBe MOjM NMYHM nojauM Be3aHW 3a Aobujare akagemckor
Has3vBa AOKTOpa Hayka, kao LTO Cy UMe 1 Npe3ume, rogmMHa n Mecto pofewa n gatym
ogbpaHe paga.

OBwu nM4HM Nogaum Mory ce 06jaBuUTN Ha MPEXHUM CTpaHuLama gurutanHe 6ubnuoTteke,
y eNeKTPOHCKOM KaTanory n y nybnukauvjama YHmsepsuteTa y beorpaay.

MNMoTtnuc aytopa

Y Beorpaay,




UsjaBa o kopuwhekwy

Osnawhyjem YHusepautetcky 6ubnuoteky ,Csetosap Mapkosuh® ga y AurutanHu
penosvtopmnjym YHuBepsuTeTa y beorpagy yHece MOjy OOKTOpPCKY aucepTtauujy nog
HacnoBoMm:

Mpahewe yTuyaja nactpmckor pubiaka Ha HUBO aKTUBHOCTM aHTUOKCUAATUBHUX
eH3nma koa napBe Ephemera danica (Insecta, Ephemeroptera)

Koja je Moje ayTopcko aeno.

IuncepTaumjy ca cBuM npunosmma npegao/na cam y enekTpoHckoM dopmaTty norogHom
3a TpajHO apxuBupa-e.

Mojy AOKTOpPCKY AncepTtauujy noxpareHy y urntanHom penosntopujymy YHuBepauTeTa
y Beorpagy v gocTynHy y OTBOPEHOM MPUCTYNYy MOry Aa KOPUCTE CBW KOjU MOLUTYjY
ogpenbe cagpxaHe y opabpaHom Tmny nuueHue KpeatuBHe 3ajegnuue (Creative
Commons) 3a kojy cam ce oanyyuno/na.

1. AytopcTeo (CC BY)
2. AyTtopcTBO — HekomepuujanHo (CC BY-NC)
@AyTOpCTBO — HekomepumjanHo — 6e3 npepaga (CC BY-NC-ND)
4. AyTOpCTBO — HEKOMepUUjanHo — genutn nog uctum ycnosuma (CC BY-NC-SA)
5. AytopcTtBo — 6e3 npepaga (CC BY-ND)
6. AytopcTBo — Aenutu nog uctum ycnosmma (CC BY-SA)

(Monumo ga 3aoKpyXute camo jefHy o WeCT NoHyHeHnX nuueHuu.
KpaTtak onuc nuueHum je cactaBHM 4e0 OBe 13jaBe).

MoTnuc aytopa

Y Beorpagay,




1. AytopctBo. [lo3BorbaBaTe YMHOXaBakwe, OUCTPUbYLMjy M jaBHO caomniluTaBawe
Aena, u npepage, ako ce HaBeAe Mme aytopa Ha HaunH ogpeheH oa cTpaHe ayTtopa unm
AaBaoua nuueHue, Yak u y komepuujanHe cepxe. OBO je HajcrnobogHuja of CBUX
NULEHUMN.

2. AyTopcTBO — HeKOMepumMjanHo. [lo3BorbaBaTe yMHOXaBake, ANCTPMOYLINjY 1 jaBHO
caonwTaBawe gena, v npepage, ako ce HaBede MMme aytopa Ha HauuH ogpeheH of
cTpaHe aytopa unu gasaoua nuueHue. OBa nuvueHua He 003BOSbaBa KoMepuujanHy
ynoTpeby gena.

3. AyTopcTBO — HeKomepuumjanHo — 6e3 npepapga. [Jo3BorbaBaTe yMHOXaBahse,
anctpmbyumnjy M jaBHO caonwitaBake gena, 6e3 npomeHa, npeobnvkoBawa Wnn
ynoTpebe aena y cBOM Aeny, ako ce HaBeAe MMe ayTopa Ha HadvH ogpefeH oa cTpaHe
ayTopa unu gasaoua nuueHue. OBa nuueHua He [03BOSbaBa KoMepuumjanHy ynotpeby
aena. Y ogHOCy Ha CBe ocTare fn1ueHLe, OBOM JTMLIEHLIOM Ce orpaHnyaBa Hajpehm obum
npasa kopuwhera gena.

4. AyTOpCTBO — HEKOMepLMjanHo — AeNnUTU nog UCTUM ycrioBuMa. [lo3BorbaBare
yMHOXaBahe, AUCTpMbyunjy 1 jaBHO caoniwiTaBake Aena, U npepage, ako ce HaBede
MMe ayTopa Ha HauuH ogpefeH of cTpaHe ayTopa Mnu AaBaoua NULUEHLEe U ako ce
npepaga AMCTpUOyWMpa Mog WCTOM WM CRMYHOM nuvueHuoM. OBa nuueHua He
[,03BOSbaBa KoMepLyjandy ynotpeby aena v npepaaa.

5. AytopcTBO — 6e3 npepaga. [lo3BorbaBaTe yMHOXaBahe, AUCTpUbyuunjy n jaBHO
caonwrTaBawe gena, 6e3 npomeHa, npeobnmkoBawa nnu ynotpebe gena y cBom geny,
ako ce HaBede MMe ayTopa Ha HauyuH ogpeheH oa cTpaHe ayTtopa wnu gasaoua
nuueHue. OBa nuueHua Ao3BorbaBa kKoMepuumjanHy ynotpedy aena.

6. AyTopcTBO — pAenuTtu nop MUCTUM ycnoBuma. [lo3BorbaBate yMHOXaBawe,
ANcTpnbyumjy 1 jaBHO caoniwiTaBanwe Aena, u npepage, ako ce HaBeje uMme aytopa Ha
HauuH oppefeH oa cTpaHe ayTopa MM JaBaoua NUUEHLEe U ako ce npepaga
anctpmbympa nog WMCTOM uNU  cnuyHOM nuvueHuom. OBa nuvueHua [03BOrbaBa
KomepumjanHy ynotpeby gena u npepaga. CnnyHa je copTBEPCKMM nuvueHuama,
O[HOCHO InnueHuama oTBOPEeHOor Koaa.



