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Procena osetljivosti in vitro i in vivo testova u ekogenotokiskologiji i formulisanje smernica za
njihovu primenu u istraZivanjima na velikim ravni¢arskim rekama

Sazetak

Uvodenje metoda uslovljenim efektima (eng. effect based methods), ukljucujuéi i
genotoksikoloske metode, u programe monitoringa i nauc¢na istrazivanja na velikim ravnicarskim
rekama, omogucilo bi sveobuhvatniju procenu stanja ekosistema i odnosa izmedu samog hemijskog
i ekoloSkog statusa.

Osnovni ciljevi disertacije su ispitivanje osetljivosti in vitro i in vivo testova u
ekogenotoksikologiji i formulisanje smernica za njihovu primenu u istrazivanjima velikih
ravnicarskih reka. Studija je obuhvatila ukupno 17 lokaliteta u slivovima Velike Morave, Save i
Dunava. Za procenu genotoksi¢nog efekta nativnih i koncentrisanih uzoraka re¢ne vode, in vitro
pristup obuhvatio je SOS/umuC test, alkalni komet test na HepG2 i ZFL ¢elijama, kao i analizu
¢elijskog ciklusa na ZFL c¢elijama. In vivo pristup je za procenu genotoksi¢nosti obuhvatio alkalni,
Fpg modifikovani komet test, kao i mikronukleus test na ¢elijama krvi Alburnus alburnus (uklija).
Dodatno, ispitivana je osetljivost RAPD analize u detekciji genotoksi¢nog efekta. U in silico
pristupu na osnovu literature analiziran je toksi¢ni/genotoksi¢ni potencijal hemijskih parametara
koji su detektovani u vodi i u uklijama, a integrativnim metodama vrSena je kvantifikacija pritiska
zagadenja.

Biotestovi su pokazali razli¢itu osetljivost u detekciji genotoksi¢nog efekta. U in vitro
istrazivanju koncentrisani uzorci re¢ne vode su se pokazali pogodnim za testiranje
toksi¢nosti/genotoksic¢nosti, a ZFL ¢elije kao dobar model sistem. U in vivo istrazivanju A. alburnus
se pokazao kao pouzdan bioindikator. Najveca osetljivost u detekciji genotoksi¢nog efekta u
¢elijama krvi dobijena je u alkalnom komet testu. In silico analizom ne moze se izvrSiti potpuna
predikcija genotoksi¢nog efekta ksenobiotika na organizme.

Kljuéne reci: velike ravnicarske reke, ekogenotoksikoloska istrazivanja, in vitro pristup, in vivo
pristup, in silico pristup, osetljivost biotestova, ZFL ¢elijska linija, Alburnus alburnus (uklija),
mikrobioloSki indikatori fekalnog zagadenja, monitoring uslovljen efektima

Naucéna oblast: Biologija

Uza naucna oblast: Ekotoksikologija, Genotoksikologija, Mikrobiologija



Sensitivity assessment of in vitro and in vivo tests in ecogenotoxicology and guidelines
formulation for their application in studies of large lowland rivers

Abstract

The implementation of effect based methods, including genotoxicological methods, in
monitoring and research programs on large lowland rivers, could provide comprehensive
assessment of ecosystem quality and relationship between chemical and ecological status itself.

The main objectives of the dissertation are examination the sensitivity of in vitro and in vivo
tests in ecogenotoxicology and guidelines formulation for their application in studies of large
lowland rivers. The study included a total of 17 sites in the Velika Morava, Sava and Danube River
basins. To assess the genotoxic effect of native and concentrated river water samples, the in vitro
approach included the SOS/umuC test, alkaline comet test on HepG2 and ZFL cells, and cell cycle
analysis on ZFL cells. The in vivo approach for genotoxicity assessment included the alkaline, Fpg
modified comet and micronucleus test on Alburnus alburnus (bleak) blood cells. Also, the
sensitivity of RAPD analysis in the detection of genotoxic effects was examined. Within in silico
approach, based on the literature, the toxic/genotoxic potential of chemical parameters detected in
water and bleaks was analyzed while the quantification of pollution pressure was performed by
integrative methods.

Bioassays showed different sensitivity in detecting the genotoxic effect. Within in vitro
study, concentrated river water samples proved to be a suitable for toxicity/genotoxicity testing, and
ZFL cells a good model system. Within in vivo research, bleak proved to be a reliable bioindicator.
The highest sensitivity in the detection of genotoxic effect in blood cells was obtained in the
alkaline comet test. A complete prediction of the genotoxic effect of xenobiotics on organisms
cannot be performed by in silico analysis.

Key words: large lowland rivers, ecogenotoxicology research, in vitro approach, in vivo approach,
in silico approach, sensitivity of bioassays, ZFL cell line, Alburnus alburnus (bleak),
microbiological indicators of fecal pollution, effect based monitoring

Research area: Biology

Area of special interest: Ecotoxicology, Genotoxicology, Microbiology



Lista skracenica koriS¢enih u disertaciji:
3R - reduction (smanjenje), replacement (zamena), refinement (poboljSanje)
4-NQO - 4-nitrohinolin N-oksid
8-0x0G — 8-0kso guanin
AFLB1 - aflatoksin B1
AO - akridin oranz
ATTC - eng. American Type Culture Collection
BaP - benzo(a)piren
BPKs— bioloska potrosnja kiseonika
BSA - eng. bovine serum albumin
CDK - ciklin zavisna kinaza
Cl — kondicioni indeks
CYP enzim — citohrom 450 enzim
DMSO - dimetil sulfoksid
EBM - efektima uslovljene metode (eng. effect based methods)
ECHA - Evropska agencija za hemikalije
EDA - efektima usmerena analiza (eng. effect directed analyisis)
EDTA - etilendiaminosiréetna kiselina
EGF - eng. epidermal growth factor
EtBr — etidijum bromid
EU — Evropska Unija
FBS - eng. fetal bovine serum
FET — test akutne toksi¢nosti na embrionima riba (eng. fish embryo acute toxicity)
Fpg enzim - fordamidopirimidin glikozilaza
GZZJZ Beograd — Gradski zavod za javno zdravlje Beograd
HepG2 - ¢elijska linija humanog karcinoma jetre
HH — ,,jezevi*, jedra sa fragmentisanom DNK (eng. hadgehogs)
HPK- hemijska potrosnja kiseonika
ICP-OES - indukcijom spregnuta plazma — opti¢ko emisiona spektroskopija
IBR — integrisani odgovor biomarkera (eng. integrated biomarker response)
IPBR — eng. integrated pollution based response
IRR — ¢elijje sa iregularnim jedrima
JDS4 - ekspedicija Zajednickog istrazivanja Dunava (eng. The Joint Danube River Survey 4)
LCso— letalna koncentracija koja dovodi do 50 % smrtnosti (eng. lethal concentration 50)
LC-MS/MS - te¢na hromatografija-masena spektrometrija
LMP - agaroza niske tacke topljenja



LVSPE - ekstrakcije Cvrste faze iz uzoraka velike zapremine (eng. large volume sampling solid
phase extraction)

MDK - maksimalno dozvoljena koncentracija

MN — mikronukleus

MPI - indeks zagadenja metalima

MPN - eng. most probable number

MTS - 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-5-(3-carboksimetoksifenil)-2-(4-sulfofenil)-2H-tetrazolium
MUG - metilumberiferil-p-glukuronid

NMP - agaroza normalne tacke topljenja

NOEC - koncentracije bez Stetnog efekta (eng. no observed effect concentration)

NORMAN udruzenje - eng. network of reference laboratories, research centres and related
organisations for monitoring of emerging environmental substances

ODV - Okvirna direktiva o vodama

ONP - O-nitrofenol

ONPG - orto-nitrofenil-p-D-galaktopiranozid

OPI - indeks zagadenja organskim jedinjenjima

PAH - policikli¢ni aromati¢ni ugljovodonici (eng. polycylic aromatic hidrocarbons)
PBS - eng. phosphate buffered saline solution

PCB - polohlorovani bifenili (eng. polychlorinated byphenils)

PCR - lan¢ana reakcija polimeraze (eng. polymerase chain reaction)

PNEC - pretpostavljena koncentracija koja ne dovodi do efekta (eng. predicted no-effect
concentration)

QSAR modeli - modeli kvalitativnog odnosa struktura-aktivnost (eng. qualitative structure-activity
relationship models)

RAPD - nasumi¢no umnozena polimorfna DNK (eng. random amplified polymorphic DNA)
REF - relativni faktor obogacivanja (eng. relative enrichment factor)
RHMZ — Republicki hidrometeoroloski zavod

ROS - reaktivni oblici kiseonika (eng. reactive oxygen species)

RS — Republika Srbija

SD - standardna devijacija

SDS - natrijum dodecil sulfat

SE - standardna greska

SEPA — Agencija za zastitu zivotne sredine Republike Srbije

SPEC - kontrola procesa ekstrakcije (eng. solid phase extraction control)
SumTU — suma toksi¢nih jedinica

TC — ukupni koliformi (eng. total coliforms)

T1 %- intenzitet repa komete (eng. tail intensity)

TU - toksi¢na jedinica (eng. toxic unit)



UPGMA - eng. unweighted pair group method with aritmetic mean

ZFL - ¢elijska linija jetre zebrica
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1 UVOD

1.1 Zagadenje velikih ravnicarskih reka

Velike ravnicarske reke i njihove obale su hiljadama godina znacajna mesta za nastanak
prvih naselja i razvoj civilizacije jer su predstavljale izvor pijac¢e vode i hrane, a plodne doline su
koriS¢ene za gajenje prvih poljoprivrednih kultura. I danas ove reke imaju vaznu ulogu: najveci
gradovi smesteni su upravo u dolinama velikih reka, one predstavljaju glavne izvore pijace vode,
koriste se za navodnjavanje poljoprivrednih povrsina, u hidroenergetici, itd. Medutim, upravo zbog
guste naseljenosti obala, ravnicarske reke predstavljaju i glavne recipijente otpadnih voda i drugih
izvora zagadenja koji dospevaju direktno u njih, bez prethodnog tretmana ili nakon nekog vida
njihove prerade (primenom mehanickih, hemijskih i/ili bioloskih postupaka precis¢avanja) u
postrojenjima za preradu otpadnih voda. Pored hemijskih agenasa koji u vodenu sredinu dospevaju
zajedno sa otpadnim vodama, do promena u hemijskom sastavu sedimenta i vodenog stuba mogu
dovesti i hemijski agensi koji u povrsinske vode dospevaju usled drugih antropogenih aktivnosti
(poljoprivreda, stoCarstvo, se¢a Suma, itd.), ali i prirodnih procesa kao Sto su erozija, padavine, itd.

U zavisnosti od nacina dospevanja hemijskih agenasa u povrsinske vode, izvori zagadenja se
mogu podeliti na tackaste i difuzne (Kirschner i sar., 2009). Tackasti izvori zagadenja predstavljaju
lokalizovane ispuste kao $to su ispusti kolektora komunalnih i/ili industrijskih otpadnih voda i
procedne vode sa deponija. Sa druge strane, difuzni izvori zagadenja povrSinskih voda nastaju kao
posledica meteoroloskih dogadaja, kada zagadujuce supstance dospevaju u vodenu sredinu usled
spiranja zemljiSta nakon obilnih padavina, poplava ili kao posledica seCe Suma, poljoprivrednih
aktivnosti, stoCarstva, erozije tla, itd. (de Wit i sar., 2000; Campbell i sar., 2005). Problem upliva
zagadujucih supstanci poreklom iz lokalizovanih izvora zagadenja se u velikoj meri moze umanjiti
uvodenjem sistema za preradu otpadnih voda. Medutim, zemljama u razvoju, poput Srbije,
uvodenje kanalizacione mreze i postrojenja za preradu otpadnih voda predstavlja veliki finansijski
izdatak, te se veliki deo komunalnih i industrijskih otpadnih voda direktno (bez prethodnog
tretmana) ispusta u povrsinske vode. Za razliku od tackastih izvora, difuzni izvori zagadenja
predstavljaju ozbiljan izazov i za ekonomski razvijene zemlje s obzirom da se uplivi zagaduju¢ih
supstanci koje u vodenu sredinu dospevaju na ovaj nacin ¢esto ne mogu predvideti.

Velike ravnicarske reke su pod znacajnim antropogenim pritiscima, ali ovaj tip vodotokova
odlikuje i veliki proticaj vode koji doprinosi razblazenju zagadujuc¢ih supstanci. Usled toga, mnogi
ksenobiotici se u vodi nalaze u niskim koncentracijama, §to otezava ili onemogucava njihovu
detekciju standardnim hemijskim analizama.

Medutim, iako se u vodi mogu naéi u niskim koncentracijama (ng/l, pg/l), zagadujuce
supstance pojedina¢no ili u interakciji sa drugim jedinjenjima mogu izazvati razliite efekte na
akvati¢ne organizme. Na primer, policiklicni aromati¢ni ugljovodonici (eng. polycylic aromatic
hidrocarbons, PAH), dioksini, metali i metaloidi, farmaceutici, itd. mogu izazvati toksi¢ne
(Daughton i Ternes, 1999; Cooman i sar., 2003; Zhou i sar., 2006) i/ili genotoksi¢ne efekte (Vargas
i sar., 2001; Alvim i dos Reis Martinez, 2019; Khan i sar., 2019). Pored toga, dovode do fizioloskih
i histopatoloskih promena u organima (Kaur i Dua, 2015), ponaSaju se kao imunomodulatori
(Minguez i sar., 2014; Banday i sar., 2020) ili smanjuju reproduktivni potencijal akvati¢nih
organizama (Abe i sar., 2001; Runnalls i sar., 2013; Huang i sar., 2016). Dodatno, organska i
neorganska jedinjenja mogu se akumulirati u organizmima i biomagnifikovati u lancu ishrane
(Kaushik i Kaushik 2007; Katagi, 2010; Zhang i sar., 2015). Svi navedeni efekti mogu dovesti do
postepenog naruSavanja strukture populacija, do promena sastava zajednica, a sve to kao posledicu
moZe imati smanjenje biodiverziteta i degradaciju ¢itavih ekosistema.

Zbog karakteristika toka velikih ravnicarskih reka moze se postaviti pitanje da li je uticaj
zagadenja lokalnog karaktera ili se uticaj odraZzava na odredeni sektor reke. Naime, usled velikog
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protoka vode dolazi do meSanja i kretanja jedinjenja koja su prisutna u vodenom stubu i sedimentu.
Medutim, veliki protok i razblaZzenje oteZavaju procenu uticaja zagadenja na ispitivanom lokalitetu,
kao i procenu da li se taj uticaj odrazava samo na ograni¢eno podrucje, odnosno lokalitet, ili
zagadenje utiCe na vecu oblast. Stoga, da bi se ispitao realan uticaj zagadenja na zivi svet koji
naseljava vodenu sredinu potrebno je primeniti integrisani pristup koji ukljucuje hemijske analize u
vodi i akvati¢nim organizmima, ali i bateriju biotestova safinjenu od razlicitih test i/ili model
sistema kako bi se detektovale promene na razli¢itim nivoima bioloske ogranizacije.

1.2 Savremeni pristupi u monitoringu kvaliteta povrsinskih voda

Monitoring i procena kvaliteta povrSinskih voda zahteva analize hidromorfoloskih, fizi¢ko-
hemijskih, hemijskih i bioloskih karakteristika akvati¢nih ekosistema. U skladu sa dobijenim
podacima o stanju ekosistema moguce je utvrditi izvore zagadenja ispitivanog vodnog tela i dati
smernice o bezbednosti za koriS¢enje vode za pice, navodnjavanje, u rekreativne svrhe, itd.
Medutim, na kvalitet akvati¢nih ekosistema utice veliki broj varijabli (¢inioci abioti¢ke 1 bioticke
komponente) i prakti¢no je nemoguce analizirati sve. Zbog toga se postavlja pitanje kako odabrati
dovoljan (adekavatan) broj i tipove varijabli koje su reprezentativne i pouzdane u proceni stvarnog
stanja ispitivanog ekosistema.

U zavisnosti od ciljeva, postoje tri tipa monitoringa: nadzorni, operativni i istrazivacki
(European Commission, 2000). Nadzorni monitoring daje informaciju o kompletnom statusu
ekosistema i procenu dugoro¢nih promena koje mogu nastati kao posledica antropogenog uticaja.
Ovaj tip monitoringa zahteva pracenje stanja ekosistema najmanje godinu dana. Cilj operativnog
monitoringa je procena ili potvrdivanje statusa ekosistema koji su identifikovani kao rizi¢ni.
Istrazivacki monitoring se sprovodi ukoliko je doslo do naruSavanja statusa ekosistema, a uzrok je
nepoznat ili u slucaju procene uticaja akcidentnih zagadenja na ekosistem.

Iako u svetu ne postoji jedinstven sistem monitoringa povrSinskih voda, zemlje Clanice
Evropske Unije (EU), ali i veliki broj evropskih zemalja koje nisu ¢lanice, primenjuju zakonske
regulative EU o parametarima koji se prate i propisanim grani¢nim vrednostima tih parametara
(European Commission, 2006; European Parliament & Council, 2013). Okvirna direktiva o vodama
(ODV) (eng. Water Frame Directive) (EU Directive, 2000/60/EC; European Commission, 2000)
predstavlja klju¢nu evropsku zakonsku direktivu u oblasti upravljanja vodama. Jedan od osnovnih
ciljeva ODV je zastita ekoloSkog statusa akvati¢nih ekosistema, sprecavanje daljeg narusavanja
statusa 1/ili poboljSavanje trenutnog statusa akvati¢nih ekosistema EU.

Medutim, trenutno zakonski regulisani sistemi monitoringa EU, kao i zemalja koje nisu
¢lanice imaju nedostatke. Pre svega, mnoga hemijska jedinjenja nisu uklju¢ena u monitoring (npr.
bisfenol A, pesticidi karbamazepin, dimetoat, itd.), a istrazivanja su pokazala da su neka od tih
jedinjenja Cesto prisutna u povrSinskim vodama i da mogu izazvati razli¢ite efekte u akvati¢nim
organizmima (toksi¢ne, mutagene, narusavanje hormonalne ravnoteze i reproduktivne sposobnosti,
promene u ponasanju, itd.) (Kang i sar., 2007; Kim i sar., 2007; Pandey i sar. 2009).

1.2.1 Procena ekoloskog statusa povrsinskih voda

lako Republika Srbija nije ¢lanica EU, zakonodavstvo Republike Srbije je prepoznalo
znataj ODV (European Commission, 2000) koja imaju za cilj oCuvanje, zastitu i unapredenje
kvaliteta akvati¢nih ekosistema. 1z tog razloga, u saglasnosti sa EU pravilnicima, u Republici Srbiji
je donet Pravilnik o parametrima ekoloskog i hemijskog statusa povrSinskih voda i parametrima
hemijskog i kvantitativnog statusa podzemnih voda (dalje u tekstu Pravilnik) (,,Sluzbeni glasnik
RS” broj 74/2011) i dodatne uredbe: Uredba o grani¢nim vrednostima zagaduju¢ih materija u
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povrSinskim i podzemnim vodama i sedimentu i rokovima za njihovim dostizanje (,,Sluzbeni
glasnik RS” broj 50/2012) i Uredba o grani¢nim vrednostima prioritetnih hazardnih supstanci koje
zagaduju povrSinske vode i rokovima za njihovim dostizanje (,,Sluzbeni glasnik RS” broj 24/2014).

Prema Pravilniku (,,Sluzbeni glasnik RS” broj 74/2011) procena ekoloSkog
statusa/potencijala se vrSi na osnovu analiza bioloskih elemenata kvaliteta, hidromorfoloskih,
hemijskih 1 fizicko-hemijskih parametara koji su od znacaja za bioloSke elemente za dati tip vodnog
tela.

1.2.1.1 Hemijski i fizicko-hemijski parametri u proceni ekoloskog statusa
povrsinskih voda

Hemijsko zagadenje je jedan od najdominantnijih tipova zagadenja vodenih ekosistema. 1z
tog razloga, kvalitativne i1 kvantitativne hemijske analize povrSinskih i podzemnih voda veé
decenijama predstavljaju osnovu u proceni i pracenju stanja vodenih ekosistema, odnosno u
monitoringu vodenih ekosistema. Identifikacija polutanata moze ukazati i na izvore zagadenja. Na
primer, pesticidi i njihovi produkti transformacije u vodenu sredinu najées$¢e dospevaju spiranjem
okolnog poljoprivrednog zemljiSta. Samim tim, detekcija ovih agenasa u vodi moze ukazati na
poljoprivrednu aktivnost u blizini lokaliteta. Sa druge strane, detekcija poviSenih koncentracija
metala i metaloida u vodi ukazuje na industrijske aktivnosti, odnosno uticaj industrijskih otpadnih
voda, dok prisustvo farmaceutika, proizvoda za licnu negu, itd. ukazuju na uticaj komunalnih
otpadnih voda.

Hemijski status vodnog tela ukazuje da li je ono pod uticajem zagadenja prioritetnim
supstancama, prioritetnim hazardnim i drugim zagaduju¢im supstancama (,,Sluzbeni glasnik RS”
broj 74/2011). U okviru EU Direktive o prioritetnim supstancama (European Parliament & Council,
2013) nalazi se lista od 45 prioritetnih i prioritetnih hazardnih supstanci i za njih su propisane
maksimalno dozvoljene koncentracije u vodi. Za ove supstance je potvrdeno da predstavljaju
opasnost po zivotnu sredinu i ¢oveka, zbog Cega je neophodno da se smanji njihova pojava u
prirodi. U ovu grupu jedinjenja spadaju pesticidi, endokrini disruptori, metali, PAH-ovi, ftalati,
polihlorovani bifenili (eng. polychlorinated byphenils, PCB), itd. U skladu sa propisima EU, u
Republici Srbiji je doneta uredba u kojima su definisane prioritetne supstance i grani¢ne vrednosti u
povrsinskim vodama (,,Sluzbeni glasnik RS” broj 24/2014). Pored prioritetnih supstanci, u okviru
nadzornog monitoringa vazno je ukljuciti 1 zagadujuc¢e supstance koje nisu definisane kao
prioritetne, ali koje mogu uticati na naruSavanje kvaliteta povrsSinskih voda. U okviru Uredbe o
grani¢nim vrednostima zagadujuc¢ih materija u povrsinskim i podzemnim vodama i sedimentu i
rokovima za njihovim dostizanje (,,Sluzbeni glasnik RS” broj 50/2012) propisane su grani¢ne
vrednosti nutrijenata (ukupan azot, nitrati, nitriti, ortofosfati, itd.), saliniteta (hloridi, sulfati, ukupna
mineralizacija), pojedinih metala i metaloida (arsen, bor, bakr, cink, itd.) i organskih supstanci
(fenolna jedinjenja, naftni ugljovodonici, itd.). Poredenjem grani¢nih vrednosti 1 izmerene
koncentracije u vodi vrsi se Klasifikacija kvaliteta vode. Za procenu hemijskog statusa vazno je
uzeti u obzir i fizicko-hemijske elemente, s obzirom da temperatura vode, provodljivost, pH i ostali
parametri uti¢u na rastvorljivost hemijskih agenasa, kao i na moguce hemijske reakcije izmedu
ksenobiotika. Imajuci u vidu da je do 2013. godine registrovano 72 miliona pojedina¢nih supstanci
(Brack i sar., 2013) i da odreden procenat registrovanih supstanci ima komercijalnu upotrebu pa
samim tim mogu dospeti u akvati¢nu sredinu, jasno je da se trenutno procena hemijskog statusa
povrsinskih voda zasniva na analizi veoma malog broja hemijskih parametara.

1.2.1.2 Mikrobioloski parametri u proceni ekoloskog statusa povrsinskih voda

Tackasti 1/ili difuzni izvori zagadenja povrSinskih voda, pored zagadujuc¢ih supstanci, mogu
dovesti i do upliva mikroorganizama koji su prisutni u fecesu toplokrvnih Zivotinja. Fekalno
zagadenje predstavlja vazan problem, jer na taj nafin u vodenu sredinu mogu dospeti patogene
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bakterije, virusi i protozoe, zbog cega je potrebno ograni¢iti njeno koriS¢enje usled rizika po
zdravlje ljudi i Zivotinja. Iz tog razloga vazno je vrSiti procenu sanitarnog kvaliteta povrsinskih
voda kako bi se preventivno reagovalo, ogranicila upotreba kontaminirane vode i na taj nacin
sprecio nastanak oboljenja ljudi i Zivotinja. Medutim, patogeni mikroorganizmi se u vodenoj sredini
mogu na¢i u malom broju, zbog ¢ega ih je tesko detektovati, a cesto zahtevaju i specificne metode
za izolaciju i gajenje u laboratorijskim uslovima (Field i Samadpour, 2007). Sa druge strane,
mikroorganizmi normalne crevne flore toplokrvnih zivotinja i ¢oveka se nalaze u vec¢em broju, te ih
je lakse detektovati u akvati¢noj sredini 1 iz tog razloga su odabrani kao mikrobioloski indikatori
fekalnog zagadenja (WHO, 1958). Ukupni koliformi, fekalni koliformi i Escherichia coli
predstavljaju indikatore koji se danas koriste za procenu mikrobioloskog kvaliteta vode. U
koliformnu grupu bakterija spadaju rodovi iz familije Enterobacteriaceae koje fermentisu laktozu.
Ukupni koliformi (eng. total coliforms, TC) predstavljaju grupu gram negativnih, fakultativno
anaerobnih, nesporuliSucih bakterija koje fermentisu laktozu uz produkciju gasa i kiseline na 35 + 2
°C 1 prisutne su u digestivnom traktu beski¢menjaka i ki¢menjaka. Ova grupa bakterija razlaze
laktozu pomocu enzima [-galaktozidaze (APHA, 1998). U podgrupu ukupnih koliforma,
termotolerantni (fekalni) koliformi spadaju koliformne bakterije koje mogu fermentisati laktozu na
44,5 °C i poseduju enzime B-galaktozidazu i B-glukuronidazu (Bonde, 1977).

EU Direktiva o kvalitetu vode za pi¢e (European Commission, 1998) propisuje pracenje E.
coli i fekalnih enterokoka kao mikrobioloskih parametara samo za ona vodna tela koja se koristi kao
izvor pijac¢e vode. Sa druge strane, u Republici Srbiji su Pravilnikom (,,Sluzbeni glasnik RS” broj
74/2011) definisani mikrobioloski parametri koji se koriste za procenu ekoloSkog statusa svih
vodnih tela. Drugim re¢ima, vrsi se procena mikrobioloSkog kvaliteta svih vodnih tela koja su
ukljuc¢ena u nadzorni monitoring, a ne samo ona koja se koriste kao izvor pijace vode. U skladu sa
navedenim pravilnikom, procena mikrobioloSkog kvaliteta se vrSi na osnovu broja ukupnih
koliforma, fekalnih koliforma i broja fekalnih enterokoka u 100 ml uzorka vode (ISO 9308-2:2012).
Pored toga, odreduje se broj aerobnih heterotrofa u 1 ml uzorka i odnos oligotrofnih i heterotrofnih
bakterija.

1.2.1.3 Biomonitoring

Rezultati analiza fizi¢ko-hemijskih, hemijskih i mikrobioloskih elemenata kvaliteta vode u
okviru monitoringa mogu pruziti informacije o izvoru i distribuciji zagadenja akvaticnih
ekosistema. Medutim, ovakve analize ne mogu ukazati na efekte pojedinacnih jedinjenja i smeSa
zagaduju¢ih supstanci na bioticku komponentu ekosistema. Pra¢enjem promena na razli¢itim
nivoima bioloSke organizacije koje su posledica uticaja zagadenja moguce je utvrditi da li i na koji
naéin pojedina¢na ili smese jedinjenja uticu na akvaticne organizme. Iz tog razloga bioloski
elementi kvaliteta imaju vaznu ulogu u proceni ekoloSkog statusa akvati¢nih ekosistema.

Biomonitoring podrazumeva koris¢enje organizama, odnosno njihovih odgovora, u pracenju
promena u Zivotnoj sredini (Rosenberg, 1998). Nakon dejstva, hemijski agensi u organizmu mogu
ostaviti trag (marker, odnosno biomarker) svoje aktivnosti, $to je pokazatelj da je doSlo do izlaganja
organizama. Pri tome, markeri mogu biti hemijski agensi, njihovi produkti metabolizma ili
biomarkeri, tj. promene na razli¢itim nivoima bioloske organizacije (molekul, ¢elija, tkivo, organ,
sistem organa, jedinka, zajednica, ekosistem) koje su nastale nakon dejstva hemijskih agenasa
(Kosti¢-Vukovi¢, 2018).

U okviru biomonitoringa, za procenu ekoloSkog statusa ekosistema koriste se bioindikatori.
Organizmi ili zajednice organizama koji mogu detektovati uticaj stresora u zivotnoj sredini i koji se
zbog svoje osetljivosti mogu koristiti za procenu stanja ekosistema definiSu se kao bioindikatori
(Phillips 1 Philip, 1994). Pored odgovora na hroni¢no izlaganje zagaduju¢im agensima,
bioindikatori moraju biti osetljivi i na trenutne, nagle promene u okolini (Li i sar., 2010). Da bi se
klasifikovali kao bioindikatori akvati¢nih ekosistema, potrebno je da se zna ekologija organizama,
da deo ili ¢itav zivotni ciklus provode u vodenoj sredini, da zauzimaju vazno mesto u lancu ishrane,
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da se odlikuju velikom brojnos¢u i Sirokom rasprostranjenoscu jer se na taj nacin analize mogu vise
puta ponavljati i vr$iti poredenja izmedu razli¢itih lokaliteta. Bioindikatori treba da budu i dovoljne
veli¢ine kako bi bilo dovoljno tkiva i Celija za analize. Pored toga, bioindikatori treba da se
karakteriSu relativno lakim uzorkovanjem i uzgajanjem u laboratorijskim uslovima. Zatim, da bi
pruzili informacije o stanju odredenog podrucja, odnosno lokaliteta, organizmi bi trebalo da budu
slabo pokretni ili sesilni. Potrebno je da imaju dovoljno dug Zivotni vek kako bi mogle da se prate
eventualne razlike u osetljivosti razliCitih uzrasnih kategorija prema ispitivanim zagadujué¢im
agensima i potencijalno dejstvo hroni¢nog izlaganja ksenobioticima (Zhou i sar., 2008).

Za procenu stanja akvati¢nih ekosistema, mogu se koristi razli¢ite grupe organizama: alge,
vodene makrofite, makrobeski¢menjaci, vodozemci i ribe, pri ¢emu svaka grupa moze ispoljiti
razli¢itu osetljivost na prisustvo i dejstvo zagadujucih supstanci (Masese i sar., 2013). Kako bi se
izvrSila procena ekoloskog statusa/potencijala ispitivanog vodnog tela, ODV (European
Commission, 2000) i Pravilnik (,,Sluzbeni glasnik RS” broj 74/2011) propisuju analizu sastava
zajednica fitoplanktona, makrofita i fitobentosa, makrobeskicmenjaka i riba. Procena da li je doslo
do degradacije ispitivanog akvatiénog ekosistema vr$i se na osnovu vrednosti indeksa koji
analiziraju parametre raznovrsnosti, saprobnosti i prisustva indikatorskih vrsta i/ili zajednica koje su
osetljive na pojavu zagadenja u staniStu. Medutim, iako je u okviru nadzornog monitoringa
preporuceno pracenje promene u sastavu i strukturi zajednica organizama, treba imati u vidu da
promene na ovom nivou bioloSke organizacije Cesto predstavljaju odloZenu reakciju na promene u
Zivotnoj sredini. Sa druge strane, bioindikacija se moZe vrSiti i na nizim nivoima bioloSke
organizacije: molekularnom i/ili ¢elijskom nivou ¢ime se dobija uvid u prve bioloSke odgovore na
izmene sredinskih uslova. Samim tim, njihova detekcija mozZe predstavljati rane znake upozorenja
na promene u akvati¢nim ekosistemima.

Izbor odgovarajueg bioindikatora jedan od najvaznijih koraka i u istrazivaCkom
biomonitoringu, a njihov odabir zavisi od ciljeva biomonitoringa. Za procenu stanja akvati¢nih
ckosistema najéeScée se koriste makrobeski¢menjaci (Rygg, 1986; Rosenberg i Resh, 1993; Buffagni
i sar., 2004) i ribe (Stein i sar., 1992; Adams i sar., 1996; Chovanec i sar., 2003). Ribe imaju vaznu
ulogu u akvati¢nim ekosistemima, a zagadujuce supstance mogu uneti u sebe iz vode preko skrga ili
konzumacijom kontaminirane hrane (fitoplanktona, zooplanktona, beski¢menjaka, vodenih
makrofita). Zbog tih osobina, a pre svega zbog njihovog poloZaja u lancu ishrane, osetljivosti i
znacaja u ljudskoj ishrani, ribe se koriste kao bioindikatori za procenu nivoa sredinskog zagadenja
razlicitim hemijskim supstancama, medu kojima metali i metaloidi zauzimaju znacajno mesto
(Asuquo i sar., 2004; Sunjog i sar., 2012; Javed i sar., 2016; Kosti¢ i sar., 2017). Metali se mogu
podeliti na esencijalne i neesencijalne. Za razliku od esencijalnih elemenata, za koje se zna bioloska
uloga i koji su neophodni za funkcionsanje organizama, za neesencijalne ta uloga nije utvrdena, a za
neke elemente kao Sto su ziva, kadmijum, arsen, itd. je utvrdeno da indukuju negativne
metabolicke, fizioloske, histopatoloSke promene u organizmima (Fallah et al., 2011). Esencijalni
elementi u visokim koncentracijima, takode, mogu imati toksi¢ne efekte na organizme (Sfakianakis
I sar., 2015). Na primer, hrom, bakar, magnezijum i gvozde kada se u celiji nadu u visokim
koncentracijama tokom oksido-redukcionih reakcija dovode do produkcije slobodnih radikala koji
mogu narusiti strukturu biomolekula (Sevcikova i sar., 2011). Jedna od glavnih karakteristika
metala i metaloida je da se teSko ili se uopSte ne mogu degradovati. Pored toga, organizmi ih ne
mogu metabolisati, ali th mogu akumulirati u organima (pre svega u misi¢ima, jetri, Skrgama,
slezini, gonadama, itd.) i na taj nac¢in se mogu prenositi kroz lanac ishrane i dovesti do
biomagnifikacije (Ashraf i sar., 2006). Da bi se sprecio rizik po ljudsko zdravlje, uvedene su
zakonski regulisane maksimalno dozvoljene koncentracije (MDK) pojedinih metala i metaloida u
miSiénom tkivu. Republika Srbija je propisala MDK vrednosti za As, Cd, Cu, Hg, Fe i Pb
(,»Sluzbeni glasnik RS broj 29/2014), dok je Evropska komisija propisala MDK vrednosti za Cd,
Hg, Pb (European Commission, 2006).
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1.2.2 Efektima uslovljen monitoring

Jedan od glavnih nedostataka trenutno zakonski definisanih sistema nadzornog monitoringa
povrsinskih voda zemalja EU i Srbije je taj Sto se u proceni ekoloskog statusa analizira
koncentracija malog broja supstanci koje su definisane kao prioritetne (European Commission,
2008; European Parliament & Council, 2013), kao i koncentracije ograni¢enog broja drugih
elemenata i jednjenja (metali, metaloidi, hloridi, fosfati, sulfati, nitrati, nitriti, itd.). Uzimajuéi u
obzir da je u akvati¢nim ekosistemima prisutan veliki broj razli¢itih jedinjenja, da je detekcija svih
jedinjenja finansijski zahtevna i podrazumeva kompleksne hemijske analize, koje ne mogu ukazati
na kumulativno ili antagonisticko dejstvo viSe jedinjenja, rodila se ideja o novom pristupu —
efektima uslovljenom monitoringu (eng. effect based monitoring). Ovaj tip monitoringa
podrazumeva primenu tzv. efektima uslovljenih metoda (eng. effect based methods, EBMs, u
daljem tekstu EBM) i efektima usmerene analize (eng. effect directed analyisis, EDA) ¢&iji je
osnovni cilj detekcija bioloSkog odgovora na dejstvo jedinjenja iz sredine i identifikacija jedinjenja
prisutnih u akvaticnim ekosistemima koja su uzrokovala detektovane efekte (Brack i sar., 2019).
Primenom ovakvih analiza moguce je redukovati broj analiziranih supstanci, pri ¢emu to nece
uticati na definisanje krajnje ocene ekoloskog statusa. Osnovni koncept efektima uslovljenog
monitoringa (Hecker i Hollert, 2009; Weller, 2012; Wernersson i sar., 2015, Brack i sar., 2016) je:

e Primena EBM koje podrazmevaju kori$¢enje in vitro i in vivo testova, u kojima se
efekti dejstva pojedina¢nih supstanci ili smeSa na bioloske sisteme prate preko
razlicitih biomarkera

e Primena EDA koja podrazumeva primenu hemijskih analitickih metoda u kojima se
vrsi identifikacija supstanci u uzorcima za koje je zabelezen odgovor biomarkera

e Povezivanje detektovanih efekata sa identifikovanim supstancama

Primena odgovaraju¢ih biotestova omogucava pracenje efekata na razli¢itim nivoima
bioloske organizacije (subcelijski, ¢elijski, nivo tkiva, organa, jedinke, populacije, zajednice,
ekosistem) koji su posledica izlaganja pojedina¢nim ili smeSama jedinjenja. Samo za one uzorke za
koje je detektovan bioloski efekat dalje se vrSe kompleksne hemijske analize kako bi se
identifikovali uzrocnici, $to redukuje broj skupih i zahtevnih analiza. Do sada su se istrazivanja u
okviru koncepta EBM najviSe bazirala na pracenju efekata izazvanih oksidativnim stresom,
endokrinim disruptorima i/ili toksi¢énim efektima raznih pojedinac¢nih ili smesa supstanci (Hecker i
Hollert, 2009; Schulze i sar., 2010; Weiss i sar., 2011; Higley i sar., 2012; Wernersson i sar., 2015;
Brack 1 sar., 2016). Medutim, subtoksi¢ni efekti, naro¢ito oni koji se dogadaju na nivou DNK
molekula su veoma vazni jer ne predstavljaju opasnost samo u datom trenutku po te ¢elije, odnosno
jedinke, ve¢ se nastale promene na nivou DNK mogu preneti na potomstvo, $to moze dovesti do
naruSavanja geneticke strukture populacije. 1z tog razloga je vazno posvetiti veéu paznju
ekogenotoksikolosSkim istrazivanjima u biomonitoringu.

Uvodenje EBM u zakonske regulative koje se odnose na monitoring povrsinskih i
podzemnih voda moglo bi da omoguéi sveobuhvatniju procenu stanja ekosistema i da utvrdi vezu
izmedu dobijene procene hemijskog i ekoloSkog statusa. Medutim, da bi EBM postale deo
zakonskih regulativa, neophodno je jasno definisati metodologiju koja bi trebalo da bude
ekonomski isplativa i1 relativno jednostavna za izvodenje, da pruzi informacije koje mogu biti
primenjene u praksi u okviru plana upravljanja vodama (Wernersson i sar., 2015). Ove metode bi
mogle da imaju ulogu u proceni uticaja i pritiska zagadenja na vodna tela za koja se zna da su pod
antropogenim pritiskom, ali bi mogle da se primene i u istrazivackom monitoringu u okviru
ispitivanja onih oblasti koje nisu nadzornim monitoringom ocenjene kao rizi¢ne, jer se nalaze
daleko od poznatih izvora zagadenja. Zatim, u EBM se mogu pratiti bio/markeri koji predstavljaju
rane znake upozorenja, koji ukazuju na promene u ekosistemu i pre nego $to se te promene odraze
na visim nivoima bioloskim organizacije.
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1.3 Ekogenotoksikologija i DNK oStecenje kao biomarker u EBM

Genotoksikologija je oblast koja se bavi ispitivanjem interakcija agenasa sa DNK molekulom
i efektima tih interakcija na organizme (Shugart i Theodorakis, 1998). Glavni ciljevi
genotoksikologije su detekcija, analiza i odredivanje mehanizama delovanja agenasa koji interaguju
sa DNK molekulom i izazivaju o$tec¢enja pri niskim koncentracijama (ug/l, ng/l) (Moutschen,
1985). Ekogenotoksikologija je grana genotoksikologije Ciji je osnovni cilj procena efekata
zagadenja ekosistema genotoksi¢énim agenasima primenom genotoksikoloSkih metoda (Shugart i

Theodorakis, 1998).

Ostecenje DNK molekula je jedan od prvih efekata u organizmu koji moZe nastati usled
izloZenosti agensima. Kao posledica dejstva subtoksi¢nih koncentracija agenasa na nasledni
materijal mogu nastati jednolancani, dvolancani prekidi, DNK unakrsne veze, modifikacije baza.
Navedene promene na DNK molekulu mogu biti uzrokovane direktnom ili indirekthom
interakcijom. Primer direktne interakcije je dejstvo PAH-ova koji se mogu se kovalentno vezivati
za DNK molekul i na taj nacin narusavaju njegov integritet. Sa druge strane, primer indirektne
interakcije su agensi koji dovode do produkcije slobodnih radikala u ¢elijama koji potom interaguju
sa DNK molekulom. Iako ¢elije poseduju kompleksne mehanizme za reparaciju DNK molekula,
neka oSteCenja mogu ostati neispravljena i indukovati mutacije. Ukoliko se DNK oste¢enja u
somatskim ¢elijama ne isprave, ona mogu indukovati mutagenezu i/ili kancerogenezu, S§to moze
dovesti do negativnih efekata u pogledu fizioloSkog stanja i prezivljavanja jedinke (Waters i sar.,
1999). Ukoliko se ne isprave DNK oSte¢enja u gametima, nasta¢e mutacije koje se mogu odraziti na
reprodukciju 1 mogu se preneti na sledece generacije.

U ekogenotoksikoloskim istrazivanjima vazno je razgraniCiti citotoksi¢an u odnosu na
genotoksi¢an efekat. Toksi¢ne koncentracije jedinjenja indukuju, pored naruSavanje strukture
ostalih biomolekula i ¢elijskih struktura, visok stepen ostecenja DNK, zbog ¢ega dolazi do
fragmentacije ovog molekula, smrti ¢elije (apoptoze ili nekroze) pa i samog organizma. Sa druge
strane, u genotoksikologiji se prate promene na genetickom materijalu koje ne dovode do smrti
¢elije i/ili organizma. Da bi se iskljucio potencijalni toksi¢ni efekat u daljoj analizi, paralelno sa
genotoksikoloSkim testovima trebalo bi uraditi i testove za procenu vijabilnosti ¢éelija, odnosno
citotoksi¢nosti. Sa tim u vezi, u nau¢noj javnosti koja se bavi datom problematikom uspostavljen je
kosenzus po kome grani¢na stopa prezivljavanja iznosi 70 %, odnosno stopa prezivljavanja niza od
70 % ukazuje na citotoksiéni efekat i takvi uzorci ne ulaze u analize genotoksi¢nih efekata (Tice i
sar., 2000).

1.3.1 Primena in vitro i/ili in vivo testova u ekogenotoksikoloskim studijama

Za procenu uticaja genotoksi¢nih agenasa na organizme razvijeni su in vitro i/ili in vivo
testovi koji podrazumevaju upotrebu prokariotskih i eukariotskihn model/test sistema. Jedan od
najcesce koriS¢enih prokariotskih testova za procenu genotoksicnog potencijala nativnih i
koncentrisanih uzoraka iz prirode je standardizovani SOS/umuC test na bakterijskom soju
Salmonella typhimurium TA1535/pSK1002 (ISO/CD 13829, 2000). U ispitivanju uticaja
genotoksi¢nih agenasa na eukariotske model/test sisteme Cesto se koriste dva testa: komet test (test
elektroforeze pojedinacnih celija na gelu, eng. single cell gel electrophoresis), u kome se detektuje
DNK ostec¢enje kao biomarker izlaganja, 1 mikronukleus test, u kome se detektuje DNK ostecenje
kao biomarker efekta. Medutim, iako je danas veliki broj testova razvijen i dalje deo njih nije
standardizovan, Sto predstavlja problem u poredenju rezultata dobijenih u razli¢itim laboratorijama.

S obzirom da biotestovi omoguéuju detekciju samo odredenog tipa oStecenja DNK
molekula, sve vise se istiCe vaznost primene baterije biotestova, odnosno primena vise razlicitih
biotestova ¢ime se dobijaju kompletnije informacije o uticaju kako pojedinacnih hemijskih agenasa,
tako i kompleksnih hemijskih smesa i njihovih mehanizama dejstva (Dar i sar., 2016, Kolarevi¢ i
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sar., 2016a; 2016b Kracun-Kolarevi¢ i sar., 2016). Pored toga, da bi se dobio kompletniji uvid o
uticaju ispitivanih agenasa na bioloSke sisteme vazno je da baterija biotestova obuhvati i ispitivanja
na vise nivoa bioloske organizacije. Koris¢enjem baterije testova moze se ispitivati osetljivost
odabranih testova i/ili eksperimentalnih test, odnosno model sistema, Sto moZze biti od velike
vaznosti za buduca istrazivanja.

Ostecenja DNK molekula, takode, nastaju spontano u normalnim uslovima, bez dejstva
agenasa, zbog cega za svaku Celijsku liniju/organizam postoji odredeni nivo bazalnog oSte¢enja
DNK molekula. U istrazivanjima bazalni nivo DNK oSte¢enja celijskih linija se odreduje nakon
gajenja netretiranih ¢elija u odgovaraju¢em hranljivom medijumu. Ukoliko se istrazivanja sprovode
na organizmima, naj¢eSce se bazalni nivo DNK oStecenja odreduje u laboratorijskoj netretiranoj
grupi organizama, u organizmima koji su uzorkovani direktno iz sredine, sa referentnih lokaliteta,
ili u onim koji su koji su nakon uzorkovanja prosli odreden proces aklimacije u kontrolisanim
laboratorijskim uslovima. Kvantifikacija oStecenja kod izlaganih ¢elija ili organizama vr$i se u
odnosu na DNK ostecenja kod kontrolnih grupa (éelija/organizama). U istraZivanjima u kojima se
ispituje genotoksicni potencijal ekstrakata ili jedinjenja rastvorenih u rastvarac¢ima vazno je ispitati
da li sam rastvara¢ indukuje DNK oSte¢enja. U slucaju da rastvara¢ indukuje visi nivo DNK
oste¢enja u odnosu na bazalni, neophodno je prilagoditi koncentraciju rastvaraca u uzorcima ili
koristiti drugi rastvarac¢ koji nije genotoksi¢an.

1.3.1.1 Detekcija genotoksi¢nog potencijala SOS/umuC testom

SOS odgovor je prvi put opisan kod E. coli i predstavlja specificni mehanizam koji se
indukuje u slu¢aju nastanka mnogobrojnih DNK oSte¢enja i/ili zaustavljanja replikacije (Radman,
1975). Pored E. coli, sposobnost indukcije SOS odgovora imaju i bakterije Caulobacter crecentus,
Mycobacterium tuberculosis (Janion, 2008). Ukoliko neki agens indukuje jednolancani ili
dvolancani prekid DNK molekula dolazi do kaskadne ekspresije gena koji su ukljuceni u proces
reparacije. Prvo se eksprimiraju geni error-free mehanizama reparacije, koji ne greSe u toku
reparacije, odnosno nakon procesa reparacije oste¢enja DNK sekvenca ¢e biti precizno obnovljena.
U ovu grupu mehanizama spadaju nukleotidna i bazna ekscizija, kao i metil zavisna ekscizija
pogresno sparenih baza. Medutim, ukoliko ovi mehanizmi ne isprave sva oStecenja, aktiviraju se
error-prone mehanizmi, koji ne mogu kao error-free mehanizmi, pouzdano ,,prepoznati* ispravno
ili pogreSno sparene baze, Sto moze dovesti do promena u sekvenci i nastanka mutacija nakon
replikacije (Henrikus i sar., 2018). Jedan od error-prone mehanizama je translezijska sinteza koja je
deo SOS odgovora. Evolutivni znacaj SOS odgovora za prokariote je prezivljavanje po svaku cenu,
odnosno 1 po cenu nastanka velikog broja mutacija i nastavak replikacije uprkos povecanoj stopi
mutageneze. Regulacija SOS odgovora u koju je ukljuc¢eno oko 50 gena je pod kontrolom proteina
RecA i LexA (Maslowska i sar., 2019). Istrazivanja su pokazala da se SOS odgovor indukuje nakon
nastanka jednolancane DNK naspram oSteCene DNK matrice (Jaszczur i1 sar., 2016). Za
jednolan¢anu DNK se vezuje RecA protein formiraju¢i filament 1 uz prisustvo ATP kao izvora
energije prevodi se u aktivnu formu koja indukuje razgradnju LexA proteina koji je represor SOS
regulona. Razgradnjom represora indukuje se kaskadna ekspresija SOS gena Jedan od gena
ukljucenih u error-prone mehanizam SOS odgovora je umuC gen koji je iskoris¢en za SOS/umuC
test.

Zahvaljujuéi poznavanju mehanizma SOS odgovora konstruisan je SOS/umuC test u kome
se prati nivo DNK oste¢enja soja S. typhimurium TA1535/pSK1002. U ovom testu prati se nivo
ekspresije fuzionisanih umuC i lacZ gena koji se nalaze na plazmidima i aktiviraju se kao odgovor
na DNK oste¢enje. Naime, DNK oSteCenje je ,signal” za aktivaciju RecA proteina, razgradnju
LexA represora i eksprimiranje gena SOS odgovora, u ovom slu¢aju umuC gena (Slika 1.1).
Kolorimetrijskim merenjem aktivnosti enzima B galaktozidaze, produkta lacZ gena, moguce je
odrediti i stepen eksprimiranog umuC gena.

......
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efekat tek nakon metaboli¢ke obrade (Conney, 1982). Jetra ki¢menjaka je glavni organ u kome se
odvijaju metaboli¢ki procesi, a CYP enzimi (eng. cytochrome 450, CYP) imaju vaznu ulogu u
metabolickim procesima i aktiviranju promutagena (Franco i sar., 1999; Kamataki i sar., 2002;
Chiang i sar., 2011). Uvodenjem enzimske frakcije izolovane iz jetre pacova (S9) u SOS/umuC test
moguce je u in vitro uslovima obuhvatiti i istrazivanje promutagena koji su prisutni u uzorcima koji
se analiziraju (Nakamura i sar., 1987; Bihari i sar., 1990).

m RecA filament
i
I;'Razgradnja LexA proteina
DNK ostecenje f

romotor umuC::lacZ

DNK molekul v
LexA represor
Ekspresija umuC::lacZ

B galaktozidaza

Slika 1.1. Sematski prikaz indukcije SOS odgovora u S. typhimurium TA1535/pSK1002 nakon
DNK ostecenja.

1.3.1.2 Detekcija DNK oSte¢enja komet testom

Komet test je metoda u kojoj se mogu detektovati DNK oSte¢enja pojedinacnih celija
(Ostling 1 Johanson, 1984). Danas se najce$¢e primenjuje alkalna verzija testa pomocu koje je
moguce detektovati jednolancane, dvolancane prekide i alkalno labilna mesta (Singh, 1988) (Slika
1.2). Glavne prednosti ovog testa su te Sto je relativno brz i jeftin, dovoljno senzitivan, moguce je
analizirati DNK oste¢enja gotovo svih eukariotskih organizama (biljne ¢elije, ¢elije beskicmenjaka 1
ki¢menjaka) i1 eukariotskih model sistema (¢elijskih linija). U ovom testu prate se biomarkeri
izlaganja 1 zbog toga se njegovom primenom moze detektovati rani odgovor ¢elija na dejstvo
genotoksina. Zbog navedenih karakteristika, alkalni komet test je naSao primenu i u
ekogenotoksikologiji (Schnurstein i Braunbeck, 2001; Rajaguru i sar., 2003; Bolognesi i sar., 2004;
Frenzilli i sar., 2009; Aborgiba i sar., 2016; Kolarevi¢ i sar., 2016b; Kosti¢ i sar., 2016).

Hemijski agensi mogu indukovati DNK ostecenja produkcijom slobodnih radikala (Radetski
i sar., 2004; Liu i sar., 2009). Jedna od najvaznijih i najreaktivnijih grupa slobodnih radikala su
reaktivni oblici kiseonika (eng. reactive oxygen species, ROS). U reakciji sa DNK molekulom ROS
moze narusiti strukturu purinskih i pirimidinskih baza i dovesti do nastanka oksidovanih baza,
formiranja unakrsnih veza unutar istog lanca ili izmedu lanaca, DNK - protein veza (Cadet i
Wagner, 2013). Jedan od najces¢ih dogadaja nakon ROS dejstva na DNK molekul je nastanak
oksidovanog guanina (8-oxoG). Da bi se analizirala oSteCenja DNK nastala pod uticajem
oksidativnog stresa razvijen je modifikovani komet test koja podrazumeva tretman ¢elija enzimom
fordamidopirimidin glikozilazom (Fpg) koji prepoznaje i iseca oksidovane baze, pre svega 8-0xoG
(Tice i sar., 2000). Na taj nacin se u Fpg-modifikovanom testu, pored jednolancanih i dvolancanih
prekida i alkalno labilnih mesta, detektuju apurinska i apirimidinska mesta nastala isecanjem
oksidovanih baza. Analizom stepena oSte¢enja DNK molekula dobijenih u komet i Fpg-
modifikovanom testu mogucée je uvideti da li je glavni mehanizam indukcije DNK oste¢enja
produkcija ROS jedinjenja ili ne.
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Alkalni komet test

Denaturacija i
elektroforeza

neodteceni DNK molekuli

Denaturacija i
elektroforeza

DMK molekuli sa otefenjima

Fpg-modifikovani komet test

Denaturacija i
elektroforeza

>

DMK molekuli sa o3tecenjima

Slika 1.2. Sematski prikaz alkalnog i Fpg-modifikovanog komet testa.

Zbog nabrojanih osobina (osetljivost, ekonomski nije zahtevan za izvodenje, moze se
koristiti na razli¢itim tipovima celija, itd.), alkalni komet test je Cesto korisS¢ena metoda u
mnogobrojnim laboratorijama. Medutim, ova metoda jo§ uvek nije standardizovana usled cega
postoji velika varijabilnost u samom protokolu izmedu laboratorija (Collins i sar., 2008; Kumaravel
i sar., 2009; Magller i sar., 2010). Nepostojanje konsenzusa i medulaboratorijske kalibracije
metodologije dovodi do poteskoca prilikom uporedivanja rezultata studija. Poslednjih godina, u
cilju metodoloske harmonizacije, odnosno medulaboratorijske kolaboracije, uklju¢ene su razlicite
institucije kojima se Salju isti uzorci za testiranje kako bi se ispitalo da li postoji varijabilnost u
dobijenim rezultatima i ukoliko postoji, koji koraci tokom izvodenja procedure dovode do
varijabilnosti rezultata.

1.3.1.3 Detekcija trajnih promena na molekulu DNK mikronukleus testom

Mikronukleus test koristi se za analizu biomarkera efekta, odnosno trajnih promena u
genetickom materijalu. Mikronukleusi predstavljaju delove ili ¢itave hromozome koji nisu ukljuceni
u deobno vreteno tokom anafaze (Al-Sabti i Metcalfe, 1995; Kirsch-Volders i sar., 2003). Usled
delovanja genotoksi¢nog agensa moze do¢i do fragmentisanja dela hromozoma (klastogeni efekat)
ili gubitka c¢itavog hromozoma (aneugeni efekat), tako da u toku celijske deobe ne mogu biti
obuhvaceni deobnim vretenom, ne krecu se ka polovima ¢elije 1 ne ulaze u sastav jedra nakon deobe
(Heddle, 1973; Schmidt, 1975) (Slika 1.3). Agensi prisutni u akvati¢nim eckosistemima mogu
indukovati ovakve hromozomske promene i zbog toga njihova detekcija i kvantifikacija moze biti
jedna od metoda u okviru monitoringa vodenih ekosistema (Rocha i sar., 2019).

Mikronukleus test je jednostavna i brza metoda koja omogucava detekciju klastogenog i
aneugenog efekta, kao i1 detekciju cCelija sa fragmentisanim jedrom koje mogu biti indikatori
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apoptoze (Heddle i sar., 1991). U ekogenotoksikoloskim istrazivanjima mikronukleus test se ¢esto
primenjuje na tkivima riba (Ayllon i Garcia-Vazquez, 2000; Barsiené i sar., 2006; Udroiu, 2006; de
Lemos i sar., 2007; Boettcher i sar., 2010). Jedno od najces$¢e koris¢enih tkiva riba je krv zbog
jednostavnog uzorkovanja i pripreme preparata (Hooftman i sar., 1982; Costa i Costa, 2007; Nwani
i sar., 2011; Kracun-Kolarevi¢, 2016).

Klastogeni efekat

Deobnovreteno

== BN
Dejstvo ™ I
genotoksicnog e - \ >
agensa Ce\'{\s*a

Deo hromozoma koji nije
obuhvacen deobnim vretenom

‘ Aneugeni efekat
CG”/‘%?O’G
Oba A
N
—

=
Py
Deobnovreteno

Hromozom koji nije
obuhvacen deobnim vretenom

Slika 1.3. Sematski prikaz nastanka mikronukleusa nakon gubitka dela ili ¢itavog hromozoma.

lako mikronukleus test ima Siroku primenu u ekogenotoksikoloskim istrazivanjima, joS uvek
ne postoji jasno usaglaSene smernice o optimalnom broju ukupno analiziranih celija. Naime,
pojedini istrazivaci odreduju ucestalost pojave mikronukleusa uzimajuéi u obzir analizu 2.000
jedara po uzorku (de Lemos i sar., 2007; Kim i sar., 2007), dok drugi analiziraju vise od 4.000
(Kumar i sar., 2013; Deutschmann i sar., 2016). Savremena istrazivanja bave se optimizacijom
mikronukleus testa primenom proto¢ne citometrije pomocu koje je moguce izvrsiti diskriminaciju
¢elija na one sa ili bez mikronukleusa analizom velikog broja ,,dogadaja“, odnosno ¢elija (preko
10.000). Automatskom analizom uzoraka iskljuCuje se subjektivnost u ovom procesu, odnosno
smanjuje se moguénost previda ili pogresna detekcija mikronukleusa.

1.3.1.4 Detekcija promena u ¢elijskom ciklusu

Celijski ciklus ¢ini pet faza: G (presinteti¢ka, pripema éelije za replikaciju), S (faza DNK
replikacije), G, (postsinteticka, priprema celije za deobu), M (faza deobe) i Gy (faza mirovanja)
(Shackelford i sar., 1999) izmedu kojih se nalaze tzv. kontrolne tacke (eng. checkpoints) u kojima
se proverava narusavanje ciklusa ili integriteta njegovih komponenti. Na ovaj nacin se vr$i provera
pravilnosti sinteze molekula DNK.

Kontrolne tacke se nalaze izmedu Gi i S, zatim nakon S, kao i izmedu S i M faza
(Shackelford i sar., 1999) i ukoliko je doslo do promena, ¢elijski ciklus ¢e biti zaustavljen. Na
primer, ¢elije koje su izlozene genotoksi¢nim agensima u ranoj G; fazi mogu zaustaviti Celijski
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ciklus u kasnoj G; fazi, a ukoliko su izlozene u kasnoj G ili S fazi, ¢elije ¢e odloziti sintezu DNK.
Takode, ukoliko su celije izloZzene genotoksi¢nim agensima tokom G faze, do¢i ¢e do njenog
prolongiranja i odlaganja mitoze.

U slucaju kada je prisutan veliki broj DNK ostecenja koja se ne mogu ispraviti, ¢elija ¢e uci
u proces programirane smrti, odnosno indukovace se apoptoza (Schafer, 1998). Proteini ciklin
zavisne kinase (CDK) imaju vaznu ulogu u ¢eliji jer reguliSu ekspresiju gena koji su neophodni za
pravilno odvijanje ¢elijskog ciklusa (p53, p21, pl6, itd.) (Schafer, 1998). 1z tog razloga, jedan od
nacina detekcije genotoksi¢nih i/ili citotoksi¢nih efekata jeste i pracenje markera specificnih za
odredenu fazu celijskog ciklusa koji ukazuju da li se ciklus odvija neometano, kao i pracenjem
markera koji su indikatori apoptoze.

Primena proto¢ne citometrije je jedna od metoda koja se koristi za ispitivanje uticaja
agenasa na celijski ciklus. Metoda se zasniva na diskriminaciji ¢elija (,,dogadaja*) koja se moze
vr$iti na osnovu nekoliko parametara: tipa Celije, veli¢ine, granularnosti, zatim mogu se koristiti
razlic¢ita fluorescentrno obojeno antitela ili neki drugi fluorescentno obojeni molekuli (Macey,
2007). U slucaju analize efekata agenasa na celijski ciklus mogu se pratiti odgovarajuci proteinski
markeri proliferacije na osnovu Cega Se moZze utvrditi mehanizam dejstva ispitivanih agenasa
(Pozarowski i Darzynkiewicz, 2004; Pezdirc i sar., 2013; Straser i sar., 2013).

1.3.1.5 Procena genotoksi¢nosti na 0sNovu nasumi¢no umnoZene polimorfne
DNK

Nasumi¢no umnozena polimorfna DNK (eng. random amplified polymorphic DNA, RAPD)
je metoda lancane reakcije polimeraze (eng. polymerase chain reaction, PCR) u kojoj se koriste
kratki prajmeri za nasumi¢nu amplifikaciju genomske DNK sekvence (Williams 1 sar., 1990) i ima
primenu, pre svega, za mapiranje gena u taksonomiji i populacionoj genetici (Hadrys i sar., 1992;
Stammers i sar., 1995; Iruela i sar., 2002). Jedna od osnovnih prednosti metode je u tome Sto se
moze primeniti na bilo koju wvrstu, bez prethodnog poznavanja genotipa. Iz ugla
ekogenotoksikologije, osnovna prednost RAPD metode je $to moZe detektovati mutacije, DNK
prekide, adukte, oSte¢enja uzrokovana oksidativnim stresom, itd. (Atienzar i sar., 2000).
Istrazivanja su pokazala da ova metoda moze pruziti informacije o efektima genotoksi¢nih agenasa
u ex situ i in situ uslovima (Atienzar i sar., 2001; Hagger i sar., 2005; Zhou i sar., 2011; Salem i
sar., 2014; Kolarevi¢ i sar., 2018).

Ukoliko postoji razlika u sekvencama, odabrani prajmeri ¢e se vezivati na razli¢itim
mestima i umnozavace se razli¢iti regioni DNK, §to ¢e, nakon elektroforeze, dovesti do nastanka
razli¢itih profila fragmenata (umnozenih DNK regiona) (Slika 1.4). Prisustvo i/ili odsustvo, kao i
intenzitet fragmenata moze se koristiti za procenu sli¢nosti, odnosno razlika izmedu sekvenci
ispitivanih genomskih DNK (Welsh i McClelland, 1990).
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Sekvenca1 Sekvenca 2
Mesto vezivanja Mesto vezivanja Mesto vezivanja
prajmera prajmera prajmera
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Marker Sekvenca1 Sekvenca2

Slika 1.4. Sematski prikaz RAPD testa.

1.3.2 Pristupi u istrazivanju u ekogenotoksikologiji

Procena uticaja genotoksi¢nih agenasa na ekosisteme je kompleksan problem i zbog toga su
se tokom decenija razvijali razliciti pristupi koji bi omogucili §to realniji uvid u ovu problematiku.
Danas se u okviru ekogenotoksikoloskih istrazivanja mogu vrsiti razli¢iti tipovi biomonitoringa.

Pre svega, istrazivanja mogu ukljuciti in vitro i in vivo ispitivanja. In vitro pristup
podrazumeva upotrebu celijskih linija i primarnih kultura tkiva. Danas je ovakav tip istrazivanja
veoma rasprostranjen u razliitim granama biologije i medicine, pre svega iz etickih razloga,
odnosno dobrobiti oglednih Zivotinja i 3R pravila (eng. reduction - smanjenje, replacement -
zamena, refinement - poboljsanje). Pored toga, karakteristike razli¢itih ¢elijskih linija i kultura tkiva
su dobro poznate, ¢ime se istraziva¢ima olakSava odabir odgovarajuc¢eg model sistema. Dodatno,
rezultati dobijeni u in vitro uslovima mogu nam dati informacije o mehanizmima delovanja
zagadujucih supstanci na nivou Celija. Posto je ¢elija osnovna jedinica svakog organizma, rezultati
koji se dobijaju na ovom nivou bioloske organizacije se mogu ekstrapolirati na sledece,
kompleksnije nivoe, tkiva, odnosno jedinke. Sa druge strane, in vivo istraZivanja ukljucuju
ispitivanja na ¢itavom organizmu i mogu pokazati da li postoji integrisani odgovor na nivou ¢itavog
organizma koji je izlozen zagadujuéim supstancama. Pored toga, in vivo ispitivanja se mogu
sprovoditi ex situ, odnosno u laboratorijskim kontrolisanim uslovima i in situ, odnosno direktno u
Zivotnoj sredini, na lokalitetu od interesa. Dalje, u in situ uslovima moguée je primeniti dve vrste
biomonitoringa: pasivni i aktivni. Pasivni monitoring podrazumeva ispitivanje uticaja sredinskog
stresa koriste¢i organizme koje zive na ispitivanom lokalitetu (Kolarevi¢, 2014). Aktivni
biomonitoring predstavlja pracenje uticaja sredinskog stresa na organizmima koji su izlozeni
odredeni vremenski period na lokalitetu od interesa (Kolarevi¢, 2014). Organizmi koji se koriste u
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aktivnom monitoringu moraju pro¢i proces aklimacije u kontrolisanim laboratorijskim uslovima ili
moraju biti uzorkovani sa referentnih lokaliteta.

Postojanje Sirokog dijapazona pristupa koji se mogu primeniti za ekogenotoksikoloske
analize moze predstavljati i problem jer ne postoji usaglasenost nau¢ne zajednice po pitanju odabira
pristupa, odnosno metodologije istrazivanja. Tako na primer ne postoje definisane smernice kada
raditi in vitro ili in vivo, odnosno ex situ ili in situ istraZivanje. Zatim, ne postoji jasan konsenzus
koje test/model sisteme treba Koristiti, te da li je bolje raditi aktivan ili pasivan monitoring, itd.

1.3.3 Exsitu/in vitro istrazivanja

Kao Sto je ve¢ pomenuto, ex situ istrazivanja podrazumevaju ispitivanje uticaja agenasa u
laboratorijskim uslovima. Celijske linije predstavljaju jedan od ¢estih modela koji se koriste u in
vitro testiranju 1 imaju Siroku primenu u ekogenotoksikoloSkim istrazivanjima akvati¢nih
ekosistema (Segner, 1998).

Kao odgovori na dejstvo toksi¢nih i subtoksi¢nih koncentracija agenasa mogu se pratiti
promene u ,,ponasanju‘ ¢elija (brzina rasta ¢elija i vreme izmedu dve deobe, sposobnost ili odsustvo
adhezije), ucestalost pojave apoptoze, da li je doSlo do oSte¢enja DNK molekula i koji su
mehanizmi delovanja agenasa na éelije. Celije rastu u monosloju ili formiraju manje agregate zbog
Cega se moze smatrati da su sve Celije podjednako izlozene agensima, $to olakSava detekciju
njihovog efekta. Pored toga, osobine ¢elijskih linija su dobro proucene, $to olakSava istrazivacima
da odaberu odgovaraju¢i model sistem u zavisnosti od efekta koji prate i da primene odgovarajucu
metodologiju. Dodatno, in vitro istrazivanja omogucavaju testiranje u ve¢em broju ponavljanja, $to
moze biti problem u istrazivanjima in vivo. Iz etickog ugla, koris¢enje celijskih linija moze
redukovati broj zrtvovanih organizama koji se inaCe koriste u in vivo istrazivanjima. Medutim,
uprkos brojnim prednostima, in vitro istrazivanja imaju i nedostatke. U akvati¢nim ekosistemima
dolazi do konstantnih promena uslova koji vladaju u zivotnoj sredini, te je tesko ili nemoguce takve
uslove posti¢i u laboratoriji.

Celijska linija humanog karcinoma jetre (eng. human hepatoma cell line, HepG2) je &est
model sistem u toksikoloskim (Aston i sar., 2000; Cederbaum i sar., 2001; Marabini i sar., 2006),
ali i u genotoksikoloskim istrazivanjima (Naji-Ali i sar., 1994; Lu i sar., 2004; Zegura i sar., 2009).
Jedna od najvaznijih karakteristika HepG2 ¢elija, zbog koje se koriste u ovim istrazivanjima, je
njihova metabolicka aktivnost. Naime, ove celije poseduju enzime koji su ukljuceni u fazu I
metabolizma ksenobiotika, odnosno CYP enzime i enzime faze II koji su ukljuceni u procese
detoksifikacije (glutation-S transferazu M1, mikrozomalnu epoksidnu hidrolazu, UDP-
glukuronsiltransferazu, N-acetil transferazu 1, NADP-kinon reduktazu 1) (Wilkening i sar., 2003).
Dejstvom navedenih enzima moZe do¢i do prevodenja nemutagene forme ksenobiotika u mutagenu.

Zbog znacaja riba kao indikatorskih organizama akvati¢nih ekosistema, kao i iz etickih
razloga rodila se ideja o formiranju primarnih ¢elijskih kultura riba. Danas postoji preko 300
¢elijskih linija riba, poreklom od razli¢itih vrsta, i izolovanih iz razli¢itih tkiva: ovarijuma, peraja,
ribljeg mehura, srca, slezine, jetre, koze, miSi¢a, mozga, itd. (Pandey, 2013). Zbog poikilotermne
prirode riba, optimalna temperatura za kultivaciju ovih ¢elija je najcesce ispod 30°C, dok se za
gajenje koriste hranljivi medijumi za gajenje sisarskih celija (Fent, 2001)

Celijska linija jetre zebrica (eng. zebra fish cell line, ZFL) je poreklom iz zdrave jetre adulta
Danio rerio (Hamilton, 1822). Ove ¢elije poseduju enzime koji su ukljuéeni u procese metabolicke
obrade ksenobiotika 1 detoksifikacije, kao Sto su: alanin aminotransferazu, aspartat
aminotransferazu, glukoza-6-fosfatazu i enzime sli¢ne citohromu P450 1A1 (Ghosh i sar., 1994).
Zbog sposobnosti metaboli¢ke aktivacije promutagena ZFL ¢elijska linija se esto koristi kao model
za procenu genotoksi¢nog potencijala pojedina¢nih agenasa (Zakhama-Sraieb i sar., 2016; Novak i
sar., 2017) ili slozenih smeSa iz prirode (Lachner i sar., 2015; Isidori i sar., 2016).
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1.3.4 Insitu/in vivo istrazivanja

U okviru in situ istraZivanja jedan od najbitnijih koraka je odabir odgovarajuceg bioindikatora i
biomarkera. Ukoliko se u ovakvom tipu istrazivanja koriste in vivo testovi za ispitivanje
citotoksi¢nog i genotoksi¢nog potencijala akvati¢nih ekosistema potrebno je da organizmi
ispunjavaju kriterijume Kkoji su opisani u delu 1.2.1.3. U ekogenotoksikoloSkim istrazivanjima
akvati¢nih ekosistema jedna od najceSce koriS¢enih bioindikatorskih grupa organizama su ribe. Kod
mnogih vrsta riba utvrdena je osetljivost na prisustvo genotoksi¢nih agenasa u vodenoj sredini (Al-
Sabti i Metcalfe, 1995, Kosti¢ i sar., 2016; Sunjog i sar., 2016) i slican odgovor na dejstvo
zagadujuéih supstanci kao ostale grupe ki¢menjaka (Kleinow i sar., 1987). Ribe se mogu
okarakterisati kao dobri indikatori s obzirom da naseljavaju gotovo sve akvati¢ne ekosisteme i
relativno je lako izvrsiti identifikaciju do nivoa vrste. Mnoge vrste mogu imati relativno dug zivotni
vek (2-10 godina), zbog ¢ega se mogu koristiti za pracenje efekta akutnog i hroni¢nog izlaganja
zagadujué¢im supstancama. Pored toga, ribe zauzimaju najvise troficke nivoe pa su amplifikatori
zagaduju¢ih supstanci akumuliranih na nizim trofi¢kim nivoima (Al-Sabti i Metcalfe, 1995).
Ukoliko se uzorkuju sa izuzetno zagadenih lokaliteta moguce je lako uociti anatomske i morfoloske
promene, kao i promene u ponasanju (Weis i sar., 2001).

Pored prednosti riba kao bioindikatora ne treba zanemariti i njihove nedostatke. Pre svega,
iako je pozeljno da bioindikatorske vrste imaju mali areal kretanja, ribe ipak prelaze manje ili vece
distance tokom dnevno/no¢nih aktivnosti (potraga za hranom, tokom perioda razmnoZzavanja, itd.).
S obzirom da su agilni organizmi i da mogu migrirati usled stresnih uslova, u pasivhom
monitoringu nije moguce sa sigurnosc¢u tvrditi da su jedinke na ispitivanom lokalitetu zaista provele
najveci deo Zivotnog ciklusa tu ili period koji je dovoljan da se efekti zagadenja na tom lokalitetu
ispolje. Izlovljavanje moze izazvati stres jedinki koji takode moze biti detektovan kao odgovor
biomarkera. Takode, Cesto u okviru pasivnog monitoringa nije moguée uzorkovati jedinke iste
uzrasne kategorije, pola, itd. U slucaju aktivnog monitoringa, prilikom dizajna ogleda, treba voditi
racuna o duzini izlaganja i o broju jedinki u ograni¢enom prostoru U kojem su izlagane posto ovi
parametri mogu uticati na pojavu dodatnog stresa kod oglednih Zivotinja i dovesti do laznih
rezultata.

......

ekogenotoksikoloSka, je Alburnus alburnus (Linnaeus, 1758) (Slika 1.5). Vrsta A. alburnus ili
ukljeva, uklija, pripada porodici Cyprinidae i naseljava vode u Evropi i Aziji. Zbog Siroke
rasprostranjenosti, lakog uzorkovanja, velike brojnosti na lokalitetima i arealom kretanja malog
radijusa (Williams, 1965), ova vrsta je koris¢ena u razli¢itim studijama gde se pokazala kao dobar
indikator uticaja toksi¢nih 1 genotoksi¢nih agenasa (Linden 1 sar., 1979; Deutschmann 1 sar., 2016;
Ionescu i sar., 2016; Kolarevi¢ i sar., 2016a; Miloskovi¢ i sar., 2016). Karakterise se izduzenim,
boc¢no spljostenim telom, malom glavom i duZinom tela do 25 cm. Ledna strana je maslinasto
zelene boje, dok je ostatak tela srebrne boje. Najcesce zivi u velikim sporoteku¢im rekama i
jezerima, ali se mogu naéi i u brzim i plitkim rekama (Simonovié, 2001). Zive u jatima i uglavnom
se kre¢u neposredno ispod povrsine vode. Hrani se larvama insekata, kao 1 insektima sa povrsine
vode i planktonom (Kottelat i Freyhof, 2007). Nije konzumna vrsta, ali se koristi kao mamac u
ribolovu za karnivnorne vrste.
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Slika 1.5. Alburnus alburnus (preuzeto sa sajta: https://www.ifiske.se/en/fish-common-bleak.htm).

1.3.5 Insilico pristup

Poslednjih godina sve vecu paznju naucne javnosti koja se bavi EBM dobija in silico pristup
(Brack i sar., 2016; Shao i sar., 2019). Pojam in silico nastao je krajem osamdesetih godina proslog
veka i1 odnosi se na istrazivanja koja se baziraju na principima matematickog modelovanja i
predvidanja (Langton, 1989). Danas su razvijeni brojni kompjuterski programi i baze podataka u
kojima je izvrSena podela jedinjenja na osnovu hemijske strukture, ali i efekata detektovanih u
istrazivanjima in vitro i in vivo. Pretpostavka je da bi jedinjenja sli¢ne hemijske strukture trebalo da
imaju sli¢nu hemijsku aktivnost i, kao posledicu toga, da indukuju sli¢an bioloski odgovor (Palsson,
2000). Ovaj pristup omogucava istrazivacima da na osnovu hemijske strukture jedinjenja i analize
podataka iz baza (Acute Toxicity Database, ATSDR ToxProfiles, Cefic LRI AMBIT, RepDose,
itd.) predvide efekte ispitivanih jedinjenja. Jedan od najceS¢e korisS¢enih modela u bioloskim
istrazivanjima je kvalitativni odnos struktura-aktivnost (eng. qualitative structure-activity
relationship models, QSAR) (Bhatia i sar., 2015). Uvodenje ovakvih modela u istrazivanjima
ubrzalo bi identifikaciju potencijalnih zagadujuéih supstanci za koje ne postoje podaci o njihovim
bioloSkim efektima i1 to predvidanjem njihovog mehanizma delovanja na bioloske sisteme na
osnovu hemijske strukture. Medutim, Shao i sar. (2019) su pokazali da QSAR model ipak ne moze
predvideti efekte svih jedinjenja koji su prisutni u uzorcima iz vodene sredine. Samim tim, primena
iskljucivo in silico analize u istazivanjima moze dovesti do previda prisustva hemikalija koje se ne
nalazi u bazi podataka koja se koristi u modelovanju.

Kao $to je pomenuto, u vodenoj sredini je prisutan veliki broj supstanci koje nisu deo
nadzornog monitoringa, a koji mogu narusiti ekoloski status akvati¢nih ekosistema. 1z tog razloga,
ispitivanje uticaja supstanci na bioloSke sisteme i prioritizacija supstanci koje su uzrokovale efekte
je od velikog znacaja za kontrolu i prevenciju zagadenja, ali i za dalju procenu ekoloskog statusa
vodnog tela (Dulio i sar., 2018). Veliki broj medunarodnih akreditovanih laboratorija je prepoznalo
ovaj problem i formirana je jedinstvena i do sada najobimnija baza podataka u kojoj se pothranjuju
informacije o prisustvu novosintetisanih zagaduju¢ih supstanci (eng. emerging pollutants), a koje
nisu obuhvacene nadzornim monitoringom akvati¢nih ekosistema. Baza podataka pripada
NORMAN udruzenju (eng. network of reference laboratories, research centres and related
organisations for monitoring of emerging environmental substances, https://www.norman-
network.com). Najve¢i akcenat je stavljen na organske supstance koje gotovo svakodnevno
dospevaju u vodene ekosisteme, a koje organizmi mogu akumulirati. U ovu grupu spadaju
jedinjenja koja su nusprodukti proizvodnih procesa razli¢itih tipova industrija, zatim pesticidi,
herbicidi, farmaceutici, jedinjenja poreklom iz proizvoda za licnu negu, itd. Ova baza podataka je
otvorenog tipa po pitanju koriS¢enja podataka, te je dostupna i istaziva¢ima koji nisu ¢lanovi
NORMAN udruzenja.

NORMAN udruZenje primenjuje razlicite pristupe u detekciji jedinjenja, s obzirom na to da
se u nativnim uzorcima mnoga jedinjenja nalaze ispod limita detekcije analitickih uredaja. Iz tog
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razloga su konstruisani uredaji koji filtriraju desetine litara uzoraka vode i te uzorke koncentriSu
nekoliko hiljada puta. Na ovaj nacin je omogucena detekcija 1 onih jedinjenja koja zbog niskih
koncentracija ne bi mogla da se detektuju u nativnim uzorcima. Pored toga, istrazivanja ovog
udruzenja ukljucuju i detekciju akumuliranih jedinjenja u organizmima kako bi se procenio stvarni
uticaj zagadenja na bioticku komponentu ekosistema.

1.3.6 Integrisani pristupi u proceni uticaja zagadenja akvati¢nih ekosistema

Detekcija i1 kvantifikacija jedinjenja koja su prisutna u akvatiénim ekosistemima je prvi
korak u proceni uticaja realnih smesa jedinjenja iz Zivotne sredine. Medutim, pojedina¢ne vrednosti
koncentracija jedinjenja koje ulaze u sastav smeSa ne daju informacije o kumulativnom ili
antagonistickom efektu. Da bi se prevazi$ao ovaj problem, poslednjih decenija razvijeni su razliciti
pristupi zasnovani na integraciji vrednosti pojedinacnih merenja u jedinstveni indeks koji
predstavlja ukupnu meru rizika jedinjenja na organizme. Jedan od takvih pristupa, nastao Sesdesetih
godina XX veka, zasniva se na utvrdivanju tzv. toksi¢nih jedinica (eng. toxic unit, TU) (Sprague i
Ramsay, 1965). Ovaj pristup ima nekoliko koraka koji ukljucuju, prvo odredivanje koncentracije
svih jedinjenja prisutnih u vodenoj sredini, a zatim i detekciju najnize koncentracije pojedina¢nih
jedinjenja sa toksi¢nim efekatom na model organizam (Daphnia magna, Selenastrum subcapitata,
Pimephales promelas, Danio rerio, itd.). Najces¢e se kao efekat akutnog izlaganja prati najniza
koncentracija jedinjenja koja dovodi do 50 % smrtnosti (eng. lethal concentration 50, LC50), dok
se za analizu hroni¢nog izlaganja koristi pretpostavljena koncentracija jedinjenja koja ne dovodi do
efekta u organizmima (eng. predicted no-effect concentration, PNEC). Odnos izmerene
koncentracije i LC50/PNEC vrednosti predstavlja jedinicu toksi¢nosti za dato jedinjenje.
Sabiranjem dobijenih vrednosti toksicnih jedinica za svako jedinjnje koja je prisutno u istom uzorku
vode moze se utvditi kumulativni efekat, odnosno ukupan rizik ispitivane smeSe po akvaticne
organizme (Libralato i sar., 2010; Von der Ohe i De Zwart, 2013; Bundschuh i sar., 2014). Baza
podataka NORMAN udruzenja sadrzi podatke najnizin PNEC vrednosti za preko 60.000 supstanci
koje su dobijene na osnovu in vitro i in situ istrazivanja i QSAR analizom. Ovi podaci su javno
dostupni i mogu se koristiti za ra¢unanje sume hroni¢nih jedinica toksi¢nosti (eng. sum of toxic
units, SumTU).

Kao $to je ve¢ receno, primena EBM je od velikog znacaja jer moZe pruziti informacije o
efektima na razli¢itim nivoima bioloSke organizacije, ali, da bi se dobila sveobuhvatna slika o
pritiscima zagadivaca na nekom lokalitetu, potrebno je povezati sve efekte koji su detektovani u
razli¢itim biotestovima. Integrisani odgovor biomarkera (eng. inegrated biomarker response, IBR)
je metoda koja objedinjuje odgovore biomarkera, odnosno efekte dobijene u razlicitim biotestovima
u ,,generalni indeks stresa“ 1 na taj nacin olakSava interpretaciju rezultata i jednostavnije poredenje
izmedu lokaliteta (Beliaeff i Burgeot, 2002).

1.4 Slivovi velikih ravnic¢arskih reka u Srbiji

Reke Dunav, Sava, Tisa, Drina, Velika, Juzna, Zapadna Morava, Ibar i Kolubara su najvece
reke koje proticu kroz teritoriju Republike Srbije i predstavljaju vazan resurs. Voda iz ovih reka se
koristi za navodnjavanje poljoprivrednih povrSina, u industrijskim procesima, u hidroenergetici, za
sport i rekreaciju. Dodatno, Dunav i Sava su u ovom delu toka plovne zbog ¢ega imaju vaznu ulogu
u transportnom saobracaju. Imajuéi u vidu da naveéi broj navedenih tokova, pre svega ravnicarskih,
protice kroz gusto naseljene oblasti, glavni izvori zagadenja ovih ekosistema predstavljaju
komunalne 1 industrijske otpadne vode (tackasti izvori) 1 spiranje poljoprivrednog zemljista (kao tip
difuznog zagadenja).
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U okviru ove doktorske disertacije bice prikazani rezultati istrazivanja koja su sprovedena u
slivovima Velike Morave, Save i Dunava. Prema osnovnim hidromorfoloskim karakteristikama, svi
ispitivani lokaliteti se nalaze na sektorima re¢nih tokova koji pripadaju tipu ravnicarskih reka, ali se
razlike ogledaju u protoku vode, tipu podloge, Sirini i dubini re¢nog korita. Pored toga, ispitivani
lokaliteti su izlozeni razli¢itim tipovima zagadenja.

1.4.1 Sliv Velike Morave

Velika Morava nastaje u blizini Stala¢a nakon spajanja Zapadne i Juzne Morave i zajedno sa
tokom JuZzne Morave €ini najvecu nacionalnu reku duZzine 480 km. Prose¢ni godisnji protok Velike
Morave u blizini u§¢a u Dunav iznosi 230 m*/s (Gavrilovi¢ i Duki¢, 2002), a &itav sliv Velike
Morave odlikuju sezonska variranja u visini vodenog stuba i protoku vode (Ocokolji¢, 1997).
Velika Morava proti¢e kroz plodnu ravnicu koja je gusto naseljena i karakteriSe je intenzivna
poljoprivredna aktivnost, $to za posledicu ima modifikaciju hidromorfoloskih (uzrokovano
presecanjem meandara, izgradnjom kanala za navodnjavanje, narusavanjem re¢nog dna usled
eksploatacije peska i Sljnka), hemijskih i mikrobioloskih karakteristika toka (uzrokovanih uplivom
komunalnih i otpadnih voda, ¢vrstog otpada, nutrijenata i drugih organskih i neorganskih jedinjenja
kao posledica poljoprivredne aktivnosti, itd.) (Markovic i sar., 2011, 2014; Atanackovi¢, 2015).

Zapadna Morava nastaje spajanjem Detinje i Moravice nizvodno od PoZege i1 njena duzina
iznosi 184 km. Prose¢ni godisnji protok kod Stalac¢a iznosi 120 m®/s (Samardzi¢, 2013). Tok
Zapadne Morave je poslednjih decenija znaCajno izmenjen izgradnjom brana i tri akumulacije
(Ovéar, Meduvrsje i Parmenac) koje se nalaze neposredno uzvodno od Cacka. Takode, ovaj tok je
pod znacajnim uticajem zagadenja poreklom od nepreradenih komunalnih i industrijskih otpadnih
voda, ali 1 drugih izvora zagadenja kao Sto su poljoprivredne aktivnosti, stocarstvo, itd.

Juzna Morava nastaje spajanjem PreSevske i Binacke Moravice kod Bujanovca. Duzina toka
je 295 km, a proseéni godiS$nji protok kod Stalaca iznosi 100 m¥/s (Gavrilovi¢ 1 Duki¢, 2002).
Oblast kroz koju proti¢e Juzna Morava se odlikuje intezivnom poljoprivrednom aktivnoscu, te se se
ova delatnost smatra jednim od glavnih izvora zagadenja. Pored toga, nepreradene industrijske 1
komunalne otpadne vode predstavaljaju dodatne izvore zagadenja.

Ispitivanje u slivu Velike Morave obuhvatilo je veliko geografsko podrucje sliva koje je pod
uticajem razli€itih tipova zagadanja. U okviru ovog istrazivanja odabrano je osam lokaliteta: dva na
Velikoj Moravi, tri na Zapadnoj i tri na Juznoj Moravi.

1.4.2 Sliv Save

Sava nastaje u Sloveniji, spajanjem Save Bohinjke i Save Dolinke, i predstavlja znacajnu
desnu pritoku Dunava, u koji se uliva u Srbiji. Duzina ¢itavog toka je 940 km, dok deo toka koji
protice kroz Srbiju iznosi 206 km (Gavrilovi¢ i Duki¢, 2002). Kroz Srbiju proti¢e donji deo toka
Save koji karakteriSu hidromorfoloske odlike ravnic¢arske reke. Prosecni godisnji protok Save kod
Sremske Mitrovice iznosi 1500 m%/s (Gavrilovi¢ i Duki¢, 2002). lako postoje sezonske fluktuacije u
vodostaju i protoku, one nisu izrazene kao u slucaju vodotokova Velike, Zapadne i Juzne Morave.
Upravo zbog hidromorfolokih karakteristika donjeg dela toka i plodnih ravnica kroz koje protice,
ovaj sektor reke je pod uticajem zagadenja poreklom od poljoprivrednih aktivnosti. Pored toga,
Citav sliv Save naseljava 8,8 miliona stanovnika, $to ukazuje da na naruSavanje kvaliteta vode Save
1 pritoka uticu i komunalne i industrijske otpadne vode, pre svega otpadne vode koje se ulivaju u
Savu u njenom srednjem i donjem delu toka (Paunovi¢ i sar., 2012; Kolarevi¢ i sar., 2016a). Pored
toga, veliki pritisak zagadenja Save predstavljaju termolektrane ,,Nikola Tesla I i II (TENT I i II)
koje se nalaze u blizini Obrenovca. | pored pritisaka zagadenja, nakon prerade, voda iz Save je
dobrog kvaliteta i ima znacajnu ulogu u vodosnabdevanju Beograda.
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Istrazivanje u slivu Save je fokusirano na relativno kratak, ali kompleksan potez reke,
obuhvatajuci prostorno bliske lokalitete koji su pod pritiscima razliCitih tipova zagadenja. Odabrana
su tri lokaliteta na Savi uzvodno od Beograda (28 — 26 rkm).

1.4.3 Sliv Dunava

Dunav je druga najduza reka u Evropi sa duzinom toka od 2.780 km. Ova reka nastaje u
jugozapadnom delu Nemacke spajanjem reka Brigah i1 Breg. U oblasti slivnog podru¢ja Dunava
naseljeno je oko 160 miliona stanovnika (Paunovi¢ i sar., 2007), a Dunav i pritoke imaju vaznu
ulogu u vodosnabdevanju gradova i naselja vodom za pice, zatim navodnjavanju poljoprivrednih
povrsina i vodosnabdevanju za potrebe industrijskih aktivnosti. Pored toga, Dunav predstavlja
vazan medunarodni plovni put. Zbog guste naseljenosti i nedovoljnog broja fabrika za preradu
otpadnih voda, u razli¢itim sektorima Dunava i njegovih pritoka se ulivaju nedovoljno preradene, ili
U potpunosti nepreradene komunalne i industrijske vode, ¢ime se naruSava kvalitet vode ove reke i
njenih pritoka. Pored toga, tok Dunava je znacajno izmenjen usled presecanja meandara, izgradnje
velikog broja brana, akumulacija i kanala za navodnjavanje.

Kroz Srbiju proti¢e srednji i deo donjeg toka Dunava u duzini od 588 km (Atanackovié,
2015). Najznacajnije pritoke u delu toka koji proti¢e kroz Srbiju su Sava, Tisa i Velika Morava.
Prema vrednostima viSegodi$njeg proseka protoka, najveci uticaj na vodni rezim Dunava imaju
Sava (prose¢ni viSegodis$nji protok iznosi 5.310 mg/s) 1 Tisa (prosecni viSegodi$nji protok iznosi
3.690 m’s) (Atanackovi¢, 2015). Reka Dunav u delu toka kroz Srbiju je pretrpela velike
hidromorfoloSke promene usled izgradnje brane i hidrocentrale ,,Derdap I i ,Perdap I1%, ali je i
pod velikim pritiscima razli¢itih izvora zagadenja. Pre svega, nepreradene otpadne vode velikih
gradova kao §to su Novi Sad, Beograd i Pancevo negativno uti¢u na kvalitet vode Dunava. Pored
toga, industrijske otpadne vode velikih industrijskih postrojenja (Zelezara u Smederevu i
termoelektrana Kostolac) predstavljaju znacajne izvore zagadenja Dunava. Takode, na kvalitet vode
Dunava uticu i pritoke (Kolarevi¢ i sar., 2016b).

IstraZivanje u slivu Dunava radeno je na teritoriji Republike Srbije u okviru medunarodne
ekspedicije Zajednickog istrazivanja Dunava 4 (eng. The Joint Danube River Survey 4, JDS4) na tri
lokaliteta na Dunavu, jednom lokalitetu na Tisi i dva lokaliteta na Savi.

1.5 Procena genotoksi¢nog potencijala primenom baterije in vitro i in vivo
testova

Ova disertacija bavi se ispitivanjem osetljivosti testova, odnosno metoda koje se koriste u in
vitro i in vivo ekogenotoksikoloskim istrazivanjima na velikim ravnic¢arskim rekama.

U okviru in vitro istrazivanja ispitivani su cito/genotoksi¢ni potencijal nativnih i
koncentrisanih uzoraka povrSinskih voda sakupljenih na odabranim lokalitetima u slivovima tri
velike ravnicarske reke Srbije (Velika Morava, Sava i Dunav) primenom SOS/umuC testa,
diferencijalnog bojenja, MTS testa i alkalnog komet testa na HepG2 i ZFL ¢elijskim linijama.
Paralelno su radena i in vivo istrazivanja na jedinkama uklija koji su izlovljene na ispitivanim
lokalitetima. U okviru ovog dela istraZivanja vrSena je procena citotoksicnog efekta primenom
diferencijalnog bojenja i genotoksi¢nog efekta primenom alkalnog i Fpg-modifikovanog komet i
mikronukleus testa na ¢elijama krvi uklija. Dodatno, uzorci misic¢a jedinki kori$¢eni su za RAPD
test 1 za odredivanje koncentracije akumuliranih metala i metaloida.

Paralelno sa ekogenotoksikoloSkim ispitivanjima, na lokalitetima je vrSena procena
mikrobioloSkog kvaliteta vode. Mikrobioloske analize uzoraka vode vrSene su primenom Colilert
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18 sistema. Ovom metodom utvrden je najverovatniji broj ukupnih koliforma i E. coli u 100 ml
uzorka.

Znacajan deo disertacije ¢ini in silico pristup kojim je vrSena obrada podataka o
koncentracijama ksenobiotika na odabranim lokalitetima pri ¢emu su koriS¢eni veliki setovi
podataka iz nacionalnog monitoringa (Agencije za zaStitu zivotne sredine i Gradskog zavoda za
javno zdravlje Beograd), kao i baza podataka NORMAN udruzenja i Evropske agencije za
hemikalije (eng. European Chemicals Agency, ECHA). Na osnovu dostupne literature za svaku
detektovanu supstancu su analizirani toksi¢ni i genotoksi¢ni potencijal, a primenom razli¢itih
integrativnih metoda je uradena kvantifikacija pritiska zagadenja na ispitivanim lokalitetima.
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Ciljevi
2 CILJEVI

Velike ravnicarske reke su pod uticajem razlicitih tipova tackastog i difuznog zagadenja koje
mozZe dovesti do degradacije ekosistema. Jedan od prvih odgovora organizama na dejstvo
ksenobiotika je DNK osteé¢enje zbog Cega primena ekogenotoksikoloskih testova moze imati vaznu
ulogu u detekciji uticaja ksenobiotika pre nego $to se oni odraze na vise nivoe bioloSke organizacije
i ¢itav ekosistem. Medutim, jo§ uvek ne postoji jasna usaglasenost naucne zajednice na koji nacin
treba konstruisati bateriju biotestova za procenu genotoksi¢nog potencijala akvati¢nih ekostema.

U skladu sa prethodno navedenim cinjenicama, osnovni cilj ove disertacije je da se izvrsi
procena osetljivosti in vitro i in vivo testova koji imaju Siroku primenu u ekogenotoksikologiji i da
se formiraju smernice za ekogenotoksikoloska istrazivanja na velikim ravnicarskim rekama. Kako
bi se postigao navedeni naucni cilj definisani su slede¢i specificni ciljevi:

» Ispitivanje i poredenje osetljivosti prokariotskih i eukariotskih modela u in vitro uslovima
pri ispitivanju cito/genotoksi¢nih efekata nativnih i koncentrisanih uzoraka povrsinskih
voda.

> lIspitivanje osetljivosti in vivo testova na jedinkama uklije u detekciji cito/genotoksi¢nog
efekta u okviru in situ istrazivanja.

» Ispitivanje specifi¢nosti odgovora jedinki uklija u istrazivanjima koja obuhvataju prostorno
udaljene lokalitete (istrazivanje sliva Velike Morave i Dunava) i lokalitete koji su prostorno
bliski (istrazivanje sliva Save na lokalitetima na teritoriji opStine Obrenovac).

» Ispitivanje in silico pristupa u predikciji genotoksi¢nog potencijala na ispitivanim
lokalitetima na osnovu podataka o koncentracijama ksenobiotika u vodi i bioti.

» Proucavanje odnosa mikrobioloskih indikatora fekalnog zagadenja 1 koncentracije
ksenobiotika koji u akvati¢nu sredinu dospevaju uplivom otpadnih voda.

» Poredenje osetljivosti in vitro i in vivo testova u detekciji genotoksi¢nog efekta na primeru
studija slu€aja na Velikoj Moravi, Savi i Dunavu.

» Formulisanje smernica za ekogenotoksikoloSka istrazivanja na velikim ravni¢arskim
rekama.
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Materijal i metode

3 MATERIJAL I METODE

3.1 Materijal

3.1.1 Rastvori

Primarni stok 4-NQO (4-nitrohinolin N-oksid) (10 mg/ml)

4-NQO (Sigma Aldrich, SAD) 10 mg
Sterilna destilovana voda 1mi

Primarni stok BaP (benzo(a)piren) (10 mg/ml)

BaP (Sigma Aldrich, SAD) 10 mg
Dimetil sulfoksid (DMSQO) (Sigma Aldrich, SAD) 1ml

Primari stok aflatoksin B1 (AFLB1) (10 mg/ml)

Aflatoksin B1 (Sigma Aldrich, SAD) 10 mg
DMSO (Sigma Aldrich, SAD) 1mil

50 mM Etopozid

Etopozid (Sigma Aldrich, SAD) 29,4 mg
DMSO (Sigma Aldrich, SAD) 10 ml
S9 enzim

S9-SD jetre pacova indukovana alohlorom (Moltox, SAD). Koncentracija proteina u liofilizatu je
36,4 mg/ml.

B-pufer
Na2HPO4 x 2H20 (Sigma, USA ) 20,18 ¢
NaH2P04 x H20 (Sigma, USA) 550
KCI (Zdravlje Leskovac) 0,759
MgSQO,4 x 7H,0 (Sigma Aldrich, SAD) 0,259
Destilovana voda 1.000 ml
Betamerkaptoetanol (Sigma Aldrich, SAD) 20 ml
Natrijum dodecil sulfat (SDS) (Sigma Aldrich, SAD) 1lg

Rastvoriti Na,HPO,4 x 2H,0, NaH,PO4 x H,0, KCI i MgSO4 x 7H,0 u detilovanoj vodi, podesiti
pH na 7,0+0,2 i autoklavirati. Neposredno pre upotrebe rastvora dodati betamerkaptoetanol i SDS.

Reagens za prekidanje reakcije (1 M Na,CO3)

Na,CO3 (Alkaloid Skoplje, Makedonija) 10,59 g
Bidestilovana voda 100 ml
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Fosfatni pufer

Na2HPO4 x 2H20 (Sigma, USA ) 1,086 g
NaH2POs x H20 (Sigma, USA) 0,538 ¢
Destilovana voda 100 mi

Rastvoriti supstance u destilovanoj vodi, podesiti pH 7,0+0,2 i autoklavirati.
ONPG (2-nitrofenil-3-d-galaktopiranosid)

ONPG (Germany Bochringer wannhein GMBH, Nemacka) 45 mg
Fosfatni pufer 10 ml

Rastvoriti ONPG u fosfatnom puferu i ¢uvati na hladnom (4°C) i mracnom mestu.

1xPBS (Phosphate Buffered Saline)

Dulbecco's PBS (10x) (PAA The Cell Culture Company, Austrija) 10 ml
Sterilna destilovana voda 90 ml

0,01 g¢/ml DMEM HG

DMEM HG (Gibco, Thermo Fisher Scientific, SAD) 6,69 g
Destilovana voda 500 ml

Rastvoriti DMEM u destilovanoj vodi i podesiti pH na 7,4. Nakon toga sterilisati filtritanjem.

9 mg/ml Ham's F12

Ham's F12 (Gibco, Thermo Fisher Scientific, SAD) 2,269
Destilovana voda 250 ml

Rastvoriti Ham's F12 u destilovanoj vodi i podesiti pH na 7,4. Nakon toga sterilisati filtritanjem.

0,07 g¢/ml NaHCO3

NaHCO; (Sigma Aldrich, SAD) 2,26 g
Destilovana voda 33,42 mi

Sterilisati rastvor filtriranjem.

0,1 % BSA (Bovine Serum Albumin)

BSA (Sigma Aldrich, SAD) 0,19
1XPBS 100 ml

250 pg/ml EGF (Epidermal Growth Factor from mouse)

EGF (Sigma Aldrich, SAD) 100 pg
1XPBS (PAA, Austrija) 100 pl
0,1 % BSA (Sigma Aldrich, SAD) 300 pl
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0,1 % Tripsin

Tripsin (Gibco Life Technologies, Thermo Fisher Scientific, SAD)
EDTA (Sigma Aldrich, SAD)

NaCl (Himedia, Indija)

Glukozoaminohidrat (Sigma Aldrich, SAD)

NaHCO; (Sigma Aldrich, SAD)

Destilovana voda

10 % Anestetik za ribe

Eteri¢no ulje karanfili¢a 100 % (Probotanic, Srbija)
Etanol (98 %)

U posudu sa vodom sa lokaliteta dodaje se 1,1 ml anestetika na 1 | vode.

Heparin za oblaganje Spriceva i igli

5000 1U heparin natrijuma u 1 ml (Galenika, Srbija)
1XPBS (PAA, Austrija)

Pre uzorkovanja krvi isprati igle i Spriceve rastvorom heparina

Rastvor za lizu ¢elija (Rastvor I)

NaCl (Himedia, Indija)
EDTA (Sigma Aldrich, SAD)
Tris (Sigma Aldrich, SAD)
Destilovana voda

Materijal i metode

0,19
0,01g
0,89
0,1g
0,084 g
100 ml

1mil
9 ml

1ml
9ml

146,6 g
37,29
121¢g

1.000 ml

Nakon rastvaranja supstanci u destilovanoj vodi podestiti pH na 10. Neposredno pre izvodenja
eksperimenta dodati 1 % Triton X-100 (Sigma Aldrich, SAD). Za lizu ¢elija krvi riba dodaje se i 10

% DMSO (Sigma Aldrich, SAD). Cuvati na +4 °C.

10 M NaOH

NaOH (Sigma Aldrich, SAD)
Destilovana voda

0,2MEDTA

EDTA (Sigma Aldrich, SAD)
Destilovana voda

Rastvor za denaturaciju i elektroforezu, pH 13 (Rastvor I1)

10 M NaOH
0,2 M EDTA
Destilovana voda

Nije potrebno dodatno podeSavati pH vrednost. Cuvati na +4 °C.
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Rastvor za neutralizaciju (Rastvor 111)

Tris (Sigma Aldrich, SAD) 48,44 g
Destilovana voda 1.000 ml

Nakon rastvaranja Tris baze, podesiti pH na 7,5. Cuvati na +4 °C

1 % NMP (eng. Normal Melting Point Agarose)

NMP (Eurobio, Francuska) 1lg
Destilovana voda 99 ml

Zagrevati rastvor sve dok se agaroza ne rastvori.

1% NMP u PBS

NMP ( Eurobio, Francuska ) 19
1xPBS (PAA, Austrija) 99 ml

Zagrevati rastvor sve dok se agaroza ne rastvori. Cuvati na +4 °C.

1 % LMP (eng. Low Melting Point Agarose)

LMP (Sigma Aldrich, SAD) 1g
1XPBS (PAA, Austrija) 99 ml

Zagrevati rastvor na umerenoj temperaturi sve dok se agaroza ne rastvori. Cuvati na +4 °C.

Fpg enzim (Trevigen, Nemacka)

Primarni stok Fpg enzima je razblazen u 1xRec puferu (Trevigen, Nemacka), 500 U/ml. Za tretman
eritrocita koris¢en je enzim razblazen 300x u Fpg puferu.

Fpg pufer
HEPES (Sigma Aldrich, SAD) 2,383 ¢
KCI (Zdravlje, Srbija) 7,455 g
EDTA ( Sigma Aldrich, SAD ) 3,722 g
BSA (Sigma Aldrich, SAD) 01g
Destilovana voda 1.000 ml

Podesiti pH vrednost na 7,2. Ovako pripremljen pufer koristi se za rastvaranje enzima. Za ispiranje
mikroskopskih ploc€ica koristi se rastvor koji sadrzi sve supstance, osim BSA.

Ekstrakcioni pufer

TE pufer 1.134 ul
10 % SDS 60 pl
Proteinaza K (20 mg/ml) 20 pl
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TE pufer

Tris (Sigma Aldrich, SAD)
0,5 M EDTA (Sigma Aldrich, SAD)
Destilovana voda

Podesiti pH na 7,6 i autoklavirati. Cuvati na sobnoj temperaturi.

10 % SDS

SDS (Serva, Nemacka)
Destilovana voda

Ne autoklavirati. Cuvati na sobnoj temperaturi

0,5 M EDTA (Etilendiaminosircetna kiselina)

EDTA (Sigma Aldrich, SAD)
Destilovana voda

Podesiti pH na 8 i autoklavirati. Cuvati na sobnoj temperaturi.

50 mM Tris

Tris (Sigma Aldrich, SAD)
Destilovana voda

Podesiti pH na 8,0 i autoklavirati. Cuvati na sobnoj temperaturi.

3 mM CaCl,

CaCl, (Moss & Hemoss, Srbija)
Destilovana voda

Autoklavirati i Cuvati na sobnoj temperaturi.

Proteinaza K (20 mg/ml)

Proteinaza K (Sigma Aldrich, SAD)
50 mM Tris (pH 8)

3 mM CaCl,

85 % Glicerol (Zorka Sabac, Srbija)

Cuvati na -20 °C.
CTAB+PVP pufer

CTAB (Sigma Aldrich, SAD)
Tris (Sigma Aldrich, SAD)
NaCl (Sigma Aldrich, SAD)
0,5MEDTA

Destilovana voda

PVP (Sigma Aldrich, SAD)

Rastvoriti sve supstance osim PVP, podesiti pH na 8,0, zatim dodati PVP i autoklavirati. Cuvati na

sobnoj temperaturi.
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0,036 ¢
60 pul
Do 30 mi

5¢
45 ml

186,1 ¢
Do 1.000 ml

0,39
50 ml

0,39
30 ml

0,06 g
0,6 ml
0,6 ml
1,8 ml
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5SM C,H3NaO;

C,H3NaO, (Sigma Aldrich, SAD) 7449
Destilovana voda 30 ml

Podesiti pH na 5, pa autoklavirati. Cuvati na sobnoj temperaturi.

RNaza A (10 mg/ml)

RNaza A (Thermo Fisher Scientific, SAD) 0,019
Sterilna destilovana voda 1ml

Kuvati rastvor 15 min na 100 °C u vodenom kupatilu. Ohladiti i potom ¢uvati na -20 °C.

Kit za PCR reakciju
Qiagen Top Taq Master Mix (Qiagen, Nemacka).

Prajmeri za PCR reakciju

Za PCR reakciju koris¢eno je 6 prajmera (Eurofins Genomics, Nemacka) koncentracije 25uM (za
razblaZzenje koriS¢ena PCR voda).

Sekvence koriS¢enih prajmera (5'-3): GGTGCGGGAA, GTTTCGCTCC, GTAGACCCGT,
AAGAGCCCGT, AACGCGCAAC, CCCGTCAGCA

5XTBE pufer

Borna kiselina (Moss & Hemoss, Srbija) 27,49
Tris (Sigma Aldrich, SAD) 54 ¢
0,5 M EDTA (pH 8) 40 ml
Dejonizovana voda 960 ml

Cuvati na sobnoj temperaturi.

0,5xTBE pufer

5XTBE pufer 100 ml
Dejonizovana voda 900 ml

Cuvati na sobnoj temperaturi.

1,5 % agarozni gel za elektroforezu

Agaroza (Sigma Aldrich, SAD) 3,60
0,5xTBE pufer 240 ml
Etidijm bromid (10 mg/ml) ( Sigma Aldrich, SAD ) 9,6 ul

Istopiti agarozu u 0,5xTBE puferu. Kada se rastvor ohladi (dostigne temperaturu oko 40 °C) dodati
etidijum bromid. Nakon toga naliti rastvor agaroze u nosa¢ gela sa cesljevima. Kada se agaroza

.....

0,1 % boja tripan plavo

0,4 % tripan plavo (Thermo Fisher Sientific, SAD) 2,5 ml
1xPBS (PAA, Austrija) 7,5 ml
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Akridin oranZ/Etidijum bromid (AO/EtBr) (2 pg/ml)

Akridin oranz (10 mg/ml) (Sigma Aldrich, SAD) 10 ul
Etidijm bromid (10 mg/ml) (Sigma Aldrich, SAD) 10 ul
Destilovana voda 980

Cuvati na tamnom i hladnom mestu.

MTS (2 mg/ml)

MTS (Sigma Aldrich, SAD) 42 mg
1XPBS (PAA, Austrija) 21 ml

Rastvoriti MTS supstancu u 1xPBS i podesiti pH na 6-6,5. Sterilisati filtracijom. Cuvati na -20 °C.
Pre izvodenja eksperimenta napraviti razblazenje u 1 PBS da bi se dobila koncentracija 900

pg/ml.
PMS (9 mg/ml)

PMS (Sigma Aldrich, SAD) 90 mg
1XPBS (PAA, Austrija) 10 ml

Cuvati na -20° C. Pre izvodenja eksperimenta napraviti razblaZenje u 1xPBS da bi se dobila
koncentracija 900 pg/ml.

MTS/PMS boja

900 pg/ml MTS 2mi
900 pg/ml PMS 100 pl

Rastvor boje pripremiti neposredno pre izvodenja eksperimenta.

GelRed (1:3,333)

GelRed Nucleic Acid Stain (10.000x in water) (Biotium, Sigma Aldrich, SAD) 3mi
Destilovana voda 6 ml

Cuvati na tamnom mestu.

DAPI boja
DAPI (Sigma Aldrich, SAD) 1,5 ul
Triton X (Sigma Aldrich, SAD) 1pl
1XPBS (PAA, Austrija) 999 ul

Napraviti rastvor Triton X u 1xPBS i potom dodati DAPI boju. Cuvati na tamnom mestu.

3.1.2 Medijumi

Colilert 18 System

Uzorci vode sa medijumom Colilert 18 System (INDEXX, SAD) su razlivani u Quanty

tray/2000 plo¢e (INDEXX, SAD) koje su zatvarane provlacenjem kroz Quanty tray zavarivac
(INDEXX, SAD).
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IXTGA medijum
Tripton (Lab M, UK) 109
NaCl (Himedia, Indija) 590
HEPES (Sigma Aldrich, SAD) 1,63 ¢
Bidestilovana voda 980 ml
D(+)-glukoza (dehidrirana) (Sigma Aldrich, SAD) 290

Tripton, NaCl i HEPES rastvoriti u destilovanoj vodi, podesiti pH na 7,0+0,2 i sterilisati u
autoklavu. Dehidriranu D(+)-glukozu i rastvoriti u 20 ml destilovane vode. Sterilisati u autoklavu
pa je dodati u IXTGA (980 ml). Nakon Sto se sterilisani 1X TGA ohladi dodaje se 50 mg ampicilina
na 1000 ml 1XTGA. Ovako pripremljen 1XTGA ¢uva se na -20°C do 4 nedelje.

10XTGA medijum

10xTGA medijum se priprema na isti nac¢in kao 1xXTGA medijum, ali u deset puta manjoj zapremini
bidestilovane vode.

10xTGA medijum sa kofaktorima

10xTGA 80 ml
KCI (Zdravlje Leskovac, Srbija) 2,46 ¢
MgCl; x 6H,0 (Sigma Aldrich, SAD) 1,639

Neposredno pre izvodenja eksperimenta dodati 148 mg NADP (Carl Roth, Nemacka) i 76 mg
glukoze-6-P (Sigma Aldrich, SAD) u 5 ml 10xTGA sa kofaktorima (KCI i MgCl, x 6H,0). Ovako
pripremljen medijum se dalje koristi u eksperimentu sa metabolickom aktivacijom.

HepG2 medijum

Fetal bovine serum (FBS) (Sigma Aldrich, SAD) 7,5ml
Penicilin i streptomicin (Sigma Aldrich, SAD) 500 pl
William’s medium ( Thermo Fisher Scientific, SAD) 42 ml

Koris¢en je penicilin koncentracije 100 1U/ml i streptomicin 100 pg/ml (Sigma Aldrich, SAD).
Ovako pripremljen medijum ¢uvati na +4°C.

ZFL medijum
L-15 (ATCC 30-2008) 125 ml
0,01 g/ml DMEM HG 87,5 ul
Ham's F12 37,5 ml
0,07 g/ml NaHCO3 1,25 ml
HEPES (Gibco, Thermo Fisher Scientific, SAD ) 3,75 ml
Insulin (Sigma Aldrich, SAD) 250 pl
250 pg/ml EGF 50 pl

Ovako pripremljen medijum moZe se ¢uvati na + 4°C najvise tri meseca. Neposredno pre izvodenja
eksperimenta u 47,5 ml pripremljenog medijuma dodati 2,5 ml FBS (Sigma Aldrich, SAD) i 500 pl
antibiotika penicilina 100 IU/ml i streptomicina koncentracije 100 pg/ml (Sigma Aldrich, SAD).

Medijum za kriprezervaciju uzoraka krvi u tecnom azotu

RPMI 1640 medijum (PAA, Austria) 37,5 ml
FBS (Sigma, USA) 12,5ml
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U 1 ml medijuma (RPMI1+25 % FBS) dodati kap krvi riba. Neposredno pre stavljanja uzorka u te¢ni
azot dodati DMSO (Sigma Aldrich, SAD) u finalnoj koncentraciji 20 %.

Medijum za ¢uvanje uzoraka krvi na +4 °C

Medijum je pripreman na isti na¢in kao medijum za krioprezervaciju, ali se u ovaj medijum nije
dodavao krioprotektivni agens, DMSO.

3.1.3 S. thyphimurium TA1535/pSK1002

Soj S. typhimurium TA1535/pSK1002 (poreklo dr B. Zegura, Nacionalni institut za biologiju,
Ljubljana, Slovenija) je standardizovani soj (ISO/CD 13829, 2000) koji poseduje multikopi plazmid
sa fuzionisanim genima umuC i lacZ. Ovako konstruisana fuzija gena omogucava procenu nivoa
DNK oste¢enja, odnosno stepena ekspresije umuC gena na osnovu aktivnosti [-galaktozidaze
(Hideo i sar., 1983). Pored navedene fuzije, soj sadrzi i gen za rezistenciju za antibiotik ampicilin, a
takode je auksotrof za histidin i mutant je za rfa gen, zbog ¢ega je naruSena permeabilnost
lipoplisaharidnog sloja, tj. povecana je propustljivost ovog sloja. Soj poseduje mutaciju za uvrB gen
koji je odgovoran za nukleotidnu ekscizionu reparaciju, $to uzrokuje povecanje stope ekspresije
error-prone odgovora prilikom nastanka DNK lezije i nosi mutaciju za lacZ. Kada se aktivira SOS
odgovor usled dejstva genotoksi¢nog agensa, dolazi do ekspresije umuC i lacZ gena i sinteze B-
galaktozidaze koja razlaze supstrat orto-nitrofenil-p-D-galaktopiranozid (ONPG) u zuto obojeni o-
nitrofenol (ONP) (McDaniels i sar., 1990). Bakterijski soj se ¢uva na -80 °C u 1IXTGA medijumu sa
dodatkom 10 % DMSO.

3.1.4 Celijske linije

3.1.4.1 HepG2 celijska linija

HepG2 celijska linija, izolovana iz tkiva jetre petnaestogodiSnjeg decaka obolelog od
hepatokarcinoma, odlikuje se epitelijalnom morfologijom i rastom u agregatima. Nakon 48 h
inkubacije pri optimalnim uslovima (37 °C, uz prisustvo 5 % CO,) broj ¢elija u kulturi se
udvostrucuje. HepG2 ¢elije se ¢uvaju u te¢nom azotu u HepG2 hranljivim medijumom sa dodatkom
5 % DMSO. U disertaciji je koris¢ena HepG2 celijska linija HB-8065 iz ATCC kolekcije (eng.
American Type Culture Collection, ustupljeno od dr B. Zegura, Nacionalni institut za biologiju,
Ljubljana, Slovenija).

3.1.4.2 ZFL ¢elijska linija

ZFL ¢elijsku liniju, dobijenu od normalnih ¢elija jetre muZzjaka zebrica, karakteriSe epitelna
morfologija i rast ¢elija u agregatima. Broj ¢elija u kulturi se udvostrué¢uje nakon 72 h inkubacije u
odgovaraju¢im uslovima (28 °C, u uslovima vlazne atmosfere). Da bi se postigli uslovi vlaznog
vazduha, u inkubator je stavljena i sterilna destilovana voda kako bi isparavala i obogaéivala
vazduh vodenom parom. ZFL ¢elije se ¢uvaju u ZFL hranljivom medijumu sa 5 % DMSO u te¢nom
azotu. U disertaciji je koris¢ena ZFL Celijska linija CRL-2634 iz ATCC kolekcije (ustupljeno od dr
B. Zegura, Nacionalni institut za biologiju, Ljubljana, Slovenija).
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3.2 Metode

3.2.1 Fizicko-hemijski i hemijski parametri u proceni ekoloskog statusa reka

Osnovni fizi¢ko-hemijski parametri: temperatura vode (°C), elektroprovodljivost (uS/cm),
pH, zasic¢enost vode kiseonikom (%) i koncentracija kiseonika u vodi (mg/l) mereni su na svakom
lokalitetu u momentu uzorkovanja (Slika 3.1) koris¢enjem multiparametarske sonde Multi 3630
IDS (WTW, Nemacka). Na osnovu izmerenih vrednosti izvrSena je indikacija ekoloskog statusa
lokaliteta u trenutku uzorkovanja.

Slika 3.1. Merenje osnovnih fizicko-hemijskih parametara parametara vode (foto: M. Kracun-
Kolarevi¢).

Podaci fizicko-hemijskih i hemijskih parametara dobijeni tokom godiSnjeg nadzornog
monitoringa preuzeti su iz baze mernih stanica Agencije za zastitu Zivotne sredine Republike Srbije
(SEPA; SEPA 2015, 2018) koje su bile najblize ispitivanim lokalitetima i Gradskog zavoda za
javno zdravlje Beograd (GZZJZ Beograd; podaci ustupljeni od kolega iz GZZJZ Beograd, nisu
publikovani) (Tabela 3.1). U okviru JDS4 ekspedicije, hemijske analize re¢ne vode sa ispitivanih
lokaliteta obuhvatile su analizu 2.239 organskih polarnih i semipolarnih jedinjenja dobijenih
metodom ekstrakcije ¢vrste faze iz uzoraka velike zapremine (eng. large volume sampling solid
phase extraction, LVSPE). Ovi podaci preuzeti su iz baze NORMAN udruZenja
(https://www.norman-network.com/nds/empodat/chemicalSearch.php) Podaci dobijeni  tokom
nadzornog monitoringa i analizom LVSPE uzoraka kori§¢eni su za procenu uticaja zagadenja na
ispitivanim lokalitetima.
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Tabela 3.1. Prikaz mernih stanica nadzornog monitoringa ¢iji su podaci fizicko-hemijskih i
hemijskih parametara koriS¢eni za procenu ekoloSkog statusa ispitivanih lokaliteta.

Lokalitet Merna stanica Baza podataka
RI Batrage
RS Sabac
VM1 Bagrdan
VM2 Ljubicevski most
Istrazivanje sliva 7M1 Gugaljski most SEPA
Velike Morave ZM2 Kraljevo (2015. godina)
ZM3 Maskare
JM1 Ristovac
JM2 Korvingrad
JM3 Mojsinje
SZ Zabran
IstraZivanje sliva Save UK Most u Obrenovcu GZ2)Z Beogra_d
. (2017-2019 godina)
UB Bari¢
JDS33 Titel
JDS35 Jamena
IstraZivanje sliva JDS36 Ostruznica SEPA
Dunava JDS37 Zemun (2018. godina)
JDS40 Banatska Palanka
JDS41 Radujevac

U studiji sliva Velike Morave, da bi obezbedili najadekvatniji referentni lokalitet koji
pripada ovom slivu, uraden je detaljni pregled hemijskih parametara (nitrata, nitrita, fostata, metala
i metaloida, pesticida, itd.) preuzetih iz baze mernih stanica SEPA koji su deo nadzornog
monitoringa, na osnovu ¢ega se izdvojio lokalitet Batrage na Ibru (RI) kao najmanje zagaden. 1z tog
razloga, ovaj lokalitet koriS¢en je kao kontrolni za procenu uticaja zagadenja ispitivanih lokaliteta.
U prethodnom istrazivanju (Kolarevié i sar., 2016a) lokalitet Sabac na Savi (RS) je pokazao
najmanji genotoksic¢ni potencijal. Da bi podaci dobijeni za lokalitet RS bili kori$¢eni kao bazalne
vrednosti u genotoksikoloskom delu istrazivanja, izvrSena je procena uticaja zagadenja 0VOQ
lokaliteta poredenjem detektovanih vrednosti fizicko-hemijskin i hemijskih parametara sa
odgovarajuc¢im vrednostima dobijenim za lokalitet Batrage (RI).

Imajuéi u vidu da su sva tri ispitivana lokaliteta u slivu Save (SZ, UK, UB) pod uticajem
razli¢itih tipova zagadenja, te da se nijedan ne moze posmatrati kao kontrolni, prose¢ne vrednosti
fizicko-hemijskih 1 hemijskih parametara sa ovih lokalteta su poredene sa vrednostima istih
parametara koje su dobijene na lokalitetima RS, koji je koris¢en kao kontrolni lokalitet. Takode, i u
studiji sliva Dunava vrSena je komparacija prose¢nih vrednosti fizi¢ko-hemijskih i hemijskih
parametara sa ispitivanih lokaliteta sa vrednostima dobijenim za RS.

3.2.1.1 Priprema LVSPE uzoraka recne vode

IstraZivanje sliva Dunava u okviru JDS4 ekspedicije obuhvatilo je analizu 2.239 organskih
polarnih i semipolarnih jedinjenja ekstrahovanih metodom LVSPE. Uredaj za uzorkovanje velikih
zapremina (eng. large volume sampler), Horizon field sampler, je koris¢en na svakom lokalitetu za
filtriranje 30 | vode. Uredaj sadrzi su dva hidrogelna diska (Oasis HLB) koji sadrze polimere za
koje se vezuju polarna i semipolarna jedinjenja prisutna u vodi, ¢ak i1 u niskim koncentracijama
(ng/l, ng/l) (Alygizakis i sar., 2020). U okviru JDS4 ekspedicije prilikom uzorkovanja reéne vode
relativni faktor obogacivanja uzorka (eng. relative enrichment factor, REF) iznosio je 25.000 (REF

32



Materijal i metode

25.000), odnosno koncentracija jedinjenja koja se nalazi na diskovima je veca 25.000 puta u odnosu
na onu u nativnom uzorku. Diskovi su nakon uzorkovanja ¢uvani na -8 °C (u aluminijumskoj foliji).

Ekstrakcija jedinjenja sa diskova je vrsena u dihlorometanu, nakon ¢ega su uzorci ¢uvani do
daljih analiza na -20 °C. Jedan deo svakog uzorka je koris¢en za identifikaciju i odredivanje
koncentacija (ug/l, ng/l) prisutnih jedinjenja metodom te¢ne hromatografije-masene spektrometrije
(eng. liquid chromatography-mass spectrometry, LC-MS/MS), dok je drugi deo koris¢en za
ispitivanje efekata u in vitro biotestovima. Pre pocetka analize bioloske aktivnosti uzoraka
dihlormetan je uparen, a sadrzaj je rastvoren u DMSO. Za in vitro testove ekstrakti su razblazivani
tako da finalna maksimalna koncentracija DMSO bude 0,4 %.

Podaci o koncentracijama detektovanih jedinjenja u uzorcima su preuzeti iz baze NORMAN
udruzenja (https://www.norman-network.com/nds/empodat/chemicalSearch.php).

3.2.2 Mikrobioloski parametri u proceni ekoloskog statusa reka

3.2.2.1 Uzorkovanje vode

Uzorkovanje vode za detekciju i kvantifikaciju mikrobioloskih indikatora fekalnog
zagadenja je vrSeno u sterilnim staklenim bocama od 250 ml. Nakon otvaranja boce, otvor se
postavlja upravno u odnosu na vodenu povrsinu i potapa se u vodu do dubine od 30 cm i postavlja
prema toku. Kada se boca napuni, brzo se zatvara i ¢uva na + 4 °C do dolaska u laboratoriju.

3.2.2.2 Analiza mikrobioloskih indikatora fekalnog zagadenja

Detekcija i kvantifikacija ukupnih koliforma (eng. total coliforms, TC) i/ili E. coli u
uzorcima vode vrsena je metodom enzimskog razlaganja definisanog supstrata pomocu Colilert 18
sistema (ISO 9308-2:2012). Ova metoda omogucava detekciju i kvantifikaciju ukupnih koliforma
koji razlazu supstrat ONPG pomocu enzima B-galaktozidaza u Zuto obojeni ONP i E. coli koja
supstrat metilumberiferil-B-glukuronid (MUG) razlaze pomocu enzima glukuronidaze u
fluorescentni 4-metilumbeliferon.

Za analizu indikatora fekalnog zagadenja uzorci vode sa lokaliteta su razblaZzeni deset puta u
sterilnoj destilovanoj vodi. U razblazeni uzorak je dodat Colilert 18 supstrat. Nakon rastvaranja
supstrata, uzorci sa supstratom su sipani u Quanty tray/2000 ploce koje se sastoje iz 49 velikih i 48
malih komora. Plo¢e se zatvaraju provlacenjem kroz Quanty tray zavariva¢ (INDEXX, SAD) i
inkubiraju minimum 18 h na 37 °C. Nakon inkubacije broje se Zuto obojene komore koje su
indikatori prisustva ukupnih koliforma (Slika 3.2 A) u uzorku i fluoescentne komore (koris¢enjem
UV svetla na talasne duzine 365 nm) kao indikatora E.coli (Slika 3.2 B). Dobijene vrednosti su
uporedene sa vrednostima iz tabela koje je dao proizvoda¢ na osnovu kojih je odreden
najverovatniji broj (eng. most probable number, MPN) ukupnih koliforma i E. coli u 100 ml
uzorka.
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Slika 3.2. Obojenost komora kao indikator prisustva ukupnih koliforma (A) i E. coli (B) u uzorku
vode (foto: J. Jovanovi¢ Maric).

Na osnovu MPN vrednosti u 100 ml uzorka za ukupne koliforme i E. coli definisana je
klasifikacija vode Pravilnkom (,,Sluzbeni glasnik RS” broj 74/2011) (Tabela 3.2).

Tabela 3.2. Klasifikacija kvaliteta vode na osnovu mikrobioloskih parametara: ukupnih koliforma i
E. coli (“Sluzbeni glasnik RS” broj 74/2011)

Granice
Parametri izmedu I-11 -1 -1V V-V
klasa
Ukupni 100 ml 500 10.000  100.000  1.000.000
koliformi
E. coli 100 ml 100 1.000 10.000 100.000

3.2.3 Exsitu i in situ pristup

Procena genotoksi¢nog potencijala vode vrSena je u ex situ i in situ uslovima. U okviru ex
Situ istrazivanja vrSene su analize nativnih i koncentrovanih (LVSPE) uzoraka re¢ne vode sa
ispitivanih lokaliteta u testovima in vitro, a in situ istrazivanje obuhvatilo je in vivo biotestove na
uzorcima Kkrvi. Pored toga, u tkivima jedinki uklija analizirane su koncentracije metala i metaloida,
a miSi¢no tkivo je koriS¢eno za DNK ekstrakciju i analizu geneticke sli¢nosti jedinki.

3.2.3.1 Procena citotoksi¢nog i genotoksi¢nog efekta

3.2.3.1.1 SOS/umuC test

Citotoksi¢ni i genotoksi¢ni potencijal nativnih uzoraka vode sa lokaliteta sliva Velike
Morave ispitivan je u SOS/umuC testu sa i bez metabolicke aktivacije prema protokolu koji su
opisali Zegura i sar., 2009. Dan pre izvodenja eksperimenta pripremljena je prekonoéna bakterijska
kultura S. typhimurium 1535/pSK1002: u 10 ml 1XTGA medijuma dodato je 50 pl bakterijske
suspenzije koja je inkubirana maksimalno 16 h na 37 °C uz aeraciju (150 rpm). Narednog dana
prekono¢na kultura je razblaZzena 10 puta u 1xXTGA medijumu i inkubirana 1,5 h 37 °C uz aeraciju
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(250 rpm). Nakon inkubacije izmerena je opticka gustina na 600 nm, a suspenzija je razblazena u
svezem 1xTGA medijumu do postizanja opticke gustine vrednosti 0,2. 1XTGA medijum je koris¢en
kao slepa proba za merenje opticke gustine.

Neposredno pre izvodenja eksperimenta, uzorci vode su sterilisani filtriranjem kroz
mikrobioloSke filtere (dijametar pora 2 pm). U eksperimentu bez metabolicke aktivacije u
mikrotitarske plo¢e sa 96 bunara dodavano je 180 ul uzorka vode, 20 pl 10xTGA medijuma i 70 pl
bakterijske suspenzije. U eksperimentu sa metabolickom aktivacijom u mikrotitarske ploce je
dodavano 180 pl uzorka vode, 20 pl 10XTGA medijuma sa kofaktorima i 70 pl bakterijske
suspenzije sa S9 frakcijom (u 15 ml suspenzije je dodato 450 pl S9 enzima). Sterilna bidestilovana
voda je koriS¢ena kao negativna kontrola, a pozitivna kontrola u testu bez metabolicke aktivacije je
bio 4-NQO finalne koncentracije 0,5 pg/ml, dok je pozitivna kontrola u testu sa metabolickom
aktivacijom bio BaP finalne koncentracije 10 pg/ml. Ovako pripremljene mikrotitarske ploce su
inkubirane 2h na 37 °C, 150 rpm. Nakon toga, pripremljena je nova serija mikrotitarskih ploca ¢iji
bunari su sadrzali 270 pul 1xTGA medijuma 1 30 pl sadrzaja odgovaraju¢eg bunara prethodno
inkubirane ploc¢e. Ove plo¢e su inkubirane pri istim uslovima (2h, 37 °C i 150 rpm). Nakon
inkubacije merena je opticka gustina na 600 nm pomocu Citaca mikrotitarskih ploca (Multiskan FC,
Thermo Scientific, Kina). Dobijene vrednosti opticke gustine su iskoriS§¢ene za odredivanje stope
rasta bakterija (G):

G = (ODggonm uzorka - ODgoonm Slepe probe)/ (ODgoonm kontrole - ODggonm Slepe probe)

Procena genotoksi¢nog potencijala uzoraka vode vrSena je u narednom koraku. U bunare
novih mikrotitarskih poloc¢a dodato je 120 ul B-pufera, 30 pl sadrzaja prethodno inkubiranih ploca i
30 pl ONPG-a. Ove ploce su inkubirane 30 min (37 °C i 150 rpm), a reakcija razlaganja ONPG-a je
prekinuta dodavanjem 120 pl Na,COs. Vrednosti dobijene merenjem opticke gustine na 405 nm
iskoriS¢ene su za odredivanje stepena indukcije (IR):

IR = 1/G % (ODggsnm uzorka — OD4gsnm Slepe probe)/ (OD4gsnm kontrole — OD4osnm Slepe
probe)

Ukoliko su vrednosti stope rasta ispod 0,75 (75 %), smatra se da uzorak ima citotoksi¢ni
efekat, dok vrednosti stopa indukcije iznad 1,5 ukazuju na genotoksicni efekat testiranog uzorka.

SOS/umuC test sa i bez metabolicke aktivacije je raden i za procenu citotoksi¢nog i
genotoksi¢nog efekta LVSPE uzoraka povrsinskih voda sa lokaliteta u slivu Dunava. LVSPE uzorci
su bili razblazeni 25 puta u destilovanoj vodi kako bi se dobio REF 1.000. Postupak izvodenja
eksperimenta je bio sli¢an kao §to je opisano u delu iznad, sa malim modifikacijama. Pre svega, u
eksperimentima je koris¢en medijum 1xTGA. Zatim, 90 ul ¢elijske suspenzije je tretirano sa 10 pl
uzorka finalne koncentracije REF 100. Sterilna bidestilovana voda je bila negativha kontrola,
pozitivna kontrola u testu bez metabolicke aktivacije je bio 4-NQO koncentracije 0,5 pg/ml, a u
testu sa metabolickom aktivacijom AFLB1 koncentracije 20 pg/ml. Kontrola rastvaraca je bio
DMSO finalne koncentracije 0,4 %, jer je koriS¢en kao rastvara¢ testiranih ekstrakata, i kontrola
procesa ekstrakcije (eng. solid phase extraction control, SPEC), dok je 1XTGA medijum je koris¢en
kao slepa proba. U ovom eksperimentu kao prag stope indukcije uzeta je vrednost 2.

3.2.3.1.2 HepG2 i ZFL ¢elijske linije

3.2.3.1.2.1 Kaultivacija éelijskih linija

HepG2 1 ZFL ¢elijske linije zasejavane su u 5 ml odgovarajuéeg medijuma (HepG2/ZFL
medijum) u sterilne flaskove T25. Kada su ¢elije popunile prostor flaska, celije su pasazirane,
odnosno presejavane su u sveze pripremljen medijum. Prvo je uklonjen medijum iz flaska i ¢elije su
isprane sa 5 ml 1xPBS kako bi se uklonili svi inhibitori tripsina iz medijuma. Nakon toga, 1xXPBS je
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uklonjen i dodat je 0,1 % tripsin (1,5 ml za HepG2 i 1 ml za ZFL ¢elije) i ¢elije su inkubirane 5 min
pri odgovaraju¢im uslovima (HepG2 na 37 °C, u uslovima atmosfere sa 5 % CO, i ZFL na 28 °C u
uslovima vlaznog vazduha koji su postignuti dodavanjem u inkubator posude sa sterilnom
destilovanom vodom). Kori$éenjem invertnog svetlosnog mikroskopa je proveravano da li su se
¢elije odvojile od povrSine flaska. Nakon toga, rastvor tripsina je neutralizovan dodavanjem 5 ml
svezeg medijuma. Celijske suspenzije su potom prebadene u sterilne epruvete i centrifugirane:
HepG2 ¢elije 5 min na 1.000 rpm, a ZFL 5 min na 1.200 rpm. Supernatant je nakon centrifugiranja
odliven, a talog sa ¢elijama je resuspendovan u 3,5 ml svezeg medijuma (HepG2/ ZFL medijum).
Ovako pripremljene ¢elijske suspenzije su koriS¢ene za odredivanje broja ¢elija u kulturi pomoc¢u
hemocitometra.

3.2.3.1.2.2 Odredivanje broja HepG2 i ZFL ¢elija hemocitometrom

Pre tretmana odreden je broj vijabilnih ¢elija u kulturi koris¢enjem hemocitometra (Biirker
komore) nakon bojenja tripan plavim (Strober, 1997). Boja tripan plavo ne moZe difundovati u Zive
¢elije, usled Cega se celije sa intaktnom celijskom membranom (zive celije) pod svetlosnim
mikroskopom uocavaju kao prozirne, neobojene, strukture, dok su ¢elije sa naruSenom strukturom
¢elijske membranom (mrtve Celije) plavo obojene.

Broj celija odredivan je u suspenziji HepG2 1 ZFL c¢elija koje su pripremljene prema
metodologiji opisanoj u delu 2.3.1.2.1. U 20 ul HepG2 ¢elijske suspenzije dodata je ista zapremina
boje tripan plavo, nakon ¢ega je 30 ul ove smeSe dodato na hemocitometar. U slucaju ZFL ¢elija, u
10 pl ¢elijske suspenzije dodato je 40 ul tripan plavo, nakon ¢ega je 10 pl smese Celija i boje naneto
na hemocitometar. Broj ¢elija u 1 ml je odreden primenom formule:

Broj celija/ml = 4 x n x 10* xR

n je srednja vrednost broja neobojenih ¢elija u Cetiri vidna polja i1 ta vrednost se mnozi sa
brojem 4 kako bi se dobila vrednost u ukupnom broju malih kvadrata (16 malih kvadrata, koliko ih
ima u obe komorice); 10* predstavlja ukupnu zapreminu dve komorice (1 cm® odnosno 1 ml), R
predstavlja faktor razblazenja ¢elijske suspenzije u boji (za HepG2 R = 2, a za ZFL R = 5).

3.2.3.1.2.3 Tretman ¢elijskih linija i priprema ¢elijske suspenzije za biotestove

HepG?2 ¢elije su zasejane u ploe sa 12 bunara u hranljivom medijumu u koncentraciji 10°
¢elija/bunaru i inkubirane su 24 h (37 °C i 5 % CO;). Nakon 24 h medijum je lagano uklonjen i u
ploce je dodat svez medijum i filtrirani nativni uzoraci vode (30 % ukupne zapremine bunara, v/v)
(Zegura i sar. 2009). Za pozitivnu kontrolu je odabran BaP finalne koncentracije 50 puM, a sterilna
destilovana voda je bila negativna kontrola. Nakon tretmana od 24 h (37 °C i 5 % COy), medijum je
uklonjen, ¢elije su isprane sa 1 ml 1xPBS i u svaki bunar je dodato 100 ul 0,1 % tripsina. Nakon
inkubacije (5 min na 37 °C) ¢elijska suspenzija je prebacena u mikrotube u koje je dodat 1 ml
svezeg medijuma, suspenzija je centrifugirana (800 rpm, 5 min) i talog je resuspendovan u 100 pl
supernatanta. Ovako pripremljeni uzorci su dalje koriS¢eni za odredivanje vijabilnosti celija
primenom diferencijalnog bojenja i za procenu genotoksicnog efekta alkalnim komet testom.
Eksperiment je uraden u tri nezavisna ponavljanja, a u svakom eksperimentu su uradene tri replike
po uzorku.

ZFL ¢elije su zasejane u ploce sa 12 bunara u odgovaraju¢em hranljivom medijumu u
koncentraciji 3x10” éelija/bunaru (28 °C, u uslovima vlaZnog vazduha) (Gajski i sar., 2016). Nakon
inkubacije (24 h), medijum je zamenjen sveZim koji je sadrzao LVSPE uzorak. Pocetna
koncentracija LVSPE uzoraka je 25.000 REF, a u testovima za procenu citotoksi¢nog i
genotoksi¢nog potencijala koriS¢eni su uzorci finalne koncentracije REF 12,5, REF 25, REF 50 i
REF 100. Za razblaZivanje ekstrakata koriS¢en je 0,4 % DMSO. Pored tretmana LVSPE uzorcima,
eksperiment je ukljucio i negativnu kontrolu (netretirana grupa ¢elija), kontrolu rastvaraca (0,4 %
DMSO), kontrola procesa ekstrakcije (SPEC) i pozitivne kontrole (BaP finalne koncentracije 50
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MM i etopozid finalne koncentracije 33 pM). Nakon 72 h inkubacije (28 °C, uslovi vlaznog
vazduha) medijum je uklonjen, Celije su isprane sa 1 ml 1xPBS, u svaki bunar dodato je 100 pl 0,1
% tripsina 1 ploc¢e su inkubirane 5 min na 28 °C. Potom je celijska suspenzija prebacena u
mikrotube u kojima je dodat 1 ml sveZzeg medijuma. Nakon centrifugiranja (1.200 rpm, 5 min) talog
je resuspendovan u 100 ul supernatanta. Ovako pripremljena celijska suspenzija je dalje koriS¢ena
za odredivanje vijabilnosti ¢elija u MTS testu 1 za alkalni komet test, u kome su praceni
genotoksi¢ni efekti (Tabela 3.3). U svakom eksperimentu su uradene tri replike po tretmanu, a
eksperimenti su izvedeni u tri nezavisna ponavljanja.

Tabela 3.3. Prikaz REF LVSPE uzoraka u proceni citotoksi¢nog i genotoksi¢nog efekta nakon
tretmana ZFL ¢elija.

REF/Lokaliteti _ JDS33 JDS35 JDS36 JDS37  JDS40  JDS41
REF 100 v v v v v v
REF 75 v v v v v
REF 50 v v v v v
REF 25 v v v v v
REF 12,5 v v

Analiza uticaja LVSPE uzoraka na ¢elijski ciklus ZFL ¢elija vrSena je primenom proto¢ne
citometrije. Postupak je bio sledeéi: u ploge sa 3est bunara zasejano je 1,75x10° ZFL éelija po
bunaru u 5 ml ZFL medijuma i plo¢e su inkubirane (24 h, 28 °C, uslovi vlaznog vazduha) (Novak i
sar., 2017). Nakon inkubacije, ¢elije su tretirane LVSPE uzorcima koji nisu pokazali citotoksi¢ni
efekat u MTS testu, a izazvale su najvisi nivo DNK ostecenja u komet testu (za lokalitet JDS33 —
100 REF, lokalitet JDS37 — REF 12,5, lokalitet JDS40 — REF 50, lokalitet JDS41 — REF 12,5). U
analizi ¢elijskog ciklusa koris¢ene su sledece kontrole: negativna kontrola (netretirana grupa celija),
kontrola rastvaraca (0,4 % DMSO), kontrola procesa ekstrakcije (SPEC) i pozitivna kontrola
(etopozid finalne koncentracije 1 pg/ml). Tretman celija je je trajao 72h (28 °C, uslovi vlaznog
vazduha). Nakon tretmana, medijum je prebacen u sterilnu epruvetu i ¢elije su isprane sa 3 ml
1xPBS, potom je 1xPBS uklonjen u epruvetu sa medijumom i u svaki bunar je dodato 0,7 ml 0,25
% tripsina, nakon c¢ega su ploce inkubirane (5 min, 28 °C, uslovi vlaznog vazduha). Tripsin je
neutralisan prethodno uklonjenim medijumom i 1xPBS, nakon ¢ega je suspenzija centrifugirana
(12.000 rpm, 5 min). Supernatant je odliven, a talog je ispran hladnim rastvorom 1xPBS. Ovaj
korak je ponovljen dva puta. Nakon toga, talog je rastvoren u 500 pl 1xPBS i mirkotuba sa
suspenzijom je stavljena na led. U suspenziju je potom dodavano kap po kap 1,5 ml hladnog
apsolutnog etanola, uz vorteksovanje. Mikrotube sa suspenzijom su ostavljene preko noc¢i na +4 °C,
a potom su prebacéene na -20 °C do dalje analize.

3.2.3.1.3Uzorkovanje uklija

Jedinke uklija izlovljene su pomocu ruéne mreze (dijametar okca 10 mm). Nakon Sto su
jedinke anestezirane (10 % ulje karanfili¢a), eutanazirane su udarcem u nivou glave. Izmerena je

ukupna duZina i masa jedinki, na osnovu kojih je odreden kondicioni indeks (eng. condition index,
Cl):

Cl =100 x W/L®

W oznacava masu jedinke izrazenu u gramima, a L ukupnu duzinu (Fulton, 1911). Na
osnovu kondicionog indeksa moZe se proceniti opSte stanje jedinki: ukoliko je masa jedinke
odredene duzine veca, stanje ribe je bolje i kondicioni indeks je visi.

Nakon Zrtvovanja uklija uzeta je krv, a jedinke su Cuvane na + 4 °C do dolaska u
laboratoriju, a potom na - 20 °C do daljih analiza.

37



Materijal i metode

3.2.3.1.3.1 Uzorkovanje i metode ¢uvanja éelija krvi uklija

Krv uklija je uzeta direktno iz srca pomocu heparinizovane igle (21 G) i Sprica. U zavisnosti
od udaljenosti lokaliteta od laboratorije, uzorci krvi su ¢uvani na + 4 °C ili su krioprezervirani u
teCnom azotu na terenu.

Kriprezervacija uzoraka krvi u teCnom azotu vrSena je u studijama sliva Velike Morave i
Dunava, jer su lokaliteti udaljeni od laboratorije, te nije bilo moguce istog dana uraditi dalje analize.
Odmah nakon uzorkovanja, kap krvi je dodata u 1 ml hladnog rastvora RPMI sa 25 % FBS. Potom
je dodat krioprotektivni agens — DMSO finalne koncentracije 20 % (Akcha i sar., 2003) i mikrotube
sa uzorcima su odmah stavljene u teni azot. Krioprezervirani uzorci ¢uvani su u tecnom azotu
najduze tri nedelje od uzorkovanja.

Cuvanje uzoraka krvi na + 4 °C vrieno je u studiji sliva Save s obzirom da se lokaliteti
nalaze na 30 km od Beograda, te su brzo mogli da se transportuju do laboratorije. Kap krvi odmah
nakon uzorkovanja je dodata u 1 ml hladnog rastvora RPMI sa 25 % FBS i ovako pripremljeni
uzorci su transportovani do laboratorije u rashladnim torbama. Odmah nakon dolaska u laboratoriju
uzorci su dalje procesuirani.

3.2.3.1.3.2 Priprema ¢elijske suspenzije krvi uklija

Neposredno pre izvodenja testova za procenu citotoksi¢nog i genotoksi¢nog efekta, uzorci
krvi ¢uvani u te¢nom azotu su drzani u vodenom kupatilu (+ 21 °C) dok se uzorci nisu otopili. Sa
druge strane, priprema celijske suspenzije uzoraka krvi koji nisu ¢uvani u te¢nom azotu vrsila se
odmah po dolasku u laboratoriju.

Dalji koraci u pripremi Celijske suspenzije su bili isti. U 1 ml hladnog 1xPBS je dodato 50
Ml suspenzije krvi. Suspenzija je potom centrifugirana (5 min, 4 °C, 2000 rpm) i talog je
resuspendovan u 300 pl supernatanta. Ovako pripremljena suspenzija je dalje koriS¢ena za procenu
citotoksi¢nog efekta diferencijalnim bojenjem AO/EtBr i genotoksi¢nog efekta mikronukleus
testom. Za alkalni i Fpg-modifikovani komet test ¢elijska suspenzija je dodatno razblazena u 1xPBS
kako bi se dobilo 5x10* ¢elija/ml.

3.2.3.1.4 Procena citotoksi¢nosti — diferencijalno bojenje i MTS test

Citotoksic¢ni efekat nativnih uzoraka vode na HepG2 i ¢elijama krvi uklija odredivan je
diferencijalnim bojenjem (AO/EtBr), dok je citotoksi¢ni efekat LVSPE uzoraka odredivan MTS
testom.

U slucaju diferencijalnog bojenja, na mikroskopsku ploc¢icu se nanosi 20 ul celijske
suspenzije 1 2 ul AO/EtBr. KoriS¢enjem fluorescentnog mikroskopa (Leica, DMLS, Nemacka,sa
ekscitacionim filterom od 510 - 560 nm i emisionim filterom od 590 nm, pod 400x uveli¢anjem)
uocavaju se zeleno obojene zive Celije i crveno obojene mrtve. Za svaki uzorak, citotoksicnost je
odredena kao stopa mrtvih ¢elija u ukupno analiziranih 100 ¢elija.

MTS test se zasniva na konverziji zuto obojenih kristala soli tetrazolijuma (3-(4,5-
dimetiltiazol-2-il)-5-(3-carboksimetoksifenil)-2-(4-sulfofenil)-2H-tetrazolium, MTS) u ljubicasto
obojeni formazan koji se rastvara u vodi. Metabolic¢ki aktivne ¢elije u mitohondrijama prevode
MTS jedinjenje do formazana. Spektrofotometrijskim merenjem na 490 nm se odreduje koli¢ina
nastalog formazana, §to je proprocionalno broju zivih ¢elija. Dan pre izvodenja eksperimenta
napravljen je MTS/PMS rastvor. Za odredivanje broja zivih ZFL ¢elija nakon tretmana razblazenim
ekstraktima povrSinskih voda sa lokaliteta dodato je u svaki bunar 40 pl rastvora MTS/PMS i ploce
su inkubirane 3h na 28 °C. Nakon inkubacije ocCitane su vrednosti apsorpcije na 490 nm
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(spektrofotometar SynergyMx, BioTek,Winooski, SAD). Vijabilnost ¢elija je odredena preko
formule:

% vijabilnih ¢éelija = 100 % x (vrednost OD4gonm Uzorka/ vrednost ODg4gonm kontrole)

3.2.3.1.5 Procena genotoksi¢nosti

3.2.3.1.5.1 Alkalni i Fpg-modifikovani komet test

Alkalnim komet testom detektovani su jednolancani, dvolanc¢ani prekidi, kao i alkalno
labilna mesta na DNK molekulu (procedure za pripremu c¢elijskih su opisane u poglavljima
3.2.3.1.2.3 1 3.2.3.1.3.2). Dodatno, da bi se ispitao uticaj oksidativnog stresa na indukciju DNK
oStecenja u celijama krvi uklija uzorkovanih u slivu Velike Morave uraden je i Fpg-modifikovani
komet test

Prirodna svetlost moze dovesti do indukcije DNK oS$te¢enja i zbog toga su alkalni i Fpg-
modifikovani komet test izvodeni mraku ili pod Zzutom svetlo§¢u (Singh et al., 1988). Pre
cksperimenta mikroskopske plo¢ice su detaljno oprane deterdZzentom, osuSene i presvucene
otopljenom 1 % NMP agarozom.

Od trenutka dobijanja ¢elijskih suspenzija, sama metodologija alkalnog komet testa je ista za
in vitro i in vivo istrazivanja sprovodena u slivu Velike Morave i Save. Na dan eksperimenta, na dve
polovine mikroskopske plocice koje su prethodno presvucene slojem 1 % NMP je dodato po 80 ul
otopljenog 1 % NMP i preko toga su stavljena pokrovna stakla da bi se agaroza ravnomerno
rasporedila. Plo¢ice su potom ostavljene 5 min na + 4 °C da bi gel o¢vrsnuo. Nakon toga, pokrovna
stakla su uklonjena, a na agarozne gelove je dodat joS jedan agarozni sloj koji sadrzao 70 ul 1 %
LMP 1 suspenziju ¢elija (u mikrotitarsku plocu se nanese 70 pul 1 % LMP 1 30 pul Celijske suspenzije
koji se promeSaju i potom se na mikroskopsku plo¢icu nanosi 70 pl) i gelovi su pokriveni
pokrovnim staklima. Nakon suSenja plo¢ica 5 min na + 4°C pokrovna stakla su uklonjena.
Mikroskopske ploc¢ice prebacene su u kadice na +4 °C, prelivene sveze pripremljenim rastvorom za
lizu i ostavljene preko no¢i kako bi se uklonile membrane cCelija. Narednog dana, ploCice su
izvadene iz rastvora za lizu i prebacene u kadicu za elektroforezu. U kadicu za elektoforezu lagano
je dodat hladan rastvor za denaturaciju DNK i elektorforezu. U prvih 20 min vrsi se denaturacija
DNK, a nakon toga se u rastvor uvodi struja (0,75 V/cm, 300 mA) i u narednih 20 min sledi
horizontalna elektroforeza. Zatim sledi proces neutralizacije u trajanju od 15 min, kada se plocice
prebacuju u novi hladni rastvor. Nakon neutralizacije sledi 15 min fiksacije u ledeno-hladnom
metanolu. Fiksirane ploCice su zatim osusSene preko no¢i na + 4 °C 1 nakon toga prebacene u
kutijama za mikroskopske ploc¢ice sve do analize. Za svaki uzorak HepG2 i ZFL ¢elija napravljene
su 3 replike, a za uzorke ¢elija krvi napravljene su dve replike.

Alkalni komet test na ¢elijama krvi uklija uzorkovanih u slivu Dunava je raden sa malim
modifikacijama. Pre svega, u ovom eksperimentu na mikroskopske plocice nije dodavan drugi 1 %
NMP sloj. Pored toga, smanjena je zapremina 1 % LMP gela sa ¢elijskom suspenzijom, Sto je
omogucilo da se na mikroskopske plo¢ice nanosi vise od dva gela. Drugim re¢ima, na
mikroskopske plocice koje su prethodno presvucene sa 1 % NMP nanoSeno je po 10 pl celijske
suspenzije sa 1 % LMP (pomesano je 30 pl celijske suspenzije 1 70 pul 1 % LMP). Na ovaj nacin
jedna mikroskopska ploc¢ica moze sadrzati do 18 gelova malog precnika, odnosno mikrogelova.
Ovom modifikacijom omoguceno je da se svaki uzorak uradi u ve¢em broju ponavljanja, a
istovremeno da se uradi elektroforeza u jednoj kadici za elektroforezu za preko 250 uzoraka. Nakon
dodavanja svih 18 mikrogelova ploc¢ice su ostavljane 5 min na + 4 °C. Za svaki uzorak krvi je
radena serija razblazenja 1:4 1 1:12 i svako razblaZzenje je radeno u duplikatu kako bi se dobio
optimalan broj jedara na mikrogelovima. Uslovi u kojima su vrSeni procesi lize, denaturacije,
elektoforeze, neutralizacije i1 fiksacije su bili identi¢ni uslovima tokom klasi¢nog alkalnog testa
(opisano u prethodnom pasusu).

39



Materijal i metode

Za izvodenje Fpg-modifikovanog komet testa za svaki uzorak je pripremano 2
mikroskopske plocice: jedna za pracenje aktivnosti Fpg enzima i druga za ispitivanje da li pufer u
kome je enzim rastvoren izazva DNK oste¢enja. Na osnovu prethodne studije (Kra¢un-Kolarevi¢ et
al., 2016) utvrdena je optimalna koncentracija enzima razblazenja u puferu 1:300. Koraci u
izvodenju eksperimenta su identi¢ni kao za alkalni komet test sve do koraka lize: na plocice
presvucene 1 % NMP nanet je drugi sloj 1 % NMP, a potom je dodata suspenzija celija sa 1 %
LMP. Nakon 1 h lize, mikroskopske plocice su tri puta ispirane hladnim Fpg puferom za ispiranje
plocCica. Na plocice za pracenje Fpg aktivnosti na svaku polovinu mikroskopske plocice dodato je
po 45 ul Fpg enzima i pokrivene su pokrovnim staklom, dok je na plocice za ispitivanje pufera
dodato po 45 ul Fpg pufera i pokrivene su pokrovnim staklom. Sve plo¢ice su stavljene na
inkubaciju 30 min na + 37 °C, pri vlaznim uslovima. Za svaki uzorak su pripremljene dve replike.
Nakon inkubacije plocice su stavljene 10 min na + 4 °C i potom se skinuta pokrovna stakla. Koraci
denaturacije, elektroforeze, neutralizacije i fiksacije su isti kao i za alkalni komet test.

Koris¢enjem fluorescentnog mikroskopa (Leica, DMLS, Nemacka, ekscitacioni filter 510 -
560 nm, emisioni filter 590 nm, 400% uvelicanje i mikroskop Eclipse 800, Nikon, Japan,
ekscitacioni filter 510 - 560 nm, emisioni filter 590 nm, 400x uveli¢anje) vrSena je analiza DNK
oStecenja detektovanih u alkalnom i Fpg-modifikovanom komet testu nakon bojenja mikroskopskih
preparata bojama AO ili GelRed. Na svaki agarozni gel je dodato po 20 pl AO ili ista zapremina
GelRed, a potom se kvantifikacija DNK oStecenja vrSila pomoc¢u programa Comet IV Computer
Software (Perceptive Instruments, UK) (Slika 3.3). Parametar TI % je koris¢en za kvantifikaciju
DNK ostecenja. U okviru alkalnog komet testa analizirana je i ucestalost jedara sa izuzetno
oste¢enim molekulom DNK, tzv. jezevi (eng. hedgehogs, HH).

U okviru istrazivanja sliva Velike Morave analizirano je 300 jedara HepG2 celija po
lokalitetu (100 jedara po mikroskopskom preparatu) 1 100 jedara Celija krvi uklija po lokalitetu (50
jedara po mikroskopskom preparatu). Istrazivanje sliva Save takode je obuhvatilo analizu 100
jedara cCelija krvi uklija po lokalitetu (50 jedara po mikroskopskom preparatu). U okviru istrazivanja
sliva Dunava analizirano je 150 jedara ZFL C¢elija po lokalitetu (50 jedara po mikroskopskom
preparatu) i 100 jedara ¢elija krvi uklija po lokalitetu (50 jedara po mikroskopskom preparatu). S
obzirom da su u alkalnom komet testu na ¢elijama krvi uklija sa lokaliteta sliva Dunava kori$¢eni
mikrogelovi, u ovom slucaju su analizirani mikroskopski preparati na kojima se nalazilo prose¢no
4-5 jedara u okviru vidnog polja na uveli¢anju 400 x.

Slika 3.3. 1zgled DNK molekula eritrocita uklije nakon elektoforeze (foto: J. Jovanovi¢
Maric).

3.2.3.1.5.2 Mikronukleus test

Kvantifikacija trajnih DNK oSte¢enja u eritrocitima uklija vrSena je mikronukleus testom.
Prema kriterijumima koje su opisali Fenech i sar. (2003) pracene su strukture jasno odvojene od
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glavnog jedra i od 1/6 do 1/3 dijametra glavnog jedra, odnosno mikronukleusi (MN) (Slika 3.4) i
¢elije sa vise od 2 MN, tzv. ¢elije sa iregularnim jedrima (IRR).

Pre izvodenja eksperimenta, mikroskopske plocCice su oprane i osusene. Potom, na jedan kraj
mikroskopske plocice naneto je 100 ul suspenzije, a onda je pomoc¢u pokrovnog stakla napravljen
razmaz (Straser i sar., 2011). Plo¢ice su osudene i potom fiksirane 20 min u ledeno-hladnom
metanolu. Pre analize, ploCice sa razmazom su obojene sa 20 pl AO i prekrivene pokrovnim
staklom. Za vizuelizaciju ¢elija je koris¢en fluorescentni mikroskop (Leica, DMLS, Nemacka, sa
ekscitacionim filterom od 510 - 560 nm i emisionim filterom od 590 nm, pod 1.000x uveli¢anje).
Za procenu ucestalosti MN i IRR analizirano je 1.000 celija po uzorku u istrazivanju sliva Velike
Morave, dok je u okviru istraZivanja sliva Save i Dunava analizirano 2.000 ¢elija po uzorku.

Slika 3.4. Jedro eritrocita uklije sa mikronukleusom (foto: J. Jovanovi¢ Mari¢).

3.2.3.2 Protocna citometrija u analizi ¢elijskog ciklusa

Uticaj LVSPE uzoraka na ¢elijski ciklus ZFL ¢elija ispitivan je pomocu proto¢ne citometrije
prema protokolu koji je opisao Novak i sar. (2017). Analiza ¢elijskog ciklusa radena je za one
koncentracije koje su u alkalnom komet testu dovele do najviSeg stepena DNK oStecenja (za
lokalitet JDS33 — 100 REF, lokalitet JDS37 — 12,5 REF, lokalitet JDS40 — 50 REF, lokalitet JDS41
— 12,5 REF). Neposredno pre analize, epruvete sa pripremljenim ¢elijskim suspenzijama (opisano u
Poglavlju 3.2.3.1.2.3) su ostavljene na sobnoj temperaturi 5 min i nakon toga je dodato po 2 ml
ledeno-hladnog 1xPBS i sadrZaj je prvo lagano promeSan kruznim pokretima ruke, a potom
centrifugiran (1.300 rpm, 10 min). Nakon centrifugiranja, usledio je korak ispiranja: supernatant je
odliven, talog je resuspendovan vorteksovanjem u 3 ml ledeno-hladnog 1xPBS, suspenzija je
ponovo centrifugirana (1.300 rpm, 5 min), a supernatant je odliven. Potom su ¢elije obojene tako
Sto je u svaku epruvetu dodato 100 ul DAPI boje, a resuspendovane ¢elije su inkubirane 30 min u
mraku. Zatim je dodato 2 ml ledeno-hladnog 1xPBS i suspenzija je ponovo centrifugirana (1.300
rpm, 5 min). Talog nakon centrifugiranja je resuspendovan u 200 pl hladnog 1xPBS i ¢uvan na
ledu. Ovako pripremljena Cdelijska suspenzija je uvedena u sistem proto¢nog citometra
MACSQuant® Analyzer 10 (Miltenyi Biotec, Nemacka) koji razvrstava celije na osnovu
pobudenog fluorescentnog signala, a potom se taj signal dalje analiziran u programu FlowJo
(Biosciences, SAD). Za svaki uzorak analizirano je 10* ¢elija i za njih je odredeno u kojoj su se fazi
¢elijskog cilkusa nalazile (Go/Gy1, S 1 Go/M).

3.2.3.3 RAPD test

RAPD omogucava umnozavanje DNK molekula pomocu nespecificnih 10-mernih prajmera
tokom PCR reakcije kako bi se detektovali geneticki polimorfizmi (Welsh i McClelland, 1990;
Williams i sar., 1990). U okviru disertacije RAPD metoda je primenjena na uzorcima misiénog
tkiva jednki uklija uzorkovanih na lokalitetima sliva Save i Dunava.

Za izolaciju DNK je kori$¢en mis$i¢ uklija prema protokolu Kolarevica i sar. (2018). Po 20
mg misic¢a je homogenizovano u 1.120 pl ekstrakcionog pufera i ostavljen preko noci na 4 °C da se

41



Materijal i metode

tkivo dodatno degraduje. Narednog dana uzeto je 600 ul homogenizata i dodato u 100 pl 5 M NacCl
i sadrZaj je vorteksovan. U iste mikrotube je dodato 300 pl 3 % CTAB+PVP pufera, sadrzaj je
vorteksovan i inkubiran 20 min na 65 °C. Potom je dodato 800 ul 37 % hloroforma, sve je ponovo
vorteksovano, a sadrzaj je centrifugiran (10 min, 13.000 rpm, 4 °C). U supernatantu se sada nalaze
DNK molekuli, pa se on prebacuje (oko 700 ul) u nove mikrotube u koje se dodaje 1/10 5 M
C,H3NaO; i ista zapremina (oko 750 pl) ledeno-hladnog izopropanola. Mikrotube se vorteksuju i
potom centrifugiraju (10 min, 13.000 rpm, 4 °C). Nakon centrifugiranja DNK molekuli se nalaze u
talogu, pa supernatant treba pazljivo odliti, a talog se ispira ledeno-hladnim 96 % etanolom nakon
cega sledi centrifugiranje (10 min, 13.000 rpm, 4 °C). Supernatant se odliva kako bi se u potpunosti
uklonio etanol, nakon ¢ega se vrsi inkubacija na 37 °C sve dok se talog ne osusi u potpunosti. Po
suSenju taloga, u mikrotube je dodato 50 ul TE pufera sa dodatkom RNaze A (1 pL RNaze A
koncentracije 10 mg/ml se dodaje u 49 ul TE pufera) i mikrotube su inkubirane na 37 °C, 15 min.
Koncentracija izolovane DNK 1 njena ¢istoca je odredena pomo¢u NanoPhotometer N60 (Implen,
Nemacka). Po zavrSetku procesa izolacije DNK uzorci su ¢uvani na -20 °C do dalje analize.

Za umnozavanje DNK odabrano je Sest 10-mernih nespecifi¢nih prajmera (Tabela 3.4), a
umnozavanje je radeno pomocu TopTaq Master Mix Kit-a (Quiagen, Nemacka). Svaka PCR
reakcija ukupne zapremine 25 pl je sadrzala 10,5 pl ultra Ciste vode, 12,5 pl kita (sadrzi Taq
polimerazu, dNTP-ove, MgCl,), 1 pl 25 pM prajmera i 1 pl 50 ng/ul genomske DNK.

Umnozavanje DNK je vrseno u Bio Rad T100 Thermal Cycler (Bio Rad Laboratories, SAD)
pri slede¢im ulovima: 1 ciklus 5 min na 94 °C za denaturaciju DNK, 45 ciklusa (1 min na 94 °C za
denaturaciju DNK, 2 min na 36 °C za vezivanje prajmera, 2 min na 72 °C za elongaciju) i 1 ciklus
10 min na 72 °C za finalnu elongaciju. Dobijeni PCR produkti su ¢uvani na -20 °C do analize.

Umnozeni DNK fragmenti su razdvojeni tokom horizontalne elektroforeze propustanjem
struje (300 mA, 2,5 V/cm, 2 h) kroz rastvor za elektroforezu (0,5xTBE pufer) u koji je uronjen 1,5
% agarozni gel sa PCR produktima. Da bi se DNK fragmenti vizuelizovali, u agarozni gel je dodata
fluorescentna boja EtBr, a gelovi su fotografisani pomo¢u Gel Doc XR (Bio Rad Laboratories,
SAD).

Tabela 3.4. Prikaz sekvenci odabranih prajmera.

Sifra Sekvenca (5'—3")
prajmera
I GGTGCGGGAA
1 GTTTCGCTCC
i GTAGACCCGT
v AAGAGCCCGT
v AACGCGCAAC
VI CCCGTCAGCA

Na osnovu prisustva/odsustva DNK fragmenata u RAPD profilima jedinki formirana je
matrica koji je dalje koriS¢ena u analizi za procenu sli¢nosti/razlike izmedu jedinki. RAPD profili
jedinki su medusobno poredeni. Ukoliko je fragment prisutan oznacavan je sa 1, a ukoliko je
fragment u RAPD profilu nedostajao oznacavan je sa 0.

Indeks sli¢nosti izmedu jedinki je dobijen primenom formule (Lynch, 1990):
Sxy = 2nyy/(Ny + ny)

Nyy predstavlja broj fragmenata koji su prisutni kod obe jedinke, a ny, ny predstavlja ukupan broj
fragmenata jedinke x/y. Prosec¢na vrednost ovog indeksa dobijena je na osnovu svih poredenja
izmedu jedinki, za sve prajmere.
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Sli¢nost izmedu jedinki istog lokaliteta predstavlja srednju vrednost svih S,y dobijenih na osnovu
poredenja svih jedinki unutar populacije, za sve prajmere.

Sli¢nost izmedu jedinki sa razli¢itih lokaliteta je dobijena primenom formule (Lynch, 1990):
Sjj=1+S%-05x Si + Sj)

Si, Sjpredstavljaju S vrednosti jedinki sa lokaliteta i/j, S'jj prose¢nu vrednost sli¢nosti izmedu jedinki
sa lokaliteta i i j.

Geneticka distanca izmedu jedinki sa razlicitih lokaliteta je dobijena na osnovu formule (Lynch,
1991):

Djj= -In % [S'ij/\/(Si X SJ)]

3.2.3.4 Odredivanje koncentracije metala i metaloida u tkivima uklija

Odredivanje koncentracija metala 1 metaloida u tkivima uklija vrSeno je na Institutu za
hemiju, tehnologiju i metalurgiju — Institut od nacionalnog znacaja za Republiku Srbiju,
Univerziteta u Beogradu.

Pojedinacne jedinke ulovljene na lokalitetima sliva Velike Morave odmah po dolasku u
laboratoriju su homogenizovane u Sterilmixer (International P.B.1. S.p.A., Italija) homogenizatoru.
Ukupna masa homogenizata je izmerena i uzorci su ¢uvani u plastiénoj ambalazi na - 20 °C do
analize. Neposredno pre analize uzorci su liofilizirani (Christ Alpha 2-4 LD, Harz, Germany). U
okviru studije u slivu Save koris¢en je samo misi¢ riba za odredivanje koncentracije metala i
metaloida. Uzorkovane jedinke koje su ¢uvane na -20 °C su otopljene i potom je od svake jedinke
disekovan i1 izmeren miSi¢. MiSi¢i svih jedinki su potom liofilizirani pomoc¢u Freeze Dryers
Rotational-Vacuum-Concentrator, GAMMA 1-16 LSC (Martin Christ Gefriertrocknungsanlagen
GmbH, Nemacka). Nakon liofilizacije, za svaki lokalitet napravljeno je po dva poduzorka od po 0,5
g (0,1 g miSi¢a od 5 jedinki) u kojima je odredena koncentracija metala 1 metaloida.

Digestija svih uzoraka je vrSena, nakon dodavanja 10 ml 65 % azotne kiseline i 1 ml 30 %
vodonik peroksida, u mikrotalasnoj pecnici (Advanced Microwave Digestion System ETHOS 1,
Milestone, Italy) 20 min na 200 °C. Nakon digestije uzorci su razblaZeni u ultra ¢istoj vodi do
zapremine 25 ml provodljivosti 0,055 uS/cm. Koncentracije Al, As, Cd, Co, Cr, Cu, Fe, Hg, Mn,
Ni, Pb, Se, Sn i Zn odredene su indukcijom spregnute plazme — opticko emisione spektroskopije
(ICP-OES, Thermo Fisher Scientific iCAP 6500 Duo ICP, Cambridge, United Kingdom). Za
kontrolu je odabran referentni materijal misica DORM-4 (National Research Council of Canada).

Dobijene koncentracije elemenata su izrazene po pg/g suve mase (eng. dry weight, dw), koje
su potom izrazene u ug/g vlazne mase (eng. wet weight, ww) kako bi mogle da se uporede sa MDK
vrednostima u ribljem mesu koje su propisane u EU Direktivi (European Commission, 2006) i
Pravilniku o maksimalno dozvoljenim koli¢inama ostataka sredstava za zaStitu bilja u hrani i hrani
za zivotinje 1 o hrani i1 hrani za Zivotinje za koju se utvrduju maksimalno dozvoljene koliCine
ostataka sredstava za zastitu bilja (,,Sluzbeni glasnik RS” broj 29/2014). Propisane maksimalno
dozvoljene koncentracije za Pb iznosi 0,3 pg/g ww, za Cd 0,005 pg/g ww i Hg 0,05 pg/g ww
(European Commission, 2006). Republika Srbija je propisala iste MDK vrednosti za ova tri
elementa, a za As iznosi 2,0 pug/g ww, za Cu i Fe 30 pug/g ww i Zn 100 pg/g (,,Sluzbeni glasnik RS”
broj 29/2014).
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3.2.4 Insilico pristup

In silico pristup uklju¢io je pretragu baza podataka jedinjenja detektovanih na ispitivanim
lokalitetima tokom nadzornog monitoringa (podaci preuzeti od SEPA i GZZJZ Beograd) i baze
NORMAN udruzenja (https://www.norman-network.com/) iz koje su preuzeti podaci detektovanih
jedinjenja u LVSPE uzorcima i jedinkama uklija na lokalitetima sliva Dunava.

Koncentracije jedinjenja detektovane tokom nadzornog monitoringa i u LVSPE uzorcima,
kao i PNEC wvrednosti koje su preuzete iz baze podataka NORMAN udruzenja
(https://www.norman-network.com/ /nds/ecotox/) i ECHA (https://echa.europa.eu/) koriS¢ene su
racunanje SumTU (Sprague, 1970):

SumTU =Y (Cil lowest PNEC;)

Ci predstavlja koncentraciju jedinjenja i koja je izmerena na lokalitetu, lowest PNECi najnizu
vrednost PNEC za dato jedinjenje koja je preuzeta iz NORMAN/ECHA baze podataka.

Sve organske prioritetne supstance koje su analizirane u tkivima uklija predstavljaju rizik po
zdravlje riba i ostalih organizama i za njih su propisane MDK vrednosti (European Commission
2011; European Parliament & Council, 2013). Poredenjem detektovanih koncentracija preuzetih iz
baze NORMAN udruZenja (https://www.norman-network.com/nds/empodat/chemicalSearch.php) i
MDK vrednosti izvrSena je procena uticaja detektovanih jedinjenja na bioticku komponentu
ispitivanih lokaliteta.

3.2.5 Statisticke analize

Statisti¢ka obrada podataka radena je u programima Statistica 7.0. (StatSoft, Inc., 2001) i
SPSS 17.0 (SAD). Na pocetku statisticke obrade podataka ispitan je tip raspodele podataka pomocu
Kolmorgorov-Smirnov testa. Rezultati mikronukleus testa koji su pokazali normalnu distribuciju
dalje su analizirani parametrijskim testovima. Za testiranje razlika izmedu lokaliteta kori$¢ena je
analiza one-way ANOVA, a Tukey's post-hoc test za poredenja izmedu grupa (lokaliteta). Za sva
poredenja nivo znacajnosti je iznosio p<0,05. Rezultati alkalnog i Fpg modifikovanog komet testa i
dobijene koncentracije metala i metaloida nisu bili u saglasnosti sa normalnom raspodelom i za
njihovu analizu su kori$éeni neparametrijski testovi: Kruskal-Wallis H test za testiranje da li postoji
znacajna razlika izmedu grupa. Ukoliko je utvrdenja statisticki znacajna rezlika, koriS¢en je Mann-
Whitney U test za poredenje dve grupe, a vrednost statisticke znacajnosti (p) je korigovana u
odnosu na broj poredenja (p = 0,05 / ukupan broj poredenja).

Korelacija izmedu podataka je testirana pomocu Pearson testa (u slu¢aju normalne
distribucije) i Spearman testa (u slu¢aju kada podaci nisu pokazali normalnu distribuciju). U oba
slucaja statistiCka znacajnost p iznosi < 0,05.

Indeks zagadenja metalima (eng. metal pollution index, MPI) koris¢en je kako bi se
jednostavnije izvrSilo poredenje izmedu razli¢itih uzoraka, jer ovaj indeks govori o ukupnoj
opterecenosti nekog tkiva ili organizma metalima i1 metaloidima. MPI se dobija na osnovu
detektovanih koncentracija svih metala i metaloida (Usero et al., 1997):

MPI = (cy % C; % €3 % )"

Cn predstavlja koncentraciju odredenog elementa u tkivu, a n ukupan broj analiziranih elemenata.

Primenom MPI formule vrSena je i procena opterecenosti jedinki prioritetnim supstancama
(eng. organic pollution index, OPI). Dobijanjem jedinstvene vrednosti na osnovu koncentracija
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akumuliranih prioritetnih supstanci omoguceno je jednostavnije poredenje izmedu uzoraka,
odnosno lokaliteta.

U okviru RAPD analize konstruisana su filogenetska stabla u programu Statistica 7.0.
(StatSoft, Inc., 2001) primenom UPGMA metode (eng. Unweighted Pair Group Method With
Arithmetic Mean) na osnovu matrice geneticke slicnosti, odnosno distance.

IBR je metoda koja objedinjuje odgovore biomarkera od interesa u jedan, generalni “indeks
stresa”, odnosno IBR vrednost (Beliaeff i Burgeot, 2002). Ova metoda podrazumeva i graficki
prikaz koji se sastoji iz poligonalnih polja, koja predstavljaju povrSine IBR vrednosti za svaki
parametar. U IBR analizi kori$¢eni su podaci kondicionog indeksa, vijabilnosti ¢elija krvi uklija, TI
% vrednosti dobijene u alkalnom i1 Fpg modifikovanom kome testu, ucestacestalosti MN (%o) 1
MPI/OPI vrednosti.

Da bi se izracunala ukupna IBR vrednost, potrebno je prvo standardizovati podatke:
Y; = (Xj —mean X)/ S

Y; predstavlja standardizovanu vrednost biomarkera, X; srednju vrednost biomarkera za
odredeni lokalitet, mean X srednja vrednost datog biomarkera za sve lokalitete, S predstavlja
standardnu devijaciju (SD) za svaki biomarker. U zavisnosti od toga da li je odgovor biomarkera na
zagadenje indukcija ili inhibicija, Y vrednosti se dodaje predznak + ili -. Odnosno:

Zi = - Y (u slucaju da je odgovor biomarkera na zagadenje inhibicija)
ili
Zi = Yj (u slu¢aju da je odgovor biomarkera na zagadenje indukcija)
Standardizovana vrednost Z; se dalje koristi za izracunavanje Si:
Si = Yi + | min|

Si>0,a | min| predstavlja apsolutnu minimalnu vrednost koja je zabelezena na nekom od
lokaliteta.

Za graficki prikaz koris¢eni su radijalni dijagrami na kojima koordinate predstavljaju
vrednosti biomarkera Si dobijeni za svaki lokalitet. PovrSina polja izmedu dve koordinate (Ai) je
dobijena primenom slede¢e formule:

Ai = (Si X Sjs1 X sin a)/ 2

a predstavlja ugao koje zaklapaju dve susedne koordinate (S;i Si+1).
IBR vrednost za sve odabrane biomarkere obuhvata zbir svih A; vrednosti:

IBR=A;1+ A+ A,
A, predstavlja povrsinu polja koje zauzimaju dve susedne koordinate. Vrednosti Si ukazuju

koji biomarker u najve¢oj meri doprinosi povecanju, odnosno samanjenju IBR vrednosti.

Na osnovu principa IBR metode uradena je 1 procena pritisaka zagadenja na lokalitetima
(eng. integrated pollution based response, IPBR). Naime, u ovom slu¢aju su konstruisani radijalni
dijagrami za svaki lokalitet u kojima vrednosti koordinata nisu predstavljale vrednosti odgovora
biomarkera, ve¢ logaritmovane vrednosti fizicko-hemijskih, hemijskih i mikrobioloskih parametara.
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3.2.6 Opis podrudja istrazivanja

3.2.6.1 Sliv Velike Morave

Istrazivanje sliva Velike Morave sprovedeno je tokom avgusta i septembra 2016. godine i
obuhvatilo je osam lokaliteta, od kojih dva lokaliteta na Velikoj Moravi i po tri lokaliteta na toku
Zapadne i Juzne Morave (Slika 3.5). Velika, Zapadna i Juzna Morava su pod velikim antropogenim
pritiscima usled cega nije bilo mogucée obezbediti referentni (,,Cist”) lokalitet na ovim rekama. 1z
tog razloga, podaci iz baze SEPA dobijeni za lokalitet na Ibru (Batrage, RI) koriS¢eni su kao
,referentne® za procenu stepena zagadenja lokaliteta, a kao bazalne vrednosti DNK ostecenja u
éelijama krvi koris¢eni su podaci iz studije Kolarevié i sar. (2016a) za lokalitet Sabac 1 (RS). Opis
odabranih lokaliteta dat je u tabeli 3.5.

Prema Pravilnku (,,Sluzbeni glasnik RS” broj 74/2011) gornji deo toka Velike Morave, na
kome se nalazi lokalitet VM1, spada u tip 2 vodnog tela (velike reke sa dominacijom srednjeg
nanosa), dok donji deo toka, na kome se nalazi lokalitet VM2, pripada vodnom telu tipa 1 (velike
nizijske reke sa dominacijom finog nanosa). Sa druge strane, Citav tok Zapadne i Juzne Morave
pripada tipu 2 vodnog tela (,,SluZbeni glasnik RS broj 74/2011).
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Slika 3.5. Mapa ispitivanih lokaliteta sliva Velike Morave i referentnog lokaliteta na reci Savi (RS)
i Ibru (RI).
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Tabela 3.5. Prikaz ispitivanih lokaliteta u slivu Velike Morave i referentnih lokaliteta na reci Savi
(RS) i lbru (RI).

Sifra
lokaliteta
Ibar RI

Reka Opis lokaliteta

- Referentni lokalitet za procenu zagadenja ostalih lokaliteta

- U ataru sela Batrage

- Referentni lokalitet u genotoksikoloskom delu istrazivanja

- Nizvodno od Sapca

- Nizvodno od Svilajnca (10.000 stanovnika) i uzvodno od PoZarevca

VM1 - Nalazi se u oblasti u kojoj je zastupljena poljoprivreda (uticaj
organskih i neorganskih jedinjenja koje se koriste u poljoprivredi)

- Nizvodno od Pozarevca (50.000 stanovnika)

- Uticaj neprepradenih komunalnih otpadnih voda iz grada

- Uticaj industrijskin otpadnih voda (poreklom iz postrojenja
prehrambene, maSinske i metalopreradivacke industrije)

- U ataru sela Obrva (< 1.000 stanovnika), oko 25 km nizvodno od
Cacka

- Uticaj neprepradenih komunalnih otpadnih voda

- Uticaj nepreradenih industrijskih otpadnih voda (poreklom iz
postrojenja masinske, elektroindustrije, prehrambene i tekstilne
industrije)

- Uticaj organskih i neorganskih jedinjenja koji se koriste u
poljoprivredi

- Nizvodno od Kraljeva (60.000 stanovnika) i nizvodno od us¢a reke
Ibar u Zapadnu Moravu

- Uticaj neprepradenih komunalnih otpadnih voda

ZM?2 - Uticaj nepreradenih industrijskih otpadnih voda (poreklom iz
postrojenja masinske, prehrambene, industrije za proizvodnju
vagona, metalurgije)

- Uticaj zagadujucih supstanci prisutnih u vodi reke Ibar

- U ataru sela Ugljarevo (< 500 stanovnika), oko 25 km nizvodno od
Kraljeva

- Uticaj organskih i neorganskih jedinjenja koje se koriste u
poljoprivredi

- Nizvodno od Leskovca (60.000 stanovnika)

- Uticaj nepreradenih komunalnih otpadnih voda

- Uticaj neprepradenih industrijskih otpadnih voda (poreklom iz
postrojenja tekstilne, automobilske, farmaceutske, elektroindustrije,
industrije za proizvodnju sredstava za CiS¢enje 1 dezinfekciju,
kozmeticke proizvode, itd.)

- U ataru sela BatuSinac (< 1.000 stanovnika), uzvodno od Nisa

JM2 - Uticaj organskih i neorganskih jedinjenja koje se Kkoriste u
poljoprivredi

- U blizini Stala¢a (1.500 stanovnika)

- Uticaj organskih i neorganskih jedinjenja koje se Kkoriste u
poljoprivredi

- Uticaj nepreradenih otpadnih voda iz domacinstava

Sava RS

Velika
Morava
VM2

ZM1

Zapadna
Morava

ZM3

JM1

Juzna
Morava

JM3

3.2.6.2 Sliv Save

IstraZivanje sliva Save sprovedeno je u aprilu 2019. godine na tri lokaliteta (Slika 3.6).
Lokalitet Sava Zabran (SZ, na mapi oznacen brojem 1) se nalazi na Savi u okviru obrenovackog
izletiSta Zabran, 28 re¢nih km (rkm) uzvodno od Beograda. Uzvodno (43 rkm) od lokaliteta Zabran
nalazi se najveca termoelektrana u Srbiji, ,,Nikola Tesla A“ Cije pepeliSte predstavlja znacajnog
zagadivaca ovog dela toka reke Save, kao 1 okolnih poljoprivrednih povrsina. Na 1,1 rkm nizvodno
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od Zabrana, na us¢u Kolubare u Savu nalazi se lokalitet US¢e Kolubare (UK, na mapi oznacen
brojem 2). Jedan od glavnih izvora zagadenja ovog dela toka Kolubare predstavljaju komunalne
otpadne vode iz Obrenovca (oko 70.000 stanovnika) koje se ulivaju direktno u Kolubaru 1,5 km
uzvodno od ispitivanog lokaliteta. Lokalitet US¢e Baricke (UB, na mapi oznacen brojem 3) se
nalazi na usS¢u Baricke reke u Savu, odnosno 0,98 km nizvodno od us¢a Kolubare i Save. Na ovom
lokalitetu je izrazen difuzni tip zagadanja poreklom od otpadnih voda iz domacinstava koje se
direktno ulivaju u Bari¢ku reku. Pored toga, neposredno uzvodno od lokaliteta nalazi se industrijski
kompleks (fabrika za proizvodnju automobilskih delova, delova motora i opstih industrijskih
delova, fabrika kartona) ¢ije se otpadne vode ispustaju direktno u Savu.

Prema Pravilniku (,,Sluzbeni glasnik RS broj 74/2011), deo toka Save koji protice kroz
teritoriju Republike Srbije pripada vodnom telu tipa 1. Kolubara je znacajna desna pritoke Save
koja se u ovu reku uliva kod Obrenovca i pripada tipu 2 vodnog tela (,,Sluzbeni glasnik RS” broj
74/2011). Baricka reka je jedna od manjih desnih pritoka Save, ¢ije se uS¢e nalazi u naselju Baric.
Baricka reka spada u tip 3 vodnog tela (mali i srednji vodotoci sa dominacijom krupne podloge 1
nadmorskom visinom do 500 m) (,,Sluzbeni glasnik RS” broj 74/2011).
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Slika 3.6. Mapa lokaliteta u slivu Save.

3.2.6.3 Sliv Dunava

Istrazivanje sliva Dunava vrSeno je u okviru medunarodne JDS4 ekspedicije tokom jula
2019. godine. U okviru ove studije, istrazivanje je radeno na Sest lokaliteta, od kojih je jedan
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lokalitet na reci Tisi, dva na Savi i tri lokaliteta na Dunavu, u delu toka koji protic¢e kroz teritoriju
Republike Srbije (Slika 3.7). Opis odabranih lokaliteta dat je u tabeli 3.6. Prema Pravilniku
(,»Sluzbeni glasnik RS” broj 74/2011), svi odabrani lokaliteti se nalaze na rekama koja pripadaju
tipu 1 vodnog tela.
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Slika 3.7. Mapa ispitivanih lokaliteta sliva Dunava i referentni lokalitet na Savi (RS).
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Tabela 3.6. Prikaz ispitivanih lokaliteta sliva Dunava.

Sifra . .
Reka lokaliteta Opis lokaliteta
- 10 rkm uzvodno od us¢a Tise u Dunav, kod Titela (5.000 stanovnika)
Tisa IDS33 - U priobalnom delu se nalazi nekoliko restorana i splavova cije se

komunalne otpadne vode direktno ulivaju u Tisu
- Uticaj organskih i neorganskih jedinjenja koje se koriste u poljoprivredi

- Jamena, u blizini granice Srbije sa Bosnom i Hercegovinom i Hrvatskom

JDS35 - Najveci pritisak zagadenja potice od organskih i neorganskih jedinjenja
poreklom od poljoprivrednih aktivnosti

- Maki§, 11 rkm uzvodno od us$¢a Save u Dunav

- Uticaj difuznog zagadenja poreklom iz otpadnih voda domacinstava iz

Sava naselja Ostruznica i velikog broja privatnih splavova i restorana koji su

IDS36 smesteni u priobalnom delu

- U blizini lokaliteta se nalazi marina, zbog ¢ega u vodenu sredinu moze
dospeti nafta i motorno ulje iz ¢amaca i brodova za rekreaciju

- Pritisak nepreradenih industrijskih otpadnih voda iz fabrike za poizvodnju
i preradu kartonske ambalaze

- Nizvodno od Panceva (77.000 stanovnika)

- Uticaj nepreradenih komunalnih otpadnih voda iz Panceva; neposredno
uzvodno od lokaliteta nalazi se industrijski kompleks (fabrika za
proizvodnju vestackog dubriva, rafinerija nafte, fabrika za proizvodnju
hemijskih sredstava za domacdinstvo, fabrika za proizvodnju plasti¢nih
masa) Cije se otpadne vode ulivaju u Dunav

- Ram (250 stanovnika), 15 km nizvodno od TE ,,Kostolac* (zagadivac svih
tipova ekosistema uzimaju¢i u obzir Stetna jedinjenja koja nastaju

sagorevanjem lignita, ali i Cestice pepela koje se skladiste u nedovoljno

JDS40 . o

Dunav obezbedenim pepelistima)

- Uticaj zagadenja poreklom od poljoprivrednih aktivnosti (neorganskih i
organskih jedinjenja koje se koriste u poljoprivredi)

- Radujevac (1.500 stanovinika)

- Intezivna poljoprivredna aktivnost u ovoj oblasti (povrtarstvo,
vinogradarstvo, vocarstvo) - uticaj organskih i neorganskih jedinjenja koje

JDS41 se koriste u poljoprivredi

- Otpadne vode poreklom iz hemijske industrije (proizvodnja mineralnih
dubriva i fosforne kiseline) u naselju Prahovo (10 km uzvodno) takode
predstavljaju jedan od izvora zagadenja

JDS37
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4 REZULTATI I DISKUSIJA

4.1 Istrazivanje sliva Velike Morave

Uzorkovanje re¢ne vode i jedinki uklija vrSeno je tokom avgusta i septembra 2016. godine na
lokalitetima na Velikoj, Zapadnoj i Juznoj Moravi. Na Velikoj Moravi su odabrana dva lokaliteta
(nizvodno od Svilajnca - VML i nizvodno od PoZarevca - VM2), na Zapadnoj Moravi tri (lokalitet u
ataru sela Obrve - ZM1, zatim nizvodno od Kraljeva - ZM2 i u ataru sela Ugljarevo - ZM3) i na
toku Juzne Morave takode je odabrano tri lokaliteta (nizvodno od Leskovca - JM1, u ataru sela
Batusinac - JM2 i kod Stala¢a - JM3). S obzirom da su prema podacima monitoringa (SEPA)
ispitivani lokaliteti bili pod ve¢im ili manjim pritiskom zagadenja, uvedeni su kontrolni, odnosno
»referentni* lokaliteti. Lokalitet Batrage na Ibru (RI), koji pripada slivu Velike Morave, je koris¢en
kao kontrolni lokalitet za procenu stepena zagadenja. Kao bazalne (“referentne”) vrednosti
genotoksi¢nog odgovora kod uklija koris¢eni su podaci iz studije Kolarevi¢ i sar. (2016a) koji su
dobijeni za lokalitet uzvodno od Sapca na Savi (RS), obzirom da je u datom sluéaju utvrden najnizi
nivo genotoksi¢nog odgovora kod ove vrste.

4.1.1 Analiza fizicko-hemijskih i hemijskih parametara kvaliteta vode na
lokalitetima u slivu Velike Morave

4.1.1.1 Fizi¢ko-hemijski parametri

Na ispitivanim lokalitetima osnovni fizicko-hemijski parametri mereni su u isto vreme kada
su uzeti uzorci vode i uzorkovane jedinke uklija (Tabela 4.1). Izmerene vrednosti temperature vode
su bile ocekivane za doba godine i varirale su od 20,7 °C, koliko je zabelezeno na lokalitetu VM1,
do 24,2 °C, koliko je izmereno na lokalitetu ZM3. Najvisa vrednost elektroprovodljivosti
zabelezena je na lokalitetu JM3 (520 uS/cm), a najniza na lokalitetu ZM2 (403 uS/cm). Najvisa
vrednost tvrdo¢e vode je zabelezena na lokalitetu JM3 (260 mg/l), a najniZza je detektovana na
lokalitetu ZM2 (203 mg/l). Na svim lokalitetima pH vrednosti su bile blago alkalne do alkalne
(7,51-8,41). Takode, zabelezene su visoke koncentracije rastvorenog kiseonika, izuzev na VM2
(6,78 mg/l) i ZM1 (7,19 mg/l).

Tabela 4.1. Vrednosti fiziCko-hemijskih parametara i prose¢ni vodostaji u avgustu/septembru 2016.
godine (podaci preuzeti od RHMZ-a).

Elektroprovodljivost Tvrdoca 0, Vodostaj (RHMZ)

Lokaliteti T (°C) (LS/cm) (mg/l) pH (mg/l) 0., (%) Avgust(/?r(;p))tembar
VM1 20,7 460 230 8,16 9,41 106,5 21/6

VM2 214 470 213 7,51 6,78 76,7 -312/-341
ZM1 22,6 407 204 7,90 7,19 84,5 240/212
ZM2 23,9 403 203 8,28 9,64 116,9 93/66

ZM3 24,2 407 204 8,41 10,64 130,4 -7/-17

JM1 20,9 413 240 7,56 10,10 121,1 -169/-170
JM2 21,3 456 251 7,80 9,90 114,8 -198/-204
JM3 21,3 520 260 7,90 9,70 110,5 32/24

S obzirom da se lokalitet VM2 nalazi nizvodno od Pozarevca (50.000 stanovnika) oksidacija
jedinjenja prisutnih u komunalnim i industrijskim otpadnim vodama mogla bi da bude razlog
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snizenja koncentracije kiseonika u vodi (Sanchez i sar., 2007). Sa druge strane, na lokalitetu ZM1
mogu¢ je upliv organskih i neorganskih dubriva koje se koriste u poljoprivredi, pa njihova
oksidacija moze da bude razlog snizene koncentracije kiseonika (Capblancg, 1989).

Ukoliko bi se izvrSila indikacija ekoloskog statusa povrsinskih voda na osnovu pH vrednosti
I koncentracije rastvorenog kiseonika u trenutku uzorkovanja lokaliteti VM1, ZM2, ZM3, JM1,
JM2, JM3 svrstali bi se u klasu | (ocena ekoloSkog statusa — odli¢an), lokalitet ZM1 u klasu 1l
(ocena ekoloskog statusa — dobar) i lokalitet VM2 u klasu 11l kvaliteta (ocena ekoloSkog statusa —
umeren) (,,Sluzbeni glasnik RS*, broj 74/2011).

Prema podacima Republickog hidrometeoroloskog zavoda Srbije (RHMZ) za 2016. godinu
(RHMZ, 2016), na svim lokalitetima, izuzev ZM1 i ZM2, zabelezen je izuzetno nizak prose¢an
vodostaj tokom avgusta i septembra (Tabela 4.1). Vodostaj u znacajnoj meri moZe uticati na
koncentraciju hemijskih agenasa u akvati¢noj sredini. Zbog smanjenog dilucionog kapaciteta, u
periodu niskog vodostaja ocekivano je naruSavanje kvaliteta vode koje je posledica znacajanog
uticaja otpadnih voda i agenasa poreklom od poljoprivredne aktivnosti (Chen i sar., 2010; Huang i
sar., 2014).

4.1.1.2 Insilico analiza

4.1.1.2.1 Analiza podataka nadzornog monitoringa

In silico pristup obuhvatio je analizu 68 fizicko-hemijskih i hemijskih parametara koji su
preuzeti iz baze SEPA za 2015. godinu. Prema podacima prose¢nih koncentracija amonijum jona,
svi lokaliteti pripadali su klasi Il kvaliteta povrSinskih voda (ocena ekoloSkog statusa — umeren).
Takode, prema koncentraciji ukupnog organskog ugljenika (eng. total organic carbon, TOC) svi
lokaliteti pripadali su klasi Il kvaliteta povrSinskih voda, izuzev ZM1 i JM2 koji su pripadali klasi
Il kvaliteta (ocena ekoloSkog statusa — dobar). Prema svim ostalim hemijskim parametrima (pH
vrednost, koncentracija rastvorenog kiseonika, BPK, nitrati, ortofosfati i ukupni fosfor), kvalitet
vode je varirao izmedu klase I i II (ocena ekoloskog statusa — odli¢an/dobar), osim u slucaju
koncentracije rastvorenog kiseonika na osnovu koje je lokalitet JM1 pripadao klasi Il kvaliteta
povrsinskih voda. Uzimajuéi u obzir koncentracije svih navedenih parametara na osnovu kojih je
vrsena ocena ekoloSkog statusa, svi lokaliteti su pripadali klasi Il kvaliteta povrsSinskih voda
(,,Sluzbeni glasnik RS*, broj 74/2011).

Na osnovu podataka hemijskih parametara uoc¢eno je da su metali, metaloidi, pesticidi i
organska jedinjenja imala najveci uticaj na narusavanje kvaliteta vode na ispitivanim lokalitetima
(Prilog 1, tabela 1). Prema studiji Tuna i sar. (2007) prisustvo metala i metaloida u vodi moze biti
posledica upliva industrijskih otpadnih voda. lako su sve koncentracije bile ispod grani¢nih
vrednosti (,,Sluzbeni glasnik RS*, broj 67/20011, 48/2012, 1/2016), na lokalitetima VM1, VM2,
ZM2 i JM1, koji se nalaze neposredno nizvodno od industrijskog postrojenja, detektovane su
povisene koncentracije razli¢itih metala i metaloida u odnosu na ostale lokalitete (na lokalitetu
VM1 detektovane su poviSene koncentracije Cd, Cr i Cu, na VM2 Cd, Cu, Ni, As, Al, na ZM2 Hg,
Ni i na JM1 Pb, As, Co, Mn). Prisustvo metala i metaloida na lokalitetima VM1 (nizvodno od
Svilajnca, 10.000 stanovnika), VM2 (nizvodno od PoZarevca, 50.000 stanovnika), ZM2 (nizvodno
od Kraljeva, 60.000 stanovnika), JM1 (nizvodno od Leskovca, 80.000 stanovnika) i JM3 (nizvodno
od Stalaca, 1.500 stanovnika) ukazuju na pritiske zagadenja kao Sto su fabrika metaloindustrije 1
fabrika za proizvodnju elektri¢nih kablova u Svilajncu, ,,Termoelektrane i kopovi“ Kostolac koja se
nalazi u blizini PoZarevca, zatim metarluska, masinska i industrija za proizvodnju vagona koja se
nalazi u Kraljevu, automobilska, elektroindustrija i tekstilna industrija Cija se postrojenja nalaze u
Leskovcu. Sa druge strane, lokaliteti ZM1, ZM3 i JM3 se nalaze nekoliko desetina kilometara
nizvodno od industrijskih postrojenja. lako su na ovim lokalitetima koncentracije metala i metaloida
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uglavom bile nize u odnosu na one koje su detektovane na lokalitetima VM2, ZM2 i JM1, njihovo
prisustvo u vodi moZe biti posledica uticaja industrijskih otpadnih voda tekstilne, hemijske
industrije i fabrike za proizvodnju vojnih prizvoda u Cagku, 25 km uzvodno od lokaliteta ZM1,
industrijskih otpadnih voda iz Kraljeva koje se nalaze 25 km uzvodno od ZM3 i jalovista rudnika
mrkog uglja koji se nalazi kod Aleksinca, uzvodno od lokaliteta JM3. Sa druge strane, lokalitet JIM2
se nalazi u ruralnom podrucuju, zbog ¢ega su detektovani metali i metaloidi na ovom lokalitetu
najverovatnije posledica poljoprivredne aktivnosti (Elrashidi i sar., 2007).

Na svim lokalitetima detektovani su indikatori organskog zagadenja: nitrati, nitriti, ukupni
azot, ortofosfati, itd. U vodenu sredinu ova jedinjenja najce$¢e dospevaju uplivom komunalnih
otpadnih voda i spiranjem poljoprivrednog zemljista (Madhav i sar., 2020). NajviSe koncentracije
ovih parametara zabelezene su na lokalitetima nizvodno od vecih naseljenih mesta (VM2, ZM2,
IJM1), zbog Cega se mozZe pretpostaviti da njihovo prisustvo u vodi ukazuje na uticaj komunalnih
otpadnih voda. Medutim, iako su zabeleZene koncentracije viSe u odnosu na ostale lokalitete, vazno
je napomenuti da su detektovane koncentracije bile ispod grani¢nih vrednosti (SluZbeni glasnik RS*
67/20011, 48/2012, 1/2016). Sa druge strane, na ostalim lokalitetima prisustvo ovih parametara se
moze povezati sa otpadnim vodama domacinstava i poljoprivredom.

lako su detektovani u niskim koncentracijama, prisustvo pesticida (atrazin, simazin,
terbutilazin, acetohlor, izproturon) na svim lokalitetima, izuzev ZM3, u vodi mozZe biti indikator
poljoprivredne aktivnosti (Leonard, 1990).

Na osnovu podataka godiSnjeg monitoringa (SEPA), jasno je da su svi ispitivani lokaliteti
pod odredenim stepenom zagadenja. Iz tog razloga, analizirani su podaci ostalih mernih stanica u
okviru sliva Velike Morave kako bi se pronasao odgovarajuci referentni lokalitet. Na osnovu ove
pretrage, merna stanica Batrage na Ibru (RI) se izdvojila po najnizim koncentracijama analiziranih
parametara iz SEPA baze podataka (Prilog 1, tabela 1), te je ovaj lokalitet dalje koris¢en kao
kontrolni za komparaciju uticaja hemijskog zagadenja sa ispitivanim lokalitetima. Medutim, na
ovom lokalitetu iz tehnickih razloga nije bilo moguce uzorkovanje uklija, zbog cega je bilo
neophodno pronaci kontrolnu grupu uklija u kojima je detektovan najnizi nivo DNK ostecenja.
Analizom ekogenotoksikoloskih studija u kojima su uklije koris¢ene kao bioindikatori na velikim
ravni¢arskim rekama istakla se studija Kolarevi¢a i sar. (2016a) u kojoj je na lokalitetu na Savi,
uzvodno od Sapca (RS), zabeleZen najnizi odgovor biomarkera u uklijama. 1z tog razloga, vrednosti
dobijene na lokalitetu RS u genotoksikoloskom delu istrazivanja koris¢ene su kao bazalne.

Na slici 4.1 dat je grafi¢ki prikaz logaritmovanih vrednosti fizi¢ko-hemijskih i hemijskih
parametara pracenih tokom monitoringa 2015. godine na ispitivanim lokalitetima u slivu Velike
Morave, kao i na kontrolnim (RI i RS). Podaci za Rl na radijalnom dijagramu su organizovani
prema rastué¢em trendu kako bi se jednostavnije uocile razlike u koncentracijama, pre svega onih
jedinjenja koja su u vodi prisutna u niskim koncentracijama (ug/l). Kao Sto se sa grafika moze
uociti, postoji sli¢an trend u vrednostima parametara koji su izmereni na lokalitetima RS i RI.
Najvece razlike u vrednostima su uocene za koncentracije parametra 25 (ukupna Hg), kao 1 za 32 1
39 (ukupni i rastvoreni Co) koji nisu detektovani na lokalitetu RS, a detektovane su na RI.
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Slika 4.1. Poredenje koncentracija hemijskih parametara referentnog lokaliteta Rl na Ibru sa
lokalitetom na Savi (RS) i lokalitetima slivaVelike Morave (podaci preuzeti od SEPA).

Na listi analiziranih hemijskih parametara nalaze se supstance koje su definisane kao
prioritetne (Hg, Cd, Ni, Pb, atrazin, fluoranten, benzo(b)fluoranten, benzo(k)fluoranten, diuron,
simazin, izoproturon) (European Parliament & Council, 2013; ,,Sluzbeni glasnik RS* 24/2014).
Vecina ovih parametara su detektovana na lokalitetima na Velikoj, Zapadnoj i Juznoj Moravi. Sa
druge strane, na lokalitetu RS ovi parametri su bili u koncentracijama ispod limita detekcije ¢ime
se, pored toga Sto su vrednosti genotoksi¢nog odgovora kod uklija bile niske, takode opravdava da
se ovaj lokalitet koristi kao “referentni”.

Na osnovu povrsine radijalnih dijagrama (Slika 4.2), utvrden je najveci stepen zagadenja na
lokalitetima VM2, JM1 i JM3, a najmanji na lokalitetima JM2 i ZM1. Analiziraju¢i podatke
hemijskih parametara koji su preuzeti iz baze SEPA utvrdeno je da se broj detektovanih parametara
nije znacajno razlikovao izmedu lokaliteta, i da je broj varirao od 58 za VM1, do 54, za ZM1. Kao
Sto je ve¢ opisano, u zavisnosti od lokaliteta zabeleZen je razliCit uticaj izvora zagadenja, zbog ¢ega
su se i razlikovale koncentracije parametara, pre svega metala, metaloida i organskih jedinjenja na
lokalitetima (Prilog 1, tabela 1).
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Slika 4.2. Povrsina radijalnih dijagrama prikazanih na slici 4.1. Veca povrsina ukazuje na veci
stepen zagadenosti lokaliteta.

Pored toga $to podaci o prisustvu odredenih hemijskih parametara u vodi imaju vaznu ulogu
u identifikaciji izvora zagadenja, oni su vazni i sa stanovista eko/genotoksikologije. Bez obzira Sto
su u vodenoj sredini koncentracije metala i metaloida bile nize od MDK vrednosti, hroni¢no
izlaganje Cak 1 niskim koncentracijama Cr, As, Al, Zn, Fe, Pb, Cu, Hg, Ni, Mn mozZe naruSiti imuni
odgovor, indukovati oksidativni stres i dovesti do fizioloSkih, kao i histopatoloskih promena u
akvati¢nim organizmima (Bly 1 sar., 1997; Eroglu i sar., 2015; Rajeshkumar i sar., 2017). Takode,
izlaganje akvati¢nih organizama smeSama agenasa poreklom iz komunalnih otpadnih voda moze
dovesti do promena u njihovom metabolizmu, hormonskom statusu, kao i indukcije oksidativnog
stresa, itd. (Cazenave i sar., 2014; Bahamonde i sar., 2015; Du i sar., 2019). Pored toga, prisustvo
pesticida i ostalih agensa koji se koriste kao agrotehni¢ke mere u poljorivredi u vodi takode moze
uzrokovati razliCite efekte u organizmima: oksidativni stres, aktivaciju imunog odgovora,
naruSavanje hormonskog balansa u organizamima (Ullah i Zorriehzahra, 2015).

4.1.1.2.2 SumTU analiza

Procena ukupnog uticaja jedinjenja i elemenata koji mogu biti toksi¢ni u odredenim
koncentracijama izvrsena je na osnovu SumTU analize. Od 68 hemijskih i fizi¢ko-hemijskih
parametara koji su detektovani tokom monitoringa (SEPA) 2015. godine, za 28 hemijskih
parametara je utvrden toksic¢ni potencijal (Prilog 1, tabela 2). Medu elementima/jedinjenjima koja
imaju toksi¢ni potencijal spadaju metali, metaloidi, pesticidi i1 specificne organske zagadujuce
supstance (PAH-ovi i 4-nonilfenol). Najnize PNEC vrednosti organskih zagaduju¢ih supstanci
preuzete su iz baze NORMAN udruZenja, dok su PNEC vrednosti metala i metaloida preuzete iz
ECHA baze.

Analiziraju¢i prose¢ne detektovane koncentracije parametara i odgovaraju¢e PNEC
vrednosti, jedino su koncentracije rastvorenog Zn i Mn na lokalitetima JM1 i JM3 bile iznad PNEC
vrednosti. PNEC vrednost za Zn iznosi 17 pg/l, odnosno 34 ug/l za Mn a na lokalitetima JM1 i IM3
su zabeleZzene nesto viSe prosecne koncentracije (sr. vrednost + standardna greSka, SE, za Zn
iznosile su 18,627 + 12,388 ug/l, odnosno 23,386 + 28,053 ug/l, a za Mn 38,242 + 65,551 pg/l,
odnosno 52,40 + 118,631 pg/l). Kao $to se moze uociti na osnovu SE vrednosti, postojalo je
variranje u koncentracijama datih elemenata u zavisnosti od perioda uzorkovanja.

Na toksi¢ni potencijal, odnosno SumTU vrednosti, uticale su i koncentracije onih
parametara koje su bile nesto nize od PNEC vrednosti. Na pove¢anje SumTU vrednosti za lokalitet
VMI uticale su koncentracije terbutilazina i metali i metalodi: Fe, Mn, Cr, Ni, Co, As, na povecanje
vrednosti ovog indeksa za lokalitet VM2 uticali su terbutilazin, fluoranten, i ve¢i broj rastvorenih
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metala i metaloida: Mn, Zn, Cu, Cr, Pb, Cd, Co, As. U slucaju lokaliteta ZM1, Mn, Zn, Cu, Cr, Ni i
Co uticali su na povecanje SumTU vrednosti, zatim Zn, Cu, Cr, Pb, Cd, Ni, Co 1 As za lokalitet
ZM2 i za ZM3 Mn, Zn, Cr, Pb, Cd, Ni, Co i As. Detektovane koncentracije Cr, Hg, Fe, Pb, Cd, Ni,
Co, As uticale su na povecanje SumTU vrednosti za lokalitet M1, zatim Fe, Mn, Zn, Cd, Co 1 As
uzrokovali su povecanje vrednosti ovog indeksa za lokalitet J]M2 i za JM3 koncentracije Fe, Cu, Cr,
Pb, Ni, Co, As imali su znacajan doprinos u pove¢anju SumTU vrednosti.

Najvisa vrednost SumTU je dobijena za lokalitete JIM3 (6,91), VM2 (5,16) i JM1 (5,18),
dok je najniza zabeleZzena na lokalitetu ZM1 (3,10) (Tabela 4.2). Broj detektovanih toksi¢nih
parametara varirao je od 21, koliko je zabelezeno na JM2, do 13, koliko je zabelezeno na ZM3, Sto
ukazuje da su na povecanje vrednosti SumTU imale uticaj koncentracije, pre svega one koje su
prevazilazile ili bile blizu PNEC vrednosti (Prilog 1, tabela 2).

Tabela 4.2. Prikaz SumTU vrednosti dobijenih na osnovu podataka nadzornog monitoringa za
2015. godinu (podaci preuzeti od SEPA).

VM1 VM2 ZM1 ZM2 ZM3 JM1 JM2 JM3

SumTU 3,25 5,16 3,10 3,20 4,72 5,18 3,17 6,91

Vazno je naglastiti da je uocen sli¢an trend u vrednostima povrsina radijalnog dijagrama,
koje ukazuju na ukupan uticaj zagadenja na lokalitetima, i SumTU vrednostima, koje ukazuju na
toksicni potencijal na lokalitetima. Takode, za sve hemijske parametre za koje je utvrden toksi¢ni
potencijal, utvrden je i genotoksi¢ni, a indukcija oksidativnog stresa predstavlja najcesci
mehanizam nastanka promena na genetickom materijalu.

4.1.2 Exsitu/in vitro pristup

4.1.2.1 Citotoksicni i genotoksic¢ni efekat u SOS/umuC testu

Rezultati SOS/umuC testa sa (S9+) i bez metaboli¢ke aktivacije (S9-) prikazani su u tabeli
4.3. Prema vrednostima stope rasta i indukcije, citotoksi¢ni i genotoksicni efekat nije detektovan ni
za uzorke sa lokaliteta VM2, JM1 i JM3 za koje su dobijene visoke SumTU vrednosti. Navedeni
efekti nisu detektovani ni u studiji Kolarevi¢ i sar. (2016a) na referentnom lokalitetu RS. Za sve
tretmane stopa rasta je iznosila preko 0,75, osim u slu¢aju pozitivne kontrole (4-NQO) u
eksperimentu bez metabolicke aktivacije. Vrednosti stope indukcije nisu prelazile grani¢nu vrednost
(1,5), sa izuzetkom pozitivnih kontrola, BaP i 4-NQO.
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Tabela 4.3. Stopa rasta i indukcije nakon tretmana S. typhimurium TA1535/pSK1002 nativnim
uzorcima vode i pozitivnim kontrolama (BaP i 4-NQO) (sr. vrednost £ SE); crvenom bojom su
oznaceni uzorci koji su pokazali citotoksi¢ni/genotoksicni efekat.

SO- S9+
Stopa rasta Stopa indukcije Stoparasta Stopa indukcije
RS 1,26 + 0,16 1,0£0,1 1,48 + 0,05 1,2+£0,2
VM1 1,13+0,06 1,05+0,07 0,81+£0,05 0,83+ 0,14
VM2 1,25+0,24 1,02+ 0,15 0,90+0,07 0,92+0,37
ZM1 098+0,16 1,10+0,16 089+0,07 0,71+0,19
ZM?2 0,88 + 0,09 1,28+ 0,09 0,86 +0,056 1,01+0,65
ZM3 0,77+0,29 145+028 0,88%0,11 0,68+ 0,15
JM1 0,96 £ 0,14 1,26+ 0,09 1,08+0,02 0,67+0,18
JM2 137+021 084+040 124+0,05 0,91+0,08
JM3 1,43+0,09 064+009 126+0,12 0,96+0,05
Neg. kontrola 1,00+0,15 1,02+0,25 100+0,09 0,99+0,21
4-NQO 0,66 +0,06 12,13+4,12 / /
(0,5 pg/ml)
BaP / / 0,99+£0,05 182+0,34
(10 pg/ml)

Na osnovu dobijenih rezultata uocava se da u SOS/umuC testu nije detektovan citotoksi¢ni i
genotoksi¢ni efekat ispitivanih nativnih uzoraka. Sli¢ni rezultati dobijeni su i u studiji Kolarevi¢ i
sar. (2016a) u kojoj takode nije detektovan citotoksi¢ni i genotoksi¢ni efekat isptivanih nativnih
uzoraka sa lokaliteta u slivu Save, dok je u ostalim biotestovima zabeleZen genotoksi¢ni efekat.
Takode, u studiji Kittinger i sar. (2015) testirano je 68 nativnih uzoraka sa Dunava, a za samo Cetiri
uzorka je detektovan genotoksi¢ni efekat u ovom testu.

Osetljivost SOS/umuC testa koris¢enog za detekciju citotoksi¢nog i genotoksi¢nog efekta
nativnih uzorka vode se moZe dovesti u pitanje i kada se uporede koncentracija BaP koja je
kori$¢ena kao pozitivna kontrola testa i MDK vrednosti ovog jedinjenja. Naime, BaP se nalazi na
listi prioritetnih supstanci i za ovo jedinjenje propisana MDK vrednost u povrsinskim vodama
iznosi 0,027 pg/ml (European Parliament & Council, 2013), dok je preporu¢ena koncentracija u
SOS/umuC testu 10 pg/ml. 1z datog se vidi da je preporucena koncentracija date pozitivne kontrole
vise od 300 puta veca od relevantne MDK vrednosti, odnosno koncentracije koja se moze ocekivati
u Zivotnoj sredini.

4.1.2.2 Citotoksi¢ni i genotoksi¢ni efekat kod HepG2 celijske linije

Pre izvodenja alkalnog komet testa na HepG2 celijskoj liniji utvrdena je vijabilnost ovih
¢elija nakon tretmana nativnim uzorcima vode diferencijalnim bojenjem AO/EtBr. Kao §to je
prikazano u tabeli 4.4, vijabilnost je u svim uzorcima iznosila preko 95 %.
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Tabela 4.4. Vijabilnost HepG2 ¢elija nakon 24 h tretmana nativnim uzorcima vode (sr.
vrednost £ SE).

Vijabilnost (%)

VM1 99,014
VM2 96,0+ 1,7
ZM1 97,5+ 0,7
ZM?2 945+21
ZM3 96,5+2,1
JM1 97,0+14
JM2 955+2,1
JM3 945+0,7
Neg. kontrola 955+21
BaP 955+2,1

Graficki prikaz stepena DNK oSte¢enja HepG2 celija nakon 24 h tretmana nativnim
uzorcima vode dat je na slici 4.3. Najvisi nivo DNK osteéenja je zabelezen u tretmanu celija sa
pozitivnom kontrolom, BaP (35,33 + 0,82; sr. vrednost + SE). Statisticki zna¢ajna razlika u nivou
DNK oste¢enja HepG2 ¢elija i utvrdena je samo izmedu pozitivne i negativne kontrole.
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Slika 4.3. Nivo DNK oste¢enja HepG2 cCelija nakon 24 h tretmana nativnim uzorcima vode sa
ispitivanih lokaliteta; * oznacCava statisti¢ki znacajnu razliku u odnosu na negativnu kontrolu
(koriS¢eni test: Mann-Whitney U test sa Dunn-Boniferonni korekcijom; p < 0,006); istom bojom su
oznaceni lokaliteti sa iste reke.

Kao i u slu¢aju SOS/umuC testa, u alkalnom komet testu na HepG2 ¢elijama nije detektovan
genotoksi¢ni efekat ispitivanih nativnih uzoraka. Razlog za to moze biti sama metodologija prema
kojoj uzorci vode moraju biti razblazeni u medijumu za gajenje Celija ¢ime se, na samom pocetku
tretmana, dobija REF 0,3. Pregledom literature utvrdeno je da je ova ¢elijska linija moze detektovati
genotoksi¢ni efekat koncentrovanih uzoraka povrSinskih voda (REF 200, REF 400, REF 600)
(Feretti i sar., 2020), ili nativnih uzoraka sa lokaliteta koji su pod visokim pritiskom zagadenja
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(Zegura i sar., 2009). U skladu sa tim, moZe se pretpostaviti da bi testiranje koncentrisanih uzoraka
vode uticalo na povecanje nivoa osetljivosti HepG2 ¢elijske linije u detekeiji genotoksi¢nog efekta.

4.1.3 In situ pristup

4.1.3.1 Opste fizioloSko stanje uzorkovanih jedinki uklija

Podaci o broju uzorkovanih jedinki, prosecnoj duzini, masi i kondicionom indeksu uklija
(sr. vrednost £ SE) prikazane su u Prilogu 1, u tabeli 3. Najmanja prose¢na duzina jedinki
zabelezena je na lokalitetu JM2 (9,5 + 2,3 cm), dok je najveca zabelezena na VM1 (13,7 = 2,4 cm).
Najnizna vrednost prosecne mase jedinki je zabeleZena na lokalitetu ZM2 (10,7 = 0,8 g), a najvisa
na lokalitetu VM2 (12,9 + 0,5 g). Kada se analiziraju srednje vrednosti kondicionog indeksa, moze
se uociti da su najniZe vrednosti zabeleZzene za lokalitete na Velikoj Moravi (VM1: 0,56 + 0,05;
VM2: 0,55 £ 0,07), a najvisa vrednost je dobijena za jedinke uzorkovane sa lokaliteta JM2 (0,75 +
0,1), ukoliko se izuzme referentni RS lokalitet (0,89 + 0,09). Statisti¢ki znacajna razlika u
vrednostima kondicionog indeksa utvrdena je poredenjem lokaliteta VM1 sa ZM1 i JM2, zatim
poredenjem VM2 sa ZM1, ZM3 1 JM3 i poredenjem JM3 sa ZM1 1 JM2.

Kondicioni indeks odrazava opste stanje riba i njegove vrednosti mogu ukazati na stepen
uhranjenosti jedinki. Na lokalitetima za koje su dobijene najnize vrednosti ovog indeksa prosecna
duzina jedinki nije znacajno odstupala od prosecne duzine na ostalim lokalitetima. Medutim, razlika
je uoCena u masi jedinki, $to moze biti pokazatelj nedostatka izvora hrane. Pored toga, niske
vrednosti kondicionog indeksa kod riba mogu biti pokazatelji uticaja zagadenja (Bervoets i Blust,
2003; Linde-Arias i sar., 2008). Na osnovu vrednosti SumTU zabeleZen je visok pritisak zagadenja
toksi¢nim agensima na lokalitetima VM2 1 JM3, pa je uticaj zagadenja mogao da se odrazi na
fizioloski status jedinki, na Sta ukazuju i niZze vrednosti kondicionog indeksa na datim lokalitetima.

4.1.3.2 Citotoksi¢ni efekat na celijma krvi uklija

Kako uzorci krvi za genotoksikoloSke analize nisu mogli biti dopremljeni u laboratoriju i
procesuirani istog dana, radena je njihova krioprezervacija u te¢nom azotu na terenu. Nakon
diferencijalnog bojenja AO/EtBr ¢elija krvi uklija utvrdeno je da je prose¢na vijabilnost svih
uzoraka bila iznad 75 % (Tabela 4.5), §to je u saglasnosti sa prethodnim studijama (Kolarevi¢ i sar.,
2016a; Kracun-Kolarevi¢ i sar., 2016) u kojima je utvrdeno da krioprezervacija ne utie na
vijabilnost ¢elija 1 indukciju DNK oStecenja.
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Tabela 4.5. Vijabilnost ¢elija krvi uklija (sr. vrednost + SE).

Lokaliteti Vijabilnost (%)

RS 78,00 = 4,00
VM1 91,50 + 2,64
VM2 85,17 + 7,52
ZM1 92,60 + 7,60
ZM?2 91,50 + 8,89
ZM3 84,83 + 16,39
JM1 86,50 + 11,26
JM2 91,33 +9,07
JM3 95,17 + 7,36

4.1.3.3 Nivo DNK ostecenja ¢elija krvi jedinki uklija

4.1.3.3.1 Alkalni i Fpg-modifikovani komet test

Na slici 4.4 prikazan je nivo DNK ostecenja detektovan u ¢elijama krvi uklija. NajviSi nivo
DNK ostec¢enja (sr. vrednost + SE) zabelezen je na lokalitetima ZM1 (52,07 £ 3,65) i ZM3 (48,38 £
0,14), dok je najnizi stepen oSteCenja DNK zabeleZen na lokalitetu JM2 (24,85 + 0,02). Statisticki
znacajno povecanje nivoa DNK ostecenja uoceno je na lokalitetima sliva Velike Morave u odnosu
na referentni lokalitet RS, izuzetak je bio lokalitet IM2 (Slika 4.4).
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Slika 4.4. Nivo DNK ostecenja ¢elija krvi uklija na osnovu parametra TI %; * oznacava statisti¢ki
znacajnu razliku u odnosu na lokalitet RS; (kori$éeni testovi: Kruskal Wallis i Mann Whitney U test
sa Dunn-Boniferroni korekcijom; p < 0,006); istom bojom su oznaceni lokaliteti sa iste reke.

Najvise TI % vrednosti zabeleZene su u ¢elijama krvi uklija sa lokaliteta za koje je utvrdeno
da nisu pod uticajem visokog stepena zagadenja prema vrednostima povrsina radijalnih dijagrama
hemijskih parametara (Slika 4.2) i SumTU vrednosti (Tabela 4.2). To se, pre svega, odnosi na
lokalitete ZM1 i ZM3 koji se ne nalaze neposredno nizvodno od gradskih naselja. 1z tog razloga
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moze se pretpostaviti da su na indukciju detektovanog DNK oSte¢enja ucestvovali i agensi koji nisu
praceni u okviru monitoringa. Sli¢ni rezultati su dobijeni 1 u studiji Jovanovi¢ Mari¢ i sar. (2020) u
kojoj je, u odnosu na kontrolnu grupu, detektovan statisticki znacajno visi nivo DNK ostecenja u
¢elijama krvi Sarana (Cyprinus carpio) i hemocitama Sinanodonta woodiana na lokalitetu koji se
nalazi uzvodno od ispusta otpadnih voda Novog Sada, $to je ukazalo na to da su i na lokalitetu
uzvodno prisutni genotoksi¢ni agensi koji SU najverovatnije poreklom od drugog izvora zagadenja,
a ne iz otpadnih voda.

U tabeli 4.6 prikazan je broj detektovanih HH. Rezultati neparametrijskog Kruskal-Wallis
testa pokazali su da se ucestalost HH (%) nije znacajno razlikovala izmedu lokaliteta u slivu Velike
Morave. Medutim, poredenjem ucestalosti HH i vijabilnosti ¢elija krvi primenom Pearson testa nije
utvrdena znacajna korelacija (r =-0,13, p = 0,39).

Tabela 4.6. Ucestalost HH (%) u ¢elijama krvi uklija (srednja vrednost + SE).

Lokaliteti HH %
VM1 1,00 £ 0,37
VM2 05+05
ZM1 1,40+1,17
ZM2 1,67 +1,28
ZM3 2,83+£0,98
JM1 0,50 £ 0,34
JM2 0
JM3 1,17+ 1,17

Parametar HH predstavlja izuzetno oSte¢ene DNK molekule i mogu se smatrati indikatorom
apoptoze (Olive i Banéath, 1995; Kumaravel i sar., 2009) s obzirom da veli¢ina oStecenja
najverovatnije premasuje reparacione mogucénosti ¢elije. U skladu sa tim, ispitivana je korelacija
izmedu ucestalosti HH 1 vijabilnosti ¢elija krvi uklija. Odsustvo statisti¢ki znaajne korelacije
izmedu ucestalosti HH i vijabilnosti u skladu je sa studijama Collins (2004) i Lorenzo i sar. (2013).
U navedenim studijama je pokazano da HH predstavljaju jedra sa velikim brojem DNK ostecenja,
ali da se ta oSte¢enja mogu ispraviti, za razliku od trajnih oStecenja koja su uzrokovana apoptozom.
Lorenzo i sar. (2013) pokazali su da nakon izlaganja celija vodonik peroksidom nastaju HH.
Medutim, nakon krade inkubacije tretiranih ¢elija, HH se viSe na gelu ne uocavaju, §to nije
posledica potpune degradacije DNK i apoptoze, ve¢ je utvrdeno da su indukovana DNK ostecenja
ispravljena reparacionim mehanizmima.

Uticaj oksidativnog stresa na indukciju DNK oSte¢enja pracen je pomocu Fpg-
modifikovanog komet testa. Statisticki znacajna razlika u nivou DNK oste¢enja utvrdena je izmedu
uzoraka krvi tretiranih Fpg enzimom i puferom za lokalitete RS, VM1, VM2, ZM2, JM1 (Tabela
4.7). Tako su zabelezene relativno niske prosecne TI % vrednosti, najve¢i udeo 8-0x0G DNK
oSte¢enja zabeleZen je u celijama krvi jedinki uzorkovanih na lokalitetima RS i JMI1, dok je
najmanji udeo zabelezen na lokalitetu JM2.
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Tabela 4.7. VVrednosti Tl % parametra dobijene nakon tretmana ¢éelija krvi puferom i Fpg enzimom
(srednja vrednost £ SE) i neto 8-0x0G; * - oznacava statisti¢ki zna¢ajnu razliku izmedu vrednosti
dobijenih nakon tretmana Fpg enzimom i puferom (korisceni testovi: Kruskal Wallis i Mann-
Whitney U test sa Dunn-Boniferroni korekcijom; p < 0,002).

Lokaliteti ~ Fpg enzim Pufer Neto 8-0xoG

RS 31,50 +1,000 20,00 +1.00 11,50

VM1 44,33 +154" 3854+ 1,44 5,79

VM2 33,00+ 1,24" 33,65+ 1,60 0

ZM1 57,78+ 1,85 56,13+1,42 1,65

ZM2 51,39 +1,34" 46,06 + 1,43 5,33

ZM3 37,26 £1,42 38,44+1,52 0

JM1 33,96 +1,41° 23,48+1,32 10,48

JM2 2857+143 28,43+1,49 0,14

JM3 38,26 +1,62 3556+1.21 2,71

U studiji Collins 1 Dusinska (2002) utvrdeno je da se u zavisnosti od vrednosti neto 8-0X0G
u Fpg modifikovanom komet testu moZe detektovati uticaj oksidativnog stresa na naruSavanje
integriteta DNK molekula. U skladu sa tim, na osnovu dobijenih rezultata mozemo zakljuditi da je

oksidativni stres imao zna¢ajnu ulogu u indukciji DNK oSte¢enja u ¢elijama krvi uklija sa lokaliteta
JML.

Poredenjem TI % vrednosti dobijenih u alkalnom i Fpg-modifikovanom komet testu nije
utvrdena statisti¢ki znacajna korelacija primenom Spearmen testa (r = -0,08, p = 0,84). lako je na
lokalitetima detektovan veliki broj agenasa koji mogu indukovati oksidativni stres (pesticidi, metali,
metaloidi, PCB, itd.), odsustvo korelacije izmedu ova dva parametara ukazuje da je oksidativni stres

samo jedan od mehanizama koji uzorkuju DNK oStecenja Sto je u skladu sa studijama Kolarevi¢ i
sar. (2016a, 2018).

4.1.3.3.2 Mikronukleus test

Ostec¢enja na nivou hromozoma ¢elija krvi riba pra¢ena su mikronukleus testom. Ucestalost
MN (%o) prikazana je na slici 4.5. Najveca ucestalost MN (sr. vrednost + SE) je zabelezena na
lokalitetima VM2 (1,33 + 0,57) i JIM3 (1,33 = 0,84). Sa druge strane, na lokalitetu ZM1 zabelezene
su najnize vrednosti (0,70 = 0,34). Poredenjem dobijenih vrednosti ucestalosti MN u jedinkama
istrazivanih lokaliteta u odnosu na referentne vrednosti MN na lokalitetu RS nije utvrdena statisticki
znacajna razlika.
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Slika 4.5. Nivo DNK ostecenja ¢elija krvi uklija na osnovu ucestalosti mikronukleusa (MN %o) (sr.
vrednost + SE); koriSc¢en test: one-way ANOVA; p<0,05; istom bojom oznaceni su lokaliteti sa iste
reke.

Sli¢ni rezultati dobijeni su u studiji Deutschmann i sar. (2016) u kojoj je odredivan broj MN
u ¢elijama krvi uklija uzorkovanih sa 18 lokaliteta na Dunavu, gde je statisti¢ki znacajna razlika u
ucestalosti MN u odnosu na referentne vrednosti dobijena u samo jednom slucaju.

Pikaz ucestalosti IRR (%o) u celijama krvi uklija dat je u tabeli 4.8. NajviSa vrednost
ucestalosti (sr. vrednost + SE) dobijena je na lokalitetu ZM1 (28,80 + 33,38), a najniza na lokalitetu
ZM3 (7,83 £ 7,29). Jedino u slucaju ova dva lokaliteta je utvrdena statisticki zna¢ajna razlika.

Prema studiji Fenech i sar. (2003), IRR mogu biti indikatori apoptoze, zbog ¢ega je u ovoj
studiji uradena korelacija izmedu vijabilnosti ¢elija krvi 1 uCestalosti IRR. Medutim, Person-ov test
korelacije nije pokazao statisticki znac¢ajnu korelaciju izmedu ucestalosti izmedu ova dva parametra
(r=0,27,p =0,07).

Tabela 4.8. Ucestalost IRR u ¢elijama krvi uklija (srednja vrednost + SE); razlicita slova
oznacavaju statisti¢ki znacajnu razliku (kori$¢en testovi: one-way ANOVA i Tukey's post-hoc; p

<0,05).

Lokaliteti IRR %o
VM1 21,33 + 20,69%
VM2 40,67 + 27,21
ZM1 28,80 + 33,38%°
ZM2 14,50 + 13,85%
ZM3 7,83 +7,29"
M1 22,00 + 28,15%
IM2 15,41 + 12,59%
IM3 28,00 + 32,97

Odsustvo korelacije izmedu vijabilnosti ¢elija krvi 1 ucestalosti IRR na lokalitetima u slivu
Velike Morave u skladu je sa studijom BarSiené i sar. (2006) u kojoj je pokazano da je apoptoza
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zrelih Celija krvi relativno redak proces i da su c¢elije krvi sa visoko oStecenom DNK signal za
aktivaciju imunog odgovora, odnosno makrofaga koji vr$e fagocitozu ovih ¢elija. Samim tim, ¢elije
u apoptozi su dezintegrisane, pa se ne mogu uociti na mikroskopskim preparatima.

Primenom Pearson testa nije utvrdena statisti¢ki znacajna korelacija izmedu TI % vrednosti
dobijenih u alkalnom komet testu i ucestalosti MN (r = -0,58, p = 0,13). lako su dobijeni rezultati u
skladu sa studijom Krac¢un-Kolarevi¢ i sar. (2016) u kojoj takode nije dobijena korelacija izmedu
ova dva parametra, u viSe studija (Al-Sabti and Metcalfe, 1995; Rodriguez-Cea et al., 2003;
Deutschmann 1 sar., 2016) se moze videti da ova dva parametra pokazuju pozitivne statisticki
znacajne korelacije. Jedan od razloga zbog koga, u ovoj studiji, nije utvrdena statisti¢ki znacajna
korelacija izmedu TI % i MN moze biti tip oStecenja koje Se detektuje mikronukleus testom,
odnosno trajnim oStecenjima (klastogene i/ili aneugene promene). U skladu sa tim, moze se
pretpostaviti da je nastanak MN u ¢elijama krvi uklija sa ispitivanih lokaliteta redak dogadaj jer su,
u vedini slu¢ajeva, ostecena nastala na genetickom materijalu bila uspesno ispravljena. Najveci broj
hemijskih parametara koja su detektovana u okviru nadzornog monitorniga mogu izazvati
oksidativni stres, zbog Cega relativno retko dovode do oste¢enja na nivou hromozoma, te ne mogu
biti detektovana u mikronukleus testu.

4.1.3.4 Analiza akumuliranih metala i metaloida u jedinkama uklija

Prikaz koncentracije akumuliranih metala i metaloida u jedinkama uklija za koje su
propisane MDK vrednosti (European Commission, 2006; Sluzbeni glasnik RS” broj 29/2014) dat je
u tabeli 4.9. Poredenjem detektovanih koncentracija i MDK vrednosti uvrdene su povisene
koncentracije Fe u jedinkama uzorkovanih na lokalitetima VM1 (sr. vrednost + standardna
devijacija, SD: 70,41 + 139,06), ZM1 (33,74 + 21,43) i IM2 (46,42 * 44,56). Svi ostali elementi su
u bili prisutni u nizim koncentracijama u odnosu na propisane MDK.

Analiziraju¢i koncentracije ispitivanih metala i metaloida u jedinkama uklija moze se uociti
da postoji variranje u koncentracijama izmedu lokaliteta (podaci su prikazani u Prilogu 1, u tabeli
4). Od svih elemenata, najviSe koncentracije su dobijene za Fe (vrednosti su varirale izmedu 11,01
+ 3,43 170,41 + 139,06 mg/kg vlazne mase, wbc), 1 Zn (vrednosti su varirale izmedu 23,24 1 58,37
mg/kg wbc). Najniza koncentracija je dobijena za elemente: Cd (vrednosti varirale izmedu 0,001 i
0,011 mg/kg wbc) 1 Co (vrednosti su varirale izmedu 0, 1 0,12 mg/kg wbc). Elementi As 1 Hg nisu
detektovani ni na jednom od ispitivanih lokaliteta u slivu Velike Morave. Na osnovu SD vrednosti
uocava se 1 varijabilnost u koncentracijama akumuliranih metala 1 metaloida izmedu jedinki sa istog
lokaliteta.

Elementi Al, Co, Mn i Zn nisu pokazali znacajnu varijabilnost u koncentracijama izmedu
ispitivanih lokaliteta. Sa druge strane, utvrdena je statisticki znacajna razlika izmedu lokaliteta u
koncentracijama Cr, Cd, Fe, Cu, Ni, Pb, Se i Sn. Od ovih elemenata, najviSe koncentracije Cr, Fe,
Ni i Sn su detektovane u misicu jedinki uzorkovanih sa lokaliteta VM1, dok su najviSe vrednosti Cu
i Se zabeleZene u jedinkama sa lokaliteta ZM1. Na osnovu MPI vrednosti (podaci su prikazani u
Prilogu 1, u tabeli 4.), najvisi nivo akumuliranih metala i metaloida detektovan je u jedinkama
upravo sa lokaliteta VM1 (0,99) i ZM1 (0,77), dok su najnize vrednosti ovog indeksa dobijene za
lokalitete RS (0,16) i VM2 (0,27).

66



Rezultati i diskusija

Tabela 4.9. Pregled propisanih MDK vrednosti i koncentracija detektovanih metala i metaloida u
jedinkama uklija izrazenih u mg/kg whbc (srednja vrednost £ SD); n.d. — nije detektovano u uzorku;
razli¢ita slova oznacavaju statisticki znacajnu razliku izmedu lokaliteta (koriS¢eni testovi: Kruskal-

Wallis i Mann-Whitney U sa Dunn-Boniferroni korekcijom; p < 0,001); crveno oznacene
koncentracije — vrednosti iznad MDK.

MDK RS VM1 VM2 ZM1 ZM2 ZM3 JM1 JM2 JM3

As 2 Oc’)ogggi nd nd nd nd nd nd nd nd
cd o005 0001f 0006+ 0001 0009+ 0010+ 0004+ 0011+ 0010+ 0,005
: 0,001*° 0,008®° +0,002° 0,009° 0,010° 0.004®  0,014®> 0,004®> 0,005%
cu 30 049+ 113+ 107+ 135+ 076+ 047+ 026+ 051+ 0,65+
0,072 0,38 0,33° 0,84° 0,28 0,13%¢ 0,09°° 0,13 0,13%°
Fe g0 110l1% 7041+ 1178+ 3374+ 1204+ 1855+ 2086+ 4642+ 2121%
343  139,0° 13,37° 21,43 4,79 28,51  1592%  4456® 823%°

Hg 0,5 0608111 nd nd nd nd nd nd nd nd
by 03 0014% 0100+ 0020+ 0120+ 0245+ 0145+ 0077+ 0070+ 0018+
’ 0,014* 0,210 0,040 0,160® 0,232° 0,100° 0,059® 0,070® 0,021°
on 00 3542+ 3960+ 4653+ 5240: 464+ 4463+ 5837: 4414% 23242

13,87 7,46 10,03* 8,61° 7,90 8,38* 15,12* 18,28 12,63°

*n.d. —nije detektovano

Uklija je veoma agilna vrsta koja se odlikuje brzim metabolizmom, zbog ¢ega u jedinkama
ove vrste moze do¢i do veéeg stepena akumulacije metala i metaloida u odnosu na vrste nizom
metaboliCkom aktivno$¢u (Kalay i sar., 1999; Canli i Atli, 2003; Merciai i sar., 2014). Takode,
posto se radi o epipelagijskoj vrsti, izlozena je zagadujué¢im supstancama iz celog vodenog stuba.
lako uklije nisu konzumne vrste, njima se hrane predatorske vrste riba koje se koriste u ishrani
ljudi. Akumulirana jedinjenja u uklijama mogu u¢i u lanac ishrane i tako se biomagnifikovati, te
predstavljaju rizik ne samo po zdravlje akvati¢nih organizama, ve¢ i ljudi (Beyer i Biziuk, 2009;
Liao i sar., 2016).

Dobijene MPI vrednosti na osnovu koncentracija metala i metaloida u jedinkama uklija su u
skladu sa MPI vrednostima iz studije MiloSkovi¢ i sar. (2016) u kojoj su na lokalitetima na Velikoj,
Zapadnoj i Juznoj Moravi koris¢ene vrste Barbus barbus, Squalus cephalus i Chondrostoma nasus
kao bioindikatori zagadenja metalima i metaloidima. U oba istrazivanja najvise MPI vrednosti su
zabeleZene na lokalitetima na Zapadnoj Moravi, $to je joS jedan pokazatelj da se ovaj vodotok
nalazi pod uticajem zagadenja metalima i metaloidima.

Prema MPI vrednostima, na vecini lokaliteta u slivu Velike Morave zabeleZen je ve¢i nivo
zagadenja uklija metalima i metaloidima u odnosu na studiju Kolarevi¢ i sar. (2016a) gde je
istrazivanje radeno na istoj vrsti ribe na 12 lokaliteta na Savi. U obe studije uocen je uticaj
industrije i poljoprivrede na zagadenje lokaliteta, ali su povisene MPI vrednosti u slivu Velike
Morave najverovatnije posledica niZzeg protoka Velike, Juzne i Zapadne Morave u odnosu na Savu,
usled cega se ocekuje i veca izloZzenost organizama razli¢itim agensima.

4.1.3.5 IBR analiza

Prikaz IBR dijagrama, kao i vrednosti povrSine dijagrama za odabrane lokalitete
predstavljeni su na slici 4.6.
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Slika 4.6. IBR vrednosti odabranih biomarkera: CI, vijabilnosti ¢elija krvi, TI % alkalnog i Fpg-
modifikovanog komet testa, ucestalost MN (%o), MPI.

Na osnovu slike 4.6. uocava se da u zavisnosti od lokaliteta, razliCite koordinate, tj.
odgovori biomarkera, uti¢u na povecanje povrsine IBR dijagrama i da su specificni za lokalitet. U
slucaju lokaliteta VM1, najvecéi uticaj na povecanje povrSine dijagrama imali su kondicioni indeks i
ucestalost MN, dok su za lokalitet VM2, pored navedenih parametara, uticali i vijabilnost ¢elija krvi
i Tl % dobijen alkalnim komet testom. Poveéanju povrsine dijagrama za lokalitet ZM1 su doprineli
parametri T1 % dobijeni alkalnim i Fpg-modifikovanim komet testom i MPI, a na lokalitetima ZM2
1 ZM3 svi parametri su gotovo podjednako doprineli povecanju povrSine dijagrama. Parametri MPI,
kondicioni indeks i vijabilnost su doprineli povecanju povrsine dijagrama za lokalitet JM1, a za
JM2 uocen je najveci uticaj istih parametara i MN, dok je za JM3 uocen uticaj svih parametara,
izuzev vijabilnosti.

Racunanjem povrSina radijalnih dijagrama dobijene su IBR vrednosti. NajviSe IBR
vrednosti zabelezene su za lokalitete VM1 (7,48) i ZM2 (7,40), dok su najnize dobijene za
lokalitete JIM2 (1,86) i referentni RS lokalitet (0).

Poredenjem vrednosti povrSina radijalnog dijagrama dobijenih za hemijske parametre (Slika
4.2) i IBR vrednosti (Slika 4.6) primenom Pearson testa dobijena je visoka, ali ne i statisticki
znacajna korelacija (r = 0,54, p = 0,13). Takode, nije utvrdena statisticki znacajna korelacija izmedu
IBR i SumTU vrednosti (r = 0,18, p = 0,66).

Interesantno je da su najvise IBR vrednosti dobijene za lokalitete VM1 i ZM2, za koje,
prema podacima monitoringa, nije utvrden visok stepen zagadanja i visoke SumTU vrednosti
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(Poglavlje 4.1.1.2.2). Prema brojnim studijama (Oliveira i sar., 2010; Wang i sar., 2010; Tsangaris i
sar., 2011; Samanta i sar., 2018), IBR indeks predstavlja indikator sredinskog stresa na organizme
koji je najcesce povezan sa zagadenjem. U skladu sa navedenim studijama, visoke IBR vrednosti na
lokalitetim VM1 i ZM2 mogu ukazati da su na ovim lokalitetima prisutni agensi koji su doprineli
odgovoru biomarkera, a koji nisu pra¢eni u okviru monitoringa. Odustvo korelacije izmedu IBR
vrednosti, povSina dijagrama dobijenih za parametre o hemijskom zagadenju 1 SumTU takode moze
biti pokazatelj da se in silico analizom ne moZze u potpunosti predvideti odgovor biomarkera. Jedino
u slucaju lokaliteta JM2 dobijene su najniZze vrednosti povrSina dijagrama hemijskih parametara,
SumTU vrednosti i najnizi odgovor biomarkera.

Velic¢ina seta podataka moze biti jedan od razloga zbog Cega se ne moze utvrditi jasna veza
izmedu ,,pretpostavljenog™ toksi¢nog/genotoksi¢nog potencijala dobijenog na osnovu in silico
analize i efekata koji su detektovani u biotestovima. Pored toga, treba imati u vidu da su kori$¢ene
najnize PNEC vrednosti za organska jedinjenja iz baze NORMAN, dobijene u najve¢em broju
testiranjem na Selenastrum capricornutum i Daphnia magna, kao i primenom QSAR metode.
Rezultati dobijeni u ovoj disertaciji u saglasnosti su sa ¢injenicom da razli¢iti organizmi nemaju isti
nivo ostljivosti prema toksi¢nim agensima i samim za svaku grupu organizama postoji specificna
PNEC vrednost (Ferrari i sar., 2003; de Jesus Azevedo i sar., 2021). Na osnovu dostupne literature,
za veliki broj supstanci koje se mogu naci u vodenoj sredini nisu uvrdene toksi¢ne koncentracije 1
PNEC vrednosti za ribe. Jedna od metoda koja se moze koristiti za ispitivanje toksi¢nih
koncentracija i efekata na ribama, a koja iskljuCuje Zrtvovanje adultnih jedinki, je test akutne
toksi¢nosti embriona riba (eng. fish embryo acute toxcity, FET). Na osnovu rezultata ovog testa
moze se formirati baza podataka o toksi¢nim koncentracijama i PNEC vrednostima za ribe, a ti
podaci se zatim mogu Korisititi u in silico analizi. Takode, ogranic¢enje in silico analize ogleda se i u
tome Sto podrazumeva predikciju toksi¢nog/genotoksi¢nog potencijala na osnovu zbira
toksi¢nog/genotoksi¢nog potencijala pojedinac¢nih agenasa, te iz tog razloga ova analiza ne moze
»predvideti“ efekte na bioloskim sistemima koji su posledica medusobne interakcije agenasa
(kumulativni, antagonisticki, aditivni efekti).

Pored PNEC vrednosti, za ratunanje SumTU se mogu koristititi prose¢ne koncentracije bez
Stetnog efekta (eng. no observed effect concentration, NOEC) koja je zasnovana na NOEC
vrednostima dobijenim za alge, D. magna i ribe (Posthuma i sar., 2019; Tenji i sar., 2020).
Medutim, u studiji Tenji i1 sar. (2020) utvrdeno je da SumTU vrednosti dobijene na osnovu
koncentracija agenasa u vodi i NOEC vrednosti 1 u ovom slu¢aju nisu mogle da u potpunosti
predvide odgovore biomarkera isticu¢i da odgovor biomarkera zavisi i od fizioloSkog stanja
organizma, ali i sposobnosti organizama da se adaptiraju na hroni¢no izlaganje toksi¢nim agensima.

Imajuéi u vidu rezultate svih analiza, ova je studija pruzila sveobuhvatane podatke o
genotoksi¢nom potencijalu sliva Velike Morave. Prema podacima hemijskih parametara merenih u
okviru nacionalnog monitoringa uoc¢eno je naruSavanje kvaliteta vode usled ispustanja komunalnih i
industrijskih otpadnih voda u re¢ne tokove.

Komparacijom SumTU vrednosti i rezultata dobijenih u biotestovima uoceno je da u
pojedinim slucajevima in silico analiza ne moZe predvideti nivo bioloSkog odgovora na dejstvo
smesa genotoksi¢nih agenasa Koji su prisutni u vodi. Na osnovu ex situ/in vitro i in situ/in vivo
istraZzivanja pokazano je da odabrani in vitro testovi nisu pokazali visok stepen osetljivosti u
detekciji toksi¢nog i1 genotoksi¢nog potencijala nativnih uzoraka vode. Iz tog razloga, dobijene
rezultate ovih testova treba uzeti sa oprezom prilikom predikcije toksi¢nog/genotoksi¢nog
potencijala lokaliteta. Sa druge strane, primena baterije in vivo testova pruzila je kompletniji uvid u
genotoksi¢ne efekte u uklijama, a alkalni komet test pokazao je najveci stepen osetljivosti u
diskriminaciji lokaliteta. Objedinjavanjem pojedina¢nih odgovora biomarkera u jedinstvenu IBR
vrednost omogucilo je jednostavniju komparaciju izmedu lokaliteta. Takode, rezultati iz ove studije
predstavljali su vaznu osnovu za plan istraZivanja u slivu Save i Dunava.
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4.2 Istrazivanje sliva Save

U aprilu 2019. godine uzorkovane su jedinke uklija sa tri lokaliteta u slivu Save: lokalitet
Sava Zabran (SZ, nalazi se na obali obrenovackog izletiSta Zabran), us¢e Kolubare (UK, nalazi se
nizvodno od lokaliteta SZ) i us¢e Baricke reke (UB, nalazi se nizvodno od lokaliteta UK). S
obzirom da je prema podacima GZZJZ Beograd na lokalitetima zabeleZen relativno visok stepen
zagadenja organskim jedinjenjima, za procenu uticaja ovog tipa zagadenja kori§¢eni su podaci iz
studije Kolarevi¢ i sar. (2016a) koji su dobijeni za lokalitet uzvodno od Sapca na Savi (RS), za koji
je potvrden nizak stepen zagadenja, kao i podaci za lokalitet nizvodno od Svilajnca (VM1) iz
studije sliva Velike Morave, za koji je utvrdeno da je pod ve¢im pritiskom zagadenja.

4.2.1 Analiza fizicko-hemijskih i hemijskih parametara kvaliteta vode na
lokalitetima u slivu Save

4.2.1.1 Fizicko-hemijski parametri

Osnovni fizicko-hemijski parametri mereni su u isto vreme kada su uzorkovane jedinke
uklija (Tabela 4.10).

Temperatura vode nije znacajno varirala izmedu lokaliteta (13,2-12,3 °C), a vrednosti su
bile oc¢ekivane za taj period godine. Najvisa vrednost elektroprovodljivosti zabelezena je na
lokalitetu UK (521 puS/cm), dok su identi¢ne vrednosti (442 uS/cm) zabelezene na lokalitetima SZ 1
UB. Na svim lokalitetima su zabelezene blago alkalne pH vrednosti. Takode, na svim lokalitetima
su zabelezene visoke koncentracije rastvorenog kiseonika (9,63-10,86 mg/l), Sto je karakteristiéno
za proleé¢nu sezonu. Naime, u toku prole¢a dolazi do povecanja proticaja koje je posledica padavina
i topljenja sneznog pokriva¢a na visim nadmorskim visinama koje preko manjih vodotokova
dospeva u Savu. Veéi proticaj dovodi do meSanja vode i obogacivanja kiseonikom. Takode,
relativno niske vrednosti temperature vode i vazduha doprinose visokim koncentracijama kiseonika
u vodi.

Indikacija ekoloskog statusa na osnovu pH vrednosti i koncentracije rastvorenog kiseonika u
vodi, ukazuje da su svi lokaliteti pripadali kategoriji | kvaliteta (ocena ekolo$kog statusa - odli¢an)
u trenutku uzorkovanja (,,Sluzbeni glasnik RS*, broj 74/2011).

Tabela 4.10. Vrednosti fizicko-hemijskih parametara u na lokalitetima u slivu Save.

Temperatura Elektroprovodljivost 0,

Lokaliteti pH CC) (uS/cm) (mg/l) 0O (%)
Sz 8,04 13,2 442 10,86  105,2
UK 7,95 12,6 521 9,82 98,4
UB 8,04 12,3 442 9,63 98,2

4.2.1.2 Insilico analiza

4.2.1.2.1 Analiza podataka nadzornog monitoringa

Podaci koji su dobijeni iz baze GZZJZ Beograd za period u april/maj 2019. godine prikazani
su u Prilogu 2, tabela 1. Parametri BPKs, HPK, amonija¢ni azot, nitriti, nitrati, hloridi, sulfati,
ukupni azot i ukupni fosfor mereni su u aprilu. NajviSe vrednosti ovih hemijskih kvaliteta
zabelezene su na lokalitetu UB, dok su najnize vrednosti za najveci broj paramatera detektovane na
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lokalitetu SZ (Prilog 2, tabela 1). Visoke koncentracije azotnih jedinjenja, fosfata i sulfata, BPKs,
HPK ukazuju na visok stepen zagadenja organskim materijama, $to moze biti indikator uticaja
komunalnih otpadnih voda (Preisner, 2020). Imaju¢i u vidu da je Kolubara glavni recipijent
otpadnih voda Obrenovca (50.000 stanovnika), a da se u Baricku reku ispustaju otpadne vode
naselja Bari¢ (7.000 stanovnika), visoke koncentracije navedenih parametara ukazuju na
naruSavanje kvaliteta vode ovih lokaliteta usled upliva otpadnih voda.

Odredivanje koncentracije Sest metala i metaloida (As, Cu, Zn, Cr, Fe, Ni) u vodi vrseno je
u maju iste godine od strane GZZJZ Beograd. Na osnovu podataka monitoringa, najvise
koncentracije As i Ni u vodi su detektovane na lokalitetu UB, dok je najniza koncentracija Ni
zabeleZena na lokalitetu SZ (Prilog 2, tabela 1). Pored ova dva elementa, na svim lokalitetima je
zabelezen Zn, dok su koncentracije ostalih metala i metaloida bile ispod limita detekcije. S obzirom
da su Zn, Ni i As elementi koji se koriste u industriji, njihovo prisustvo u vodenoj sredini moze biti
indikator uticaja industrijskih otpadnih voda (Vystavna i sar., 2013). Osim otpadnih voda iz
domacinstava Obrenovca, u Kolubaru se wulivaju i1 otpadne vode razli¢itih industrija
(metaloindustrija, hemijska industrija, itd.), Sto bi mogao biti izvor As i Zn na lokalitetu UK. Na
lokalitetu UB, detektovani As i Zn mogu biti u vezi sa otpadnim vodama iz postrojenja hemijske
industrije i iz fabrike automobilskih delova koje se nalaze u blizini lokaliteta.

Da bi se dobila kompletnija slika uticaja zagadenja na ispitivanim lokalitetima analizirani su
podaci monitoringa za period 2017 - 2019 godine koji su preuzeti iz baze GZZJZ Beograd.
Proseéne koncentracije hemijskih parametara za ovaj period prikazane su u Prilogu 2, u tabeli 2.
Kao S$to se vidi iz tabele, za najve¢i broj analiziranih parametara najviSe prosene vrednosti
indikatora organskog zagadenja su zabelezene na lokalitetu UB. Takode, zabelezene su visoke
koncentracije parametara koji ukazuju na zagadenje organskim jedinjenjima i na lokalitetu UK.
Kada se analiziraju podaci metala i metaloida, na lokalitetu UK detektovane su najvise
koncentracije ve¢ine pracenih elemenata (As, Cu, Cr, Fe i Ni), §to ukazuje da je ovaj lokalitet pod
veéim uticajem zagadenja metalima i metaloidima u odnosu na ostala dva lokaliteta. Medutim, iako
su koncentracije metala i metaloida bile znacajno viSe u odnosu na ostala dva lokaliteta, bile su
ispod grani¢nih vrednosti (Sluzbeni glasnik RS 67/20011, 48/2012, 1/2016).

Koncentracije hemijskih parametara u vodi zavise od brojnih faktora: vodostaja, padavina,
koli¢ine agenasa u otpadnim vodama, itd. te nije iznenadujuce Sto se uocCava varijabilnost U
koncentracijama hemijskih parametara iz aprila/maja 2019. godine i prose¢nih vrednosti za period
2017 - 2019 godine. Imajuci u vidu da podaci iz aprila/maja 2019. godine pokazuju trenutno stanje
lokaliteta, u trenutku merenja, dok prosecne koncentracije za period 2017 - 2019 godine uzimaju u
obzir ve¢i broj merenja, tokom razli¢itih sezona, moze se zakljuciti da proseCne koncentracije
pruzaju jasniji uvid o pritisku zagadenja na lokalitetima tokom duzeg vremenskog perioda, u toku
razli¢itih sezona.

S obzirom da je uo€en visok pritisak zagadenja organskim jedinjenjima, izvrSena je procena
ekoloSkog statusa lokaliteta na osnovu ovih parametara (GZZJZ Beograd podaci za period 2017 -
2019 godine). Koncentracije parametara: bioloska potrosnja kiseonika (BPK:s), koncentracija
amonija¢nog azota, nitrata, hlorida, ortofosfata i ukupnih rastvorenih fosfata izmerenih u periodu
2017 - 2019 godine na lokalitetu SZ ukazuju na klasu | kvaliteta povrSinskih voda. Na lokalitetu
UK koncentracije nitirita, hlorida i ortofosfata indikovale su klasu I kvaliteta, prose¢na vrednost
BPKs indikovala je klasu II kvaliteta, koncentracije amonijacnog azota i ukupnih rastvorenih fosfata
klasu I11. Na lokalitetu UB koncentracija nitrata indikovala je klasu I, koncentracija hlorida klasu 11,
prose¢na vrednost BPKs klasu IV kvaliteta, a koncentracije amonijacnog azota, ortofosfata i ukupno
rastvorenih fosfata klasu V kvaliteta (,,Sluzbeni glasnik RS*, broj 74/2011).

Ukoliko se procena ekoloSkog statusa vrS$i na osnovu prose¢nih vrednosti svih navedenih
parametara za period 2017 — 2019, lokalitet SZ pripada klasi I kvaliteta (ocena ekoloskog statusa —
odli¢an), lokalitet UK klasi III (ocena ekoloSkog statusa — umeren) i lokalitet UB kasi V kvaliteta
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(ocena ekoloSkog statusa - 108) (,,Sluzbeni glasnik RS“, broj 74/2011). Prema ovoj proceni, kvalitet
vode na lokalitetu UB je veoma narusen.

Podaci o koncentracijama specifi¢nih organskih zagadujucih jedinjenja (pesticidi, PAH-ovi,
PCB, lako isparljiva organska jedinjenja) za period 2017 — 2019 godine preuzeti su takode iz baze
GZZJZ Beograd, a prosecne vrednosti merenja su date u Prilogu 2, u tabeli 3. Monitoring organskih
zagadujucih jedinjenja vrSen je dva puta godisSnje, u maju i septembru.

Prema podacima GZZJZ Beograd, broj prac¢enih organskih zagadujuéih jedinjenja varirao je
izmedu lokaliteta. Na lokalitetu SZ praceno je pet organskih zagaduju¢ih jedinjenja (acetohlor,
desetilterbutilazin, metolahlor, terbutilazin, ukupni PCB) i tokom dvogodiSnjeg monitoringa
minimum jednom su detektovani pesticidi desetilterbutilazin, metolahlor, terbutilazin. Na lokalitetu
UK vrSena su merenja sedam jedinjenja (acetohlor, desetilterbutilazin, metolahlor, terbutilazin,
ukupni PAH-ovi ukupni PCB, fenantren), od kojih su detektovani minimum jednom acetohlor,
desetilterbutilazin, metolahlor, terbutilazin, fenantren i ukupni PAH-ovi. Na lokalitetu UB je
merene su koncentracije 18 jedinjenja (acetohlor, DEET, metolahlor, metalaksil terbutilazin,
piperonil butoksid, terbutilazin-desetil, tiametoksan, imidakloprid, ukupni PAH-ovi, ukupni PCB,
fenantren, flouranten, naftalen, piren, hloroform, tolulol), a minimum jednom su detektovani DEET,
metolahlor, metalaksil, terbutilazin, terbutilazin-desetil, piperonil butoksid, tiametoksan,
imidaklopridenantren, flouranten, naftalen, piren, ukupni PAH, hloroform, tolulol. Prisustvo
pesticida na sva tri lokaliteta ukazuje na to da je poljoprivreda, odnosno spiranje sa poljoprivrednih
povrsina, predstavlja jo$ jedan izvor zagadenja na ispitivanim lokalitetima. Pored pesticida, na
lokalitetima SZ i UK su detektovani i ukupni PCB. Zbog hemijske strukture i stabilnosti, ova grupa
jedinjenja ima Siroku primenu u gotovo svim granama industrije (sastavni su deo boja, lakova,
razli¢itih vrsta ambalaze, maSinskim uljima, itd.) zbog ¢ega su Cesto prisutni u industrijskim i
komunalnim otpadnim vodama (Sanchez-Avila i sar., 2009). Dodatno, toluol, hloroform i naftalen
su detektovani na lokalitetu UB ukazuju na uticaj industrijskih otpadnih voda (Nikolaou i sar.,
2002).

Ukoliko merenja nisu vrSena tokom svih sezona, prilikom interpretacije rezultata treba imati
u vidu da oni, generalno, ne moraju dati pravi uvid o stanju akvati¢nih ekosistema tokom cele
godine. Naime, na bioloske elemente za ocenu ekoloskog statusa/potencijala, kao i na fizicko-
hemijske, hemijske i mikrobioloske parametare kvaliteta vode uticu brojni faktori, medu kojima su 1
faktori koji su uslovljeni sezonskim varijacijama (temperatura vode, koli¢ina padavina, antropogene
aktivnosti koje su vezane za odredene sezone, itd.). Na primer, najveéi broj pesticida, PAH-ova i/ili
PCB-a dospeva u vodenu sredinu spiranjem okolnog zemljista. Upotreba pesticida zavisi od
vegetativnog perioda gajene kulture, zbog Cega i koncentracija ovih jedinjenja u akvati¢noj sredini
varira tokom sezona. Samim tim, monitoring hemijskih agenasa koji ukljucuje redovne mesecne
analize pruza informaciju da li i kada dolazi do povec¢anja koncentracija analiziranih parametara, na
osnovu ¢ega se dobija kompletnija slika o doprinosu pojedinacnih ksenobiotika, ali i njihovih
smesa, na ukupni pritisak zagadenja.

Kada se na osnovu podataka monitoringa uporede prosecne koncentracije hemijskih
parametara izmerenih na lokalitetima u slivu Velike Morave, Save i Dunava (Prilog 1, tabela 1;
Prilog 2, tabele 1 i 2; Prilog 3, tabela 1), uocava se da su najvece koncentracije vecine parametara
detektovane na lokalitetima UK i UB. Razlog za to mozZe biti relativno mali protok Kolubare i
Baricke reke (prosecne vrednosti protoka za april 2019. godine (RHMZ, 2019): Baricka reka - nema
podataka, Kolubara - 6 m*/s), a pri tom su recipijenti komunalnih i industrijskih otpadnih voda iz
Obrenovca 1 naselja Bari¢. Sa druge strane, velike reke se odlikuju 1 ve¢im protocima vode, $to
moze znacajno uticati na koncentraciju analiziranih parametara. Tako, na ispitivanim lokalitetima u
slivu Velike Morave (prosecne vrednosti protoka za avgust/septembar 2016 (RHMZ, 2016): Velika
Morava - 99/75 m®/s; Zapadna Morava - 36/24 m®/s, Juzna Morava - 10,5/12 m®s) i Dunava
(prosetne vrednosti protoka za jul 2019. godine (RHMZ, 2019): Tisa: 345 m®/s, Sava: 588 m*/s,
Dunav: 2700 m?/s) detektovane su niZe koncentracije hemijskih parametara u odnosu na UK i UB.
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4.2.1.2.2 SumTU analiza

Ukupan uticaj jedinjenja i elemenata koji pri odredenim koncentracijama imaju toksi¢ne
efekte 1 koji su praceni od strane GZZJZ Beograd u okviru dvogodisnjeg nadzornog monitoringa
(2017-2019 godine) procenjen je rac¢unanjem SumTU vrednosti.

U okviru monitoringa nisu praceni isti hemijski parametri na lokalitetima SZ, UK i UB. Iz
potrebe da set podataka bude balansiran, procena toksi¢nog potencijala vrSena je na osnovu
hemijskih parametara koji su praceni na sva tri lokaliteta. Toksi¢ni potencijal utvrden je za osam
parametara koji su detektovani na minimum jednom lokalitetu tokom dvogodi$njeg monitoringa. U
grupu toksi¢nih elemenata/jedinjenja koja su detektovana u vodi spadaju metali i metaloidi koji se
cesto koriste u industrijskim procesima i kao sastavni deo agrotehnickih mera (As, Cu, Zn, Fe, Ni) 1
herbicidi koji se intenzivno koriste u poljoprivredi (acetohlor, metalohlor, terbutilazin). Podaci o
PNEC vrednostima pesticida (herbicida) preuzete su iz baze NORMAN udruzenja, a iz ECHA baze
su preuzete PNEC vrednosti metala i metaloida.

Najveci uticaj na toksi¢ni potencijal, odnosno na poveéenje SumTU vrednosti, imali su
hemijski parametri koji su detektovani u koncentracijama iznad PNEC vrednosti (Prilog 2, tabela
4). Na lokalitetu UK zabeleZene su koncentracije metala i metaloida Cu (16,4 + 3,4 pg/l), Zn (19,8
+ 5,4 pg/l), Ni (6,9 = 1,3 pg/l) i pesticida acetohlora (0,023 £ 0,02 ug/l), metolahlora (1,464 + 1,386
pa/l) i tebutilazina (0,868 + 0,797 ug/l) iznad PNEC vrednosti (11 pg/l, 17 pg/l, 6 pg/l, 0,013 pg/l,
0,2 ug/1,0,06 pg/l), a na lokalitetu UB Zn (40,1 = 18,0 ug/l) i terbutilazin (0,100 £ 0,503 pg/l) su
prevazilazile PNEC vrednosti.

Pored parametara koji su detektovani u koncentracijama iznad PNEC vrednosti, na toksicni
potencijal uticali su i hemijski parametri ¢ije su koncentracije bile nesto ispod PNEC vrednosti.
Koncentracije Cu, Zn, Ni, metolahlora i1 terbutilazina imale su znacajan uticaj na povecanje
toksi¢nog potencijala za lokalitet SZ, As i Fe za lokalitet UK i As, Cu, Ni i metalohlor za lokalitet
UB.

Da bi se izvrSila procena kumulativnog efekta toksi¢nih agenasa izracnate su SumTU
vrednosti (Prilog 2, tabela 4). Najvisa SumTU vrednost je dobijena za lokalitet UK (28,98), dok je
za SZ dobijena najniza (3,22) (Tabela 4.11).

Tabela 4.41. Prikaz SumTU vrednosti na osnovu podataka nadzornog monitoringa za period 2017-
2019 godine (podaci preuzeti od GZZJZ Beograd)
SZ UK UB

SumTU 3,22 28,98 5,99

Za sve hemijske parametre za koje je utvrden toksicni potencijal, utvrden je i genotoksi¢ni.
Najveci broj detektovanih hemijskih parametara moze indukovati oksidativni stres i na taj nacin
dovesti do promena u genetickom materijalu.

4.2.2 Analiza mikrobioloSkih indikatora fekalnog zagadenja

Analiza mikrobioloskih indikatora fekalnog zagadenja obuhvatila je analizu iz aprila 2019.
godine, kada je vrSeno uzorkovanje za ekogenotoksikoloska ispitivanja, i prose¢ne vrednosti iz
perioda 2018 - 2020 godine koje su obuhvatile analize tokom cetiri sezone. Brojnost mikrobioloskih
indikatora fekalnog zagadenja u aprilu 2019. i u periodu 2018 - 2020 godine prikazana je u tabeli
4.12. Ukoliko bi se izvrsila indikacija ekoloskog statusa na osnovu MPN vrednosti ukupnih
koliforma i E. coli detektovanih u trenutku realizacije ovog istrazivanja (aprilu 2019. godine), sva
tri lokaliteta bi pripadala klasi 11 kvaliteta (ocena ekoloskog potencijala — dobar) (,,Sluzbeni glasnik
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RS*, broj 74/2011). Medutim, kada se uzmu u obzir prosecne MPN vrednosti E. coli za period 2018
- 2020 godine, kvalitet vode je varirao od klase Il, do klase V kvaliteta voda (ocena ekoloSkog
statusa — 103) (,,Sluzbeni glasnik RS*, broj 74/2011). Sli¢ni rezultati dobijeni su i za prose¢ne MPN
vrednosti ukupnih koliforma za period 2018-2020 (podaci nisu prikazani).

Korelacionom analizom ispitivan je odnos broja mikrobioloskih indikatora fekalnog
zagadenja 1 agenasa koji mogu ukazati na uticaj komunalnih 1 industrijskih otpadnih voda na
lokalitetima. Primenom Spearman testa nije utvrdena statisticki znacajna korelacija izmedu MPN
vredosti ukupnih koliforma, odnosno E. coli, detektovanih tokom &etiri sezone u periodu 2018 —
2020 godine i hemijskih parametara izmerenih tokom sezona u periodu 2017 — 2019 godine.
Ovakvi rezultati ukazuju da detektovani ukupni koliformi i E. coli najverovatnije poti¢u iz vise
razlicitih izvora zagadenja.

Tabela 4.12. Prikaz MPN vrednosti ukupnih koliforma i E. coli detektovanih u aprilu 2019. godine,
I u periodu 2018 — 2020 godine (sr. vrednost + SE) i prikaz klasifikacije kvaliteta vode (,,Sluzbeni
glasnik RS*, broj 74/2011).

Ukupni koliformi E. coli
I April April
Lokaliteti 2019. Klasa 2019, Klasa 2018 — 2020 Klasa
SZ 2282 | 504 | 255 + 95 42 I
UK 1658 I 538 I 12341,25 + 6844,37 Vv
UB 839 | 269 | 8185,50 + 5606,14 v

Za razliku od E. coli koja je deo crevne flore toplokrvnih organizama, grupa ukupnih
koliforma obuhvata i vrste koje naseljavaju zemljiSte, zbog ¢ega ukupni koliformi nisu iskljucivo
indikatori fekalnog zagadenja. Medutim, dobijene MPN vrednosti ukupnih koliforma i E. coli
pokazuju sli¢an trend, odnosno na lokalitetima UB i UK na kojima su dobijene visoke MPN
vrednosti ukupnih koliforma, uocavaju se i visoke MPN vrednosti E. coli. Sa druge strane, za
lokalitet SZ dobijene su najnize MPN vrednosti ova dva prametra mikrobioloskog kvaliteta vode.
Takode, primenom Pearson testa korelacije utvrdena je statisticki znacajna korelacija izmedu MPN
vrednosti ukupnih koliforma i E. coli (r = 0,9, p = 0,000), $to ukazuje da ove dve grupe indikatora
mikrobioloskog zagadenja poticu iz istih izvora zagadenja.

Komparacijom rezultata za E. coli dobijenih u aprilu 2019. godine sa onim za period 2018 -
2020 godine uocavaju se razlike u kvalitetu vode na lokalitetima UK i UB. Ovakva razlika u
kvalitetu vode na osnovu mikrobioloskih indikatora ukazuje da je za uvid u pravo stanje pritiska
ovog tipa zagadenja neophodno da analize obuhvate merenja tokom minimum ¢etiri sezone. Naime,
mikrobioloski pritisak u povrSinskim vodama moZe znacajno da se razlikuje u zavisnosti od uslova
koji vladaju u zivotnoj sredini (visoki/niski vodostaji, temperatura vode, itd.), odnosno od sezone.
Upravo sredinski faktori, a pre svega visok vodostaj, najverovatnije je uticao na bolji mikrobiolo3ki
kvalitet vode u aprilu u odnosu na prosecni godi$nji. U prilog ovoj tvrdnji su i podaci prethodnih
studija koje su sprovedene na Savi i koje su ukazale na naruden kvalitet vode prema mikrobioloskim
parametrima na ovom sektoru reke (Vukovi¢ i sar., 2011;Vrzel i sar., 2016). Takode, u drugim
studijama (Rodgers i sar., 2003; Kacar, 2011; Nnane i sar., 2011) je uocen razli¢it nivo fekalnog
zagadenja na lokalitetima ravnicarskih reka u zavisnosti od sezone. Pored antropogenog uticaja,
bitni faktori koji su uticali na sezonsku varijabilnost broja indikatora fekalnog zagadenja na
lokalitetima ravnicarskih reka, su variranje vodostaja, $to moze uticati na koncentraciju bakterija u
vodi, odnosno temperature vode koja utiCe na vijabilnost mikroorganizama nakon njihovog
dospevanja u akvati¢nu sredinu.
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4.2.3 In situ/in vivo pristup

4.2.3.1 Opste fiziolosko stanje izlovljenih uklija

Na lokalitetima je uzorkovano po 10 jedinki uklija. U Prilogu 2, u tabeli 5 prikazane su
srednje vrednosti ukupne duzine, mase i kondicionog indeksa. Najniza prosecna duzina i masa
jedinki zabelezena je na lokalitetu UK (11,95 + 0,15 c¢cm; 8,18 £+ 0,07 g), a najviSe vrednosti su
zabeleZzene na lokalitetu UB (12,75 + 0,65 cm; 9,94 + 0,18 g). Najniza prose¢na vrednost
kondicionog indeksa je bila za lokaltet SZ (0,43 + 0,03), dok je sli¢na vrednost kondicionog indeksa
dobijena za UK i UB (0,48 + 0,2; 0,48 £ 0,13).

lako nije utvrdena statisticki znacajna razlika u kondicionom indeksu izmedu lokaliteta,
njihove vrednosti su niZze u odnosu na vrednosti kondicionog indeksa dobijenih u studiji na Velikoj
Moravi i drugim studijama (Kolarevi¢ i sar., 2016a; Miloskovi¢ i sar., 2018). S obzirom da je
duZina jedinki u svim studijama bila sli¢cna, uocava se da je masa glavni faktor koji doprinosi
snizenju vrednosti ovog indeksa na lokalitetima SZ, UK i UB u odnosu na lokalitete iz navedenih
studija. Razli¢iti periodi uzorkovanja moze biti glavni razlog za utvrdene razlike u masi jedinki.
Tokom zimskog perioda ocekivana je redukcija mase uklija usled smanjenja dostupnosti hrane u
vodenom stubu (Almeida i sar., 2014). S obzirom da je uzorkovanje uklija na lokalitetima SZ, UK i
UB bilo u aprilu, pretpostavka je da jedinke nisu uspele da nadoknade izgubljenu masu tokom zime.
Sa druge strane, u ostalim studijama uzorkovanje je vrSeno u avgustu i septembru, u periodu kada
se o¢ekuje da su jedinkama dostupne veée koli¢ine hrane.

4.2.3.2 Citotoksi¢ni efekat na ¢elijama Kkrvi uklija

Lokaliteti u slivu Save su udaljeni od Beograda 30 km i s obzirom da su uzorci krvi za
relativno kratko vreme transportovani do laboratorije i procesuirani, cuvani su na +4 °C do dolaska
u laboratoriju.

Pre izvodenja testova za procenu genotoksi¢nog potencijala odredena je vijabilnost ¢elija
krvi uklija diferencijalnim bojenjem AO/EtBr. Prose¢na vijabilnost krvi jedinki uzorkovanih na
lokalitetima SZ i UB bila je preko 75 %, dok je kod jedinki sa lokaliteta UK bila niza (59,56 +
12,88) (Tabela 4.13). Analizirajuéi vijabilnost ¢elija svakog uzorka, citotoksi¢ni efekat je zabelezen
za dva uzorka (dve jedinke) sa lokaliteta SZ i Cetiri sa lokaliteta UK, zbog ¢ega su iskljuceni iz
daljih genotoksikoloskih analiza.

Tabela 4.2. Vijabilnost ¢elija krvi uklija (srednja vrednost = SE).
Lokaliteti Vijabilnost (%)
SZ 77,20 £ 10,85
UK 59,56 + 12,88

uB 79,80 + 9,70

4.2.3.3 Nivo DNK oSteéenja Celija krvi jedinki uklija

4.2.3.3.1 Alkalni komet test

Nivo DNK oste¢enja u ¢elijama krvi jedinki uklija detektovanih alkalnim komet testom
varirao je izmedu lokaliteta (Slika 4.7). NajviSe vrednosti parametra TI % (sr. vrednost = SE)
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zabelezene su na lokalitetu UK (30,00 + 1,09) i UB (28,11 + 0,71) dok je na lokalitetu SZ
detektovan najnizi nivo DNK ostecenja (15,92 + 0,61). Statisticki znaCajna razlika dobijena je
poredenjem TI % vrednosti sa lokaliteta UK i UB sa SZ, dok se lokaliteti UK 1 UB nisu znac¢ajno
razlikovali. Takode, vrednosti T1 % sa lokaliteta UK i UB bile su statisti¢ki znacajno viSe u odnosu
na Tl % sa lokaliteta RS. Sa druge strane, na lokalitetu SZ zabeleZene su statisticki znacajno niza TI
% vrednost u odnosu na RS.
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Slika 4.7. Nivo DNK ostecenja ¢elija krvi uklija na osnovu parametra TI %; razlicita slova
oznacavaju statisti¢ki znacajnu razliku izmedu lokaliteta, * - oznaCava statisticki znacajno vece ili
manje T1 % vrednosti u odnosu na RS (koriséeni testovi: Kruskal Wallis i Man Whitney U sa
Dunn-Boniferroni korekcijom; p < 0,0006).

U studiji sliva Velike Morave kao bazalne vrednosti DNK oSte¢enja koriS¢eni su podaci za
lokalitet RS iz studije Kolarevic¢ 1 sar. (2016a). Medutim, u ovoj studiji, za lokalitet SZ utvrdene su
nize vrednosti DNK oS$tecenja u alkalnom komet i mikronukleus testu u odnosu na podatke za
lokalitet RS. Iz tog razloga, nivo DNK oSte¢enja koji je zabelezen u celijama krvi uklija sa
lokaliteta SZ dalje su koriS¢ene kao bazalne.

Pored visokog stepena DNK oste¢enjenja na lokalitetima UK 1 UB, na ovim lokalitetima
zabelezene su i vise SumTU vrednosti u odnosu na SZ. Na osnovu navedenog moze se zakljuciti da
su hemijski parametri za koje je utvrden toksi¢ni potencijal i koji su detektovani tokom monitoringa
GZZJZ Beograd verovatno uticali i na indukciju DNK oSte¢enja u ¢elijama krvi uklija. Takode, na
ovim lokalitetima je na osnovu visokih koncentracija organskog zagadenja zabelezen uticaj
komunalnih otpadnih voda. Prema rezultatima alkalnog komet testa iz studije Rajaguru i sar.
(2003), visok nivo DNK oste¢enja zabeleZen je u ¢elijama krvi Sarana (C. carpio) na lokalitetu u
blizini kolektora otpadnih voda u odnosu na lokalitete koji su se nalazili uzvodno od ispusta.

Ucestalost HH (%) je takode varirala izmedu lokaliteta (Tabela 4.14). lako je najniZza
vrednost HH zabelezena na lokalitetu SZ, izmedu ispitivanih lokaliteta nije utvrdena statisticki
znacajna razlika.
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Tabela 4.14. Ucestalost HH u ¢elijama krvi jedinki uklija (sr. vrednost = SE); koriS¢eni test: one-
way ANOVA, p<0,05.

Lokaliteti HH (%)
SZ 2,70 £ 0,45
UK 3,55 + 0,50
UB 3,40 + 0,62

Poredenjem dobijenih vrednosti ucestalosti HH i vijabilnosti ¢elija krvi uklija, nije utvrdena
statisti¢ki znacajna Spearman korelacija izmedu ovih parametara (r = - 0,05, p = 0,81).

4.2.3.3.2 Mikronukleus test

Za analizu ucestalosti MN (%o) i IRR (%o) koris¢eni su isti uzorci kao u alkalnom komet
testu. Najveci broj MN (%o) u 2.000 analiziranih ¢elija krvi je detektovan na lokalitetu UB (2,20 +
0,57), dok su slicne vrednosti zabeleZene na lokalitetima SZ (0,60 + 0,26) 1 UK (0,44 + 0,29) (Slika
4.8). Znacajno veca ucestalost MN zabeleZena je u ¢elijama krvi uklija sa lokaliteta UB u odnosu na
RS, SZ i UK, koji se nisu statisticki znacajno razlikovali.

3 - * 1

1 - a
a
N i
EI-} _ i
0
RS 57 UK UB
Lokaliteti

Slika 4.8. Ucestalost MN (%o) u ¢elijama krvi uklija (srednja vrednost = SE); razli¢ita slova
oznacavaju statisti¢ki znacajnu razliku izmedu lokaliteta, * oznacCava statisticki znacajno visu
ucestalost MN u odnosu na RS (koriséeni testovi: one-way ANOVA i Tukey's post-hoc; p < 0,05).

Varijabilnost ucestalosti MN u ¢elijama krvi uklija ukazuje da je lokalitet UB pod najvec¢im
uticajem agenasa koji mogu uzrokovati strukturne promene hromozoma.

Stopa ucestalosti MN (%o) na lokalitetu UB nije bila veca samo u odnosu na lokalitete SZ 1
UK, ve¢ i u odnosu na rezultate drugih studija u kojima su uklije koris¢ene kao bioindikatori
(Deutschmann 1 sar., 2016; Kolarevi¢ i sar., 2016a; Jovanovi¢ 1 sar., 2018). Analizirajuci rezultate
mikronukleus testa, stopa ucestalosti MN na lokalitetu UB je bila visa u odnosu na 35, od ukupno
ispitivanih 38 lokaliteta koje su obuhvatile navedene tri studije. Vise vrednosti ucestalosti MN
zabelezena je na Savi nizvodno od Zagreba, na lokalitetu koji je pod uticajem otpadnih voda iz
ovog grada, zatim na lokalitetu Vrhovo na kome je zabelezena najviSa IBR vrednost (Kolarevi¢ 1
sar., 2016a) i na lokalitetu JDS60 (Chiciu/Silistra) na kome je uocen uticaj otpadnih voda iz
Bukuresta (Deutschmann i sar., 2016).
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Najveci broj IRR (%o) je detektovan u celijama krvi na lokalitetu UB, a najmanji na
lokalitetu SZ (Tabela 4.15). Statisticki znacajna razlika u ucestalosti IRR dobijena je poredenjem
lokaliteta SZ sa UK i UB, dok znacajna razlika nije utvrdena izmedu lokalieta UK i UB. Pove¢ana
ucestalost IRR na lokalitetima UK 1 UB koji su pod ve¢im pritiskom zagadenja u skladu je sa
studijama u kojima je ispitivan uticaj otpadnih voda na ucestalost pojave MN i IRR u tkivima riba
(Smith, 1990; Talapatra i Banerjee, 2007).

Primenom Pearson testa nije utvrdena statisticki znaCajna korelacija izmedu izmedu
vijabilnosti i ucestalosti IRR (r = -0,33, p = 0,13). Sli¢ni rezultati su dobijeni i u studijama sliva
Velike Morave i Dunava, ukazujuéi da detektovani IRR nisu posledica apoptoze celija.

Tabela 4.45. Ucestalost IRR (%0) u ¢elijama krvi uklija (srednja vrednost + SE); razlicita slova
oznacavaju statisticki znacajnu razliku izmedu lokaliteta (koriS¢eni testovi: one-way ANOVA i
Tukey's post-hoc; p < 0,05).

Lokaliteti IRR (%o)
Sz 2,12 + 0,58
UK 4,86 + 1,08
UB 8,18 + 1,38°

Primenom Pearson testa nije utvrdena statisti¢ki znacajna korelacija izmedu parametara TI
% 1 MN (r = 0,09, p = 0,68), a slicni rezultati su dobijeni u studiji u slivu Velike Morave, slivu
Dunava i u studiji Kracun-Kolarevi¢ i sar. (2016).

4.2.3.4 Analiza akumuliranih metala i metaloida u misi¢u jedinki uklija

U tabeli 4.16 prikazane su koncentracije metala i metaloida u miSi¢u jedinki uklija za koje
su propisane MDK vrednosti. Koncentracije svih ispitivanih elemenata bile su ispod MDK
vrednosti (European Commission, 2006; ,,Sluzbeni glasnik RS” broj 29/2014). Zbog male veli¢ine
uzorka (za svaki lokalitet uradena su analize dva poduzorka) podaci o koncentracijama elemenata
nisu statisti¢ki obradene. U Prilogu 2, u tabeli 6, prikazane su koncentracije 14 metala i metaloida
koji su analizirani u misicu uklija. Elementi Al, As i Co nisu detektovani u jedinkama ispitivanih
lokaliteta.

MPI indeks je izratunat kako bi se izvrSilo poredenje u ukupnom sadrzaju metala i
metaloida u miSi¢ima jedinki. Prema ovom indeksu, najveéi nivo zagadenja metalima je zabelezen u
jedinkama sa lokaliteta UB (0,044), a za lokalitete SZ i UK dobijene su gotovo dvostruko nize
vrednosti u odnosu na UB (Prilog 2, tabela 6).
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Tabela 4.16. Pregled propisanih MDK vrednosti i detektovanih koncentracija metala i metaloida u
misSicu jedinki uklija izraZzenih u mg/kg whbc (srednja vrednost = SE); n.d. — nije detektovano u

uzorku.
Lokaliteti

P A o E
As 2 n.d. n.d. n.d.
Cd 0,05 0,014 +0,004 0,004+0,001 0,003+ 0,000
Cu 30 0,342+0,039 0,360+0,025 0,453 +0,003
Fe 30 3,130£0,029 3,192+0,080 3,574 +0,079
Hg 0,5 0,009 +0,009 0,039+0,019 0,050+ 0,008
Pb 0,3 0,032+0,011 0,038+0,022 0,025 + 0,005
Zn 100 12,908+ 0,879 14,078 £0,819 14,740 + 0,312

*n.d. — nije detektovano

Akumulacija metala i metaloida u tkivima ove vrste riba zavisi od koncentracija ovih
elemenata u vodenoj sredini, ali i od fizicko-hemijskih i hemijskih karakteristika vode i fizioloSkog
stanja ribe. Iz tog razloga nije iznenadujuce $to su u uklijama zabeleZene niske koncentracije vecine
metala i metaloida, uprkos tome Sto su ovi elementi, prema podacima iz baze GZZJZ Beograd, u
vodenom stubu bili prisutni u visokim koncentracijama. Dobijeni rezultati su u skladu sa studijom
Yi i Zhang (2012), u kojoj takode nije pronadena direktna uzro¢no-posledi¢na veza izmedu
koncentracije metala i metaloida u tkivima i u vodi. Kada se uporede MPI vrednosti iz studije sliva
Velike Morave i Save, uocava se da su dobijene vece MPI vrednosti u studiji sliva Velike Morave,
u kojoj su koris¢ene citave jedinke za odredivanje koncentracije metala i metaloida, u odnosu MPI
vrednosti iz studije sliva Save, u kojoj je koris¢eno samo miSi¢no tkivo. Dobijeni rezultati su u
skladu sa studijama Eneji i sar. (2011) i Maurya i Malik (2019) u kojima je pokazano da se metali i
metaloidi akumuliraju u razli¢itim koncentracijama u organima. Generalno, Skrge i jetra se
pokazuju veci afinitet za akumulacijom vecine metala i metaloida u odnosu na misi¢ (Yilmaz i sar.,
2007; Kosti¢-Vukovié, 2018). Samim tim, nije iznenadujuce zasto su u misicnom tkivu detektovane
nize koncentracije metala i metaloida u odnosu na one u homogenatu jedinki koji je analiziran u
studijama Kolarevi¢ i sar. (2016a), Miloskovi¢ i sar. (2018), kao i u studiji na slivu Velike Morave
(Jovanovi¢ i sar., 2018). Medutim, zbog znacaja u ljudskoj ishrani miSi¢no tkivo se Cesto koristi u
istrazivanjima za procenu uticaja zagadenja metalima i metaloidima (Shinn i sar., 2009; Korkmaz i
sar., 2019).

4.2.3.5 RAPD analiza

Na osnovu odnosa apsorbanci na 260 nm i 280 nm (1,75 — 1,96) utvrdeno je da su uzorci
Cisti, odnosno da sadrze isklju¢ivo DNK molekule (Prilog 2, tabela 7).

U zavisnosti od sekvence prajmera, umnozen je razliCit broj fragmenata. Prajmerom I
umnozeno je 58, prajmerom Il 57, prajmerom Il 109, prajmerom IV 90, prajmerom V 94 i
prajmerom VI 153 fragmenta (Prilog 2, slika 1).

Prose¢ne S vrednosti za sve prajmere koje su dobijene poredenjem jedinki sa sva tri
lokaliteta iskoris¢ene su za konstrukciju filogenetskog stabla UPGMA metodom. Kao Sto je
prikazano na slici 4.9., mogu se uociti dve glavne klade (grane) filogenetskog stabla. Jedinka K9 je
izdvojena na jednoj kladi, dok su ostale jedinke podeljene na dve klade, gde se moze uociti
izdvajanje jedinki B1 1 Z4 u odnosu na ostale jedinke. Dalje, mozemo uociti grupisanje najveceg
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broja jedinki sa lokaliteta SZ (jedinke Z1, 72, Z3, Z5, Z6, Z7, Z8, Z9 i Z10) dok su u okviru druge
klade grupisane jedinke sa lokaliteta UK i UB (jedinke K1, K2, K3, K4, K7, K8, B2, B3, B4, B5,
B6, B7, B8, B9 i B10).
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Slika 4.9. Filogenetsko stablo konstruisano primenom UPGMA metode na osnovu proseénih S
vrednosti izmedu jedinki.

Varijacija u S vrednostima izmedu jedinki istog lokaliteta prikazana je u tabeli 4.17. Najniza
vrednost ovog indeksa, odnosno najnizi stepen sli¢nosti je dobijena za jedinke sa lokaliteta UK, dok
su priblizne vrednosti dobijene za lokalitete SZ i UB. Poredenjem S vrednosti izmedu jedinki sa
razli¢itih lokaliteta (Sj; indeks) najveci stepen sli¢nosti je dobijen za jedinke sa UK i UB, dok je
najniza vrednost S;; indeksa dobijena za jedinke sa SZ i UB.
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Tabela 4.17. Prosecna sli¢nost jedinki u okviru istog lokaliteta (S indeks) dobijena na osnovu S
vrednosti Sest prajmera i prosecna sli¢nost izmedu jedinki sa razli¢itih lokaliteta (S;; indeks)
dobijena na osnovu S;; vrednosti Sest prajmera.

S indeks u okviru lokaliteta (S) S indeks izmedu lokaliteta (S;;)

Prajmer/Lokalitet SZ UK UB SZ/UK SZ/uB UK/UB
| 0,87 0,85 0,87 0,97 0,82 0,82
I 0,64 0,76 0,67 0,01 0,89 0,94
1l 0,81 0,65 0,67 0,87 0,94 0,87
v 0,76 0,68 0,89 0,97 0,96 0,92
Vv 0,62 0,59 0,63 0,69 0,70 0,92
VI 0,73 0,71 0,01 0,79 0,71 0,83
Sr. vrednost + SE 067,351 067,351 067561 0,88+0,05 0,71+0,05 0,84 0,03

Da bi se utvrdio odnos izmedu lokaliteta konstruisano je filogenetsko stablo na osnovu
vrednosti distance (D') koja je dobijena uzimajuéi u obzir prosecne S'jj vrednosti (vrednosti sli¢nosti
izmedu razli¢itih lokaliteta) i prosecne S vrednosti unutar lokaliteta (Slika 4.10). Na osnovu
filogenetskog stabla uocava se izdvajanje jedinki sa lokaliteta SZ u odnosu na jedinke UK i UB.

SZ

UK ——

UB —

0.14 0.16 0.18 0.20 0.22 0.24 0.26

Slika 4.10. Filogenetsko stablo konstruisano primenom UPGMA metode na osnovu D' vrednosti
izmedu lokaliteta.

Na osnovu RAPD analize lokaliteti su razdvojeni na sli¢an nacin kao u slucaju alkalnog
komet testa. Rezultati oba testa diskriminisali su lokalitete UK i UB od SZ. Prema podacima
GZZJZ Beograd, lokaliteti UK i UB su pod znacajnim pritiscima zagadenja, zbog ¢ega se moze
pretpostaviti da dobijena sli¢nost/razlike izmedu jedinki sa ova dva lokaliteta i SZ mogu biti
posledica razlicitog pritiska zagadenja. Prema rezultatima studija Atienzar i Jha, (2006) i Jin i sar.
(2009) utvrdeno je da prisustvo/odsustvo fragmenata u RAPD profilima moze biti posledica
jednolancanih i/ili dvolancanih prekida. S obzirom da se ovakav tip DNK ostecenja detektuje i u
alkalnom komet testu, nije iznenadujuce $to su dobijeni sli¢ni rezultati u ova dva testa.
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4.2.3.6 IPBR i IBR analiza

Prema podacima monitoringa (GZZJZ Beograd), lokaliteti UK i UB su pod pritiskom
organskog zagadenja koje potice iz otpadnih voda. Iz tog razloga, rangiranje lokaliteta na osnovu
IPBR obuhvatilo je rezultate prose¢nih vrednosti parametara: BPK5, HPK (KMnQO,), koncentracija
nitrita (NO,7/N), sulfata (SO,72), amonija¢ni azot (NH4-N), E. coli MPN (Slika 4.11 A-D). Pored
tri ispitivana lokaliteta, IPBR i IBR analize su obuhvatile i referentni lokalitet RS i lokalitet VM1 iz
istrazivanja u slivu Velike Morave. Najniza IPBR vrednost je dobijena za lokalitet SZ (0,002) dok
je najvisa zabeleZzena za lokalitet UB (29,652) (Tabela 4.18). Dominantan uticaj organskog
zagadenja dobijen je za lokalitete UK 1 UB, za koje su pokazane su vise IPBR vrednosti u odnosu
na lokalitet VM1 (0,332), na kome je potvrden veliki pritisak zagadenja (Slika 4.11. A-D).
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Slika 4.11. Grafi¢ki prikaz IPBR (A-D) i IBR (E-H) povrsina.

Tabela 4.18. IPBR i IBR vrednosti dobijene na osnovu standardizovanih parametara.

RS SZ UK uB VM1
IPBR 0,040 0,002 3,641 29,652 0,332
IBR 0,858 4,179 10,978 8,087 6,532

Na osnovu grafickog IBR prikaza moze se uociti je odgovor biomarkera specifian za
lokalitet (Slika 4.9 E-H). Za lokalitet SZ poveéanju povrsine IBR dijagrama najviSe su doprineli
kondicioni indeks 1 vijabilnost, za lokalitet UK, pored vijabilnosti ¢elija krvi i kondicionog indeksa,
parametar TI %, a za lokalitet UB na povecanje povrSine IBR dijagrama najvise su uticali
kondicioni indeks, vijabilnost, TI % i ucestalost MN. U poredenju sa lokalitetom RS, za sva tri
ispitivana lokaliteta su dobijene vise IBR vrednosti (Tabela 4.18), Sto ukazuje da, iako je na
lokalitetu SZ zabeleZen najnizi nivo DNK oStecenja u alkalnom komet i mikronukleus testu,
kondicioni indeks i vijabilnost mogu biti indikatori narusenog fizioloSkog statusa uklija sa ovog
lokaliteta. Sa druge strane, lokaliteti UK i UB su imali viSe IBR vrednosti i u odnosu na lokalitet
VM1,

Poredenjem izmedu tri ispitivana lokaliteta, SZ je imao najniZe IBR i IPBR vrednosti, dok je
najvisa IPBR vrednost zabelezena za lokalitet UB, a IBR vrednost za lokalitet UK. Pearson
korelacionom analizom nije utvrdena znacajna korelacija izmedu IPBR i IBR vrednosti (r = 0,38; p
= 0,53). Odsustvo korelacije izmedu ova dva indeksa ukazuje da su na odgovor biomarkera uticali i

82



Rezultati i diskusija

agensi koji nisu poreklom iz otpadnih voda. Na osnovu podataka monitoringa, na lokalitetima su
detektovani i pesticidi, medu kojima se nalaze i genotoksi¢na jedinjenja, koja su takode mogla da
doprinesu u poveéanju odgovora biomarkera.

Prema Baudou i sar. (2019), IBR vrednosti mogu se tumaciti kao jedinstven odgovor
biomarkera na sredinsko zagadenje. U skladu sa tim, u nasoj studiji najvisa IBR vrednost dobijena
je za lokalitet UK, §to moze ukazati na najve¢i nivo zagadenja genotoksicnih agenasa na ovom
lokalitetu, u odnosu na SZ i UB. Medutim, na osnovu IBR vrednosti i lokalitet UB je pod ve¢im
pritiskom zagadenja u odnosu na SZ. Ovi rezultati su u skladu i sa podacima GZZJZ Beograd i Sum
TU vrednostima prema kojima je takode potvrdeno da je SZ pod najmanjim pritiskom zagadenja u
odnosu na ostala dva lokaliteta.

U skladu sa tim mozemo zakljuciti da su lokaliteti UK i UB pod znacajnim pritiskom
zagadenja, Sto je potvrdeno na osnovu podataka dobijenih tokom monitoringa koje je sproveo
GZZJZ Beograd i SumTU vrednosti.

U ovom istrazivanju, IPBR vrednosti ukazale su na znacajano narusavanje kvaliteta vode na
UK 1 UB usled uticaja otpadnih voda Obrenovca i naselja Bari¢, a na osnovu visokih koncentracija
parametara BPKs, HPK (KMnOQy,), nitrita, sulfata, amonija¢nog azota, i MPN E. coli.

Uzimajuci u obzir sve rezultate ove studije, jasno se uocava izdvajanje lokaliteta na Savi
koji je pod najnizim uticajem zagadenja u odnosu na lokalitete koji trpe visoke pritiske zagadenja.
Kao i u studiji sliva Velike Morave, i u ovoj studiji su hemijske analize vode, kao i analize
mikrobioloskih indikatora fekalnog zagadenja, ukazale da najveci uticaj na naruSavanje kvaliteta
vode imaju komunalne i industrijske vode. Imaju¢i u vidu male protoke Kolubare i Baricke reke,
visok stepen zagadenja ovih vodotokova moze negativno uticati na akvati¢ne organizme i dovesti
do narusavanja ekosistema.

U studiji Williams (1965) utvrdeno je da uklije imaju relativno mali areal kretanja. Prema
navedenoj studiji, 57 % uklija koje su obelezene na lokalitetima na Temzi ponovo su uhvacene
nakon sedam nedelja na udaljenosti do 225 m u odnosu na prvo uzorkovanje. Dobijeni rezultati
ukazali su da uklija moze biti dobar bioindikator i da pra¢enje odgovora biomarkera moze biti
specifiCan za lokalitet, a ne samo za odredeni sektor reke, Sto je potvrdeno u studiji sliva Save.
Prema naSim saznanjima, studija u slivu Save je prvo ekogenotoksikolosko istrazivanje u kome je
pokazano da uklija moZe biti pouzdan biondikator u diskriminaciji prostorno bliskih lokaliteta koji
su pod razli¢itim uticajem zagadenja.

U in silico analizi potvrden je pritisak toksi¢nih i genotoksi¢nih agenasa na lokalitetima, $to
je pokazano dobijanjem visokih SumTU vrednosti. Odgovori biomarkera u in vivo istrazivanju
pokazali su da su specifi¢ni 1 da zavise od pritiska zagadenja na lokalitetima. Takode, u ovoj studiji
je, prema nasim saznanjima, prvi put primenjena IPBR analiza koja je objedinila pojedina¢na
merenja hemijskih parametara i mikrobioloSkih indikatora fekalnog zagadenja koji ukazuju na
uticaj komunalnih otpadnih voda na narusavanje kvaliteta vode. Ovaj integrisani pristup, kao i IBR
analiza omogucili su lakse poredenje ispitivanih lokaliteta.

4.3 lIstrazivanje sliva Dunava

Istrazivanje sliva Dunava sprovedeno je u okviru medunarodne ekspedicije JDS4 u julu 2019.
godine i obuhvatilo je Sest lokaliteta na Dunavu i njegovim pritokama. Na Tisi je odabran jedan
lokalitet (kod Titela, JDS33), na Savi dva lokaliteta (Jamena - JDS35, Makis - JDS36), a na Dunavu
tri lokaliteta (nizvodno od Panceva - JDS37, kod Rama - JDS40 i kod Radujevca - JDS41).
Analizom podataka hemijskih i fizicko-hemijskih parametara nadzornog monitoringa (SEPA)
utvrdeno je da su svi ispitivani lokaliteti pod odredenim stepenom zagadenja. 1z tog razloga, kao i u
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slu¢aju prethodne dve studije, podaci hemijskih parametara iz 2015. godine za lokalitet na Savi
uzvodno od Sapca (RS) koriS¢eni su kao referentni u proceni stepena zagadenja.

4.3.1 Analiza fizicko-hemijskih i hemijskih parametara kvaliteta vode na
lokalitetima u slivu Dunava

4.3.1.1 Fizicko-hemijski parametri

U tabeli 4.19 prikazane su vrednosti osnovnih fizi¢ko-hemijskih parametara izmerenih u
trenutku uzorkovanja jedinki uklija. NajniZza temperatura vode je zabeleZena na lokalitetu JDS40
(25,4 °C), a najviSa je izmerena na lokalitetu JDS36 (27 °C) Najniza vrednost elektroprovodljivosti
zabelezena je na lokalitetu JDS41 (358 uS/cm), dok je najvisa vrednost detektovana na lokalitetu
JDS35 (562 uS/cm). Najnize vrednosti ukupnih rastvorenih cestica (eng. total dissolved soilds,
TDS) su zabeleZene na lokalitetima JDS37 i JDS40 (181 ppm), dok je najvisa vrednost zabeleZena
na lokalitetu JDS35 (282 ppm). Vrednosti pH na svim lokalitetima su bile blago alkalne i nisu
znacajno varirale izmedu lokaliteta. Najniza koncentracija rastvorenog kiseonika je zabelezena na
lokalitetu JDS33 (5,9 mg/l), dok je najvisa detektovana na lokalitetu JDS40 (7,6 mg/l).

Prema izmerenim pH vrednostima i koncentracijama rastvorenog kiseonika u trenutku
uzorkovanja, lokaliteti JDS35, JDS40 i JDS41 pripadali su Kklasi Il kvaliteta vode (ocena ekoloskog
statusa - dobar), dok su lokaliteti JDS33, JDS36, JDS37 pripadali klasi 111 (ocena ekoloSkog statusa
- umeren) (,,Sluzbeni glasnik RS*, broj 74/2011).

Prema RHMZ podacima za 2019. godinu, prose¢ne vrednosti vodostaja u julu su varirale
izmedu lokaliteta (Tabela 4.19). Najnizi vodostaj zabelezen je na lokalitetu JDS41 (134 cm), a
najvisi na lokalitetu JDS40 (688 cm). Uzimajuéi u obzir viSegodiSnji prosek, vodostaj na svim
lokalitetima u julu 2019. godine je bio nizi u odnosu na prosec¢ne vrednosti za ovaj period.

Tabela 4.19. Vrednosti fizicko-hemijskih parametara merenih u trenutku uzorkovanja i prose¢ni
vodostaji za jul 2019. godine (podaci preuzeti od RHMZ).

I T Elektroprovodljivost TDS 0, Vodostaj
Lokaliteti ) (BS o) J (opm) PH gl (R(I;I r|]\n/|)Z)
Tisa  JDS33 26,2 438 218 7,83 59 193
Sava JDS35 26,5 562 282 7,87 7,2 257
JDS36 27 425 212 7,95 5,7 215

JDS37 26,3 370 181 7,94 6,1 288

Dunav JDS40 25,4 364 181 8,02 7,6 688
JDS41 25,7 358 192 7,41 7,8 134

4.3.1.2 Insilico analiza

4.3.1.2.1 Analiza podataka nadzornog monitoringa

In silico analiza obuhvatila je podatke monitoringa (SEPA) iz 2018. godine, zatim podatke
analize LVSPE uzoraka i analize akumuliranih prioritetnih supstanci u uklijama koji su preuzeti iz
baze podataka NORMAN udruzenja.
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Podaci 68 fizicko-hemijskih i hemijskih parametara koji su praceni na lokalitetima tokom
2018. godine preuzetih iz baze SEPA dati su u Prilogu 3, u tabeli 1. Prema koncentracijama nitrata i
hlorida, svi lokaliteti pripadali su klasi | kvaliteta voda (ocena ekoloSkog statusa — odli¢an), na
osnovu pH vrednosti svi lokaliteti pripadali su klasi I, izuzev JDS37 i JDS40 koji su pripadali klasi
Il kvaliteta (ocena ekoloSkog statusa — dobar), zatim na osnovu koncentracija TOC, amonijum jona,
ortofosfata i ukupnog fosfora svi lokaliteti su pripadali klasi Il kvaliteta, a koncentracije
rastvorenog kiseonika na lokalitetima JDS35, JDS36 i JDS41 ukazale su na klasu Il kvaliteta, dok
su za lokalitete JDS33, JDS37 i JDS40 ukazale na klasu 11l kvaliteta povrSinskih voda (ocena
ekoloskog statusa — umeren). Uzimajuéi u obzir koncentracije svih parametara, lokaliteti JDS35,
JDS36 i JDS41 pripadali su klasi 11 kvaliteta povrSinskih voda (ocena ekoloSkog statusa — dobar), a
lokaliteti JDS33, JDS37 i JDS40 klasi Il kvaliteta voda (ocena ekoloSkog statusa — umeren)
(,»Sluzbeni glasnik RS*, 74/2011).

Na osnovu podataka hemijskih parametara koji su detektovani tokom godiSnjeg monitoringa
izdvajaju se tri dominantne grupe koje mogu narusiti kvalitet vode na lokalitetima: metali i
metaloidi, pesticidi i organska jedinjenja. Na lokalitetu JDS33 detektovane su nekoliko puta vise
koncentracije Zn, Cu i Al u odnosu na vecinu ostalih lokaliteta. Generalno, Citav tok Tise je pod
znaCajnim uticajem zagadenja metalima 1 metaloidima usled intenzivne industrijske i
poljoprivredne aktivnosti (Nguyen i sar., 2009; Sakan i sar., 2009). Lokalitet JDS33 se nalazi
nizvodno od Titela u kome se nalazi fabrika za proizvodnju plasti¢nih masa i proizvoda od metala i
fabrika za proizvodnju ¢amaca, tako da otpadne vode iz ovih fabrika mogu biti jedan od izvora
zagadenja metalima i metaloidima. Prisustvo metala i metaloida usled industrijske i poljoprivredne
aktivnosti zabeleZzeno je i na ostalim lokalitetima. Detektovani metali i metaloidi na lokalitetu
JDS35 mogu biti posledica industrijskih otpadnih voda iz fabrika koje se nalaze 20 km uzvodno, u
Br¢kom (fabrika boja, masSinskih ulja, akumulatora i olovnih legura). Lokalitet JDS36 se nalazi
nizvodno od pepelista TE ,Nikola Tesla® kod Obrenovca i industrijskih postrojenja u Baricu
(fabrika automobilskih delova i hemijske industrije), te je njihov uticaj mogao da se odrazi i na
prisustvo metala i metaloida na ovom lokalitetu. Na lokalitetu JDS37 detektovane su povisene
koncentracije Cr 1 Al u odnosu na vecinu ispitivanih lokalita. S obzirom da se nalazi nizvodno od
industrijkih postrojenja u Pancevu (proizvodnju petrohemijskih proizvoda i hemikalija, preradu
nafte, za proizvodnju vesStackog dubriva i metaloindustrija) metali i metaloidi mogu biti posledica
otpadnih voda iz ovih fabrika (Nadal i sar., 2004). Takode, na lokalitetu JDS40 zabelezene su viSe
koncentracije Al 1 Zn u odnosu na vecinu lokaliteta. Ovaj lokalitet se nalazi nizvodno od TE 1
pepelista ,,Kostolac*, koji su jedan od najve¢ih izvora zagadenja ovog dela Srbije. Spiranjem
pepelista i okolnog zemljista u vodenu sredinu mogu dospeti metali i metaloidi poput Al, Ca, Fe,
Zn, Mn (Kermer i sar., 2017), a uticaj ovog izvora zagadenja je mogao da se odrazi i na kvalitet
vode na lokalitetu JDS40.

lako postoje indicije da na zagadenje metalima i metaloidima uticu otpadne vode iz
postrojenja u blizini lokaliteta, vazno je naglasiti da su sve koncentracije ovih elemenata bile ispod
propisanih grani¢nih vrednosti (,,Sluzbeni glasnik RS* 67/20011, 48/2012, 1/2016).

Na svim lokalitetima su detektovani nitrati, nitriti, ukupni azot, ortofosfati i ukupni fosfor.
Znacajan udeo ovih jedinjenja na lokalitetima JDS33, JDS35, JDS36 i JDS37 najverovatnije potice
iz komunalnih otpadnih voda naselja koja se nalaze u neposrednoj blizini lokaliteta (Titel - 5.000
stanovnika, Br¢ko — 34.000 stanovnika, Ostruznica — 4.000 stanovnika, Pancevo — 77.000
stanovnika). Sa druge strane, za lokalitet JDS40 moze se pretpostaviti da zagadenje navedenim
jedinjenjima potice iz seoskih domacinstava i sredstava koja se koriste u poljoprivredi. Lokalitet
JDS41 nalazi se nizvodno od Prahova u kome se nalazi fabrika za proizvodnju mineralih dubriva, te
detektovana organska jedinjenja mogu biti posledica uticaja otpadnih voda iz ove fabrike. Medutim,
kao i u slucaju metala i metaloida, i koncentracije navedenih parametara nisu prevazilazile
propisane granicne vrednosti (,,Sluzbeni glasnik RS* 67/20011, 48/2012, 1/2016).

Herbicidi atrazin, desetilterbutilazin, terbutilazin, metolahlor i izoproturon detektovani su na
svim lokalitetima, $to ukazuje da je u blizini svih lokaliteta prisutna poljoprivredna aktivnost
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(Leonard, 1990). Ipak, za najveéi broj ovih jedinjenja najviSe koncentracije su zabelezene na
lokalitetima JDS40 i JDS41, $to nije iznenadujuce s obzirom da se nalaze u ruralnim oblastima
(Ram i Radujevac).

Podaci monitoringa (SEPA) ukazuju da su svi ispitivani lokaliteti pod ve¢im ili manjim
pritiskom zagadenja, te je bilo neophodno prona¢i odgovarajuci kontrolni, odnosno lokalitet koji
ispunjava osobine ,,referentnog uslova®“ (Stoddard i sar., 2006). S obzirom da se lokalitet RS iz
studije Kolarevi¢ i sar. (2016a) pokazao kao odgovarajuci referentni u studiji u slivu Velike
Morave, odabran je i u ovom istrazivanju kao kontrolni lokalitet za procenu stepena zagadenja. U
skladu sa tim, za lokalitet RS preuzeti su podaci monitoringa za 2015. godinu (SEPA), koris¢eni i u
studiji u slivu Velike Morave i Save.

Na slici 4.12 dat je graficki prikaz poredenja logaritmovanih vrednosti 68 parametara sa
lokaliteta RS i ispitivanih lokaliteta u slivu Dunava. Podaci za lokalitet RS su organizovani prema
rastu¢em trendu da bi se lakse uocile razlike. Niske koncentracije su zabelezene za parametre 1-22,
medu kojima se nalaze 1 prioritetne supstance (Hg, Cd, Ni, Pb, atrazin, fluoranten,
benzo(b)fluoranten, benzo(k)fluoranten, diuron, simazin, izoproturon). Za data 22 parametra
koncentracije na lokalitetu RS su bile ispod limita detekcije analitickog uredaja. Najveéi broj
pomenutih parametara pracenih tokom 2018. godine je detektovano na lokalitetu JDS40 (15), dok je
najmanji broj detektovan na lokalitetu JDS33 (9). U slucaju lokaliteta JDS35, za najveci broj
parametara 1-22 koncentracije su bile nize u odnosu na one koje su detektovane na ostalim
lokalitetima u slivu Dunava.

Poredenjem povrSina radijalnih dijagrama uocena je razlika izmedu referentnog, RS
lokaliteta, i lokaliteta u slivu Dunava (Slika 4.13). Ukoliko se uporede povrsine dijagrama lokaliteta
u slivu Dunava, najvisa vrednost je dobijena za lokalitet JDS33, a najniza za JDS36. Na lokalitetu
JDS33 detektovane su najvise koncentracije velikog broja hemijskih parametara (pre svega metala i
metaloida), Sto ukazuje na visok pritisak zagadenja, dok su na JDS36 zabelezene najnize
koncentracije za najveci broj hemijskih parametara (Prilog 3, tabela 1).
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Slika 4.12. Poredenje koncentracija 68 hemijskih parametara dobijenih na lokalitetu na Savi (RS) i
lokalitetima u slivu Dunava (podaci preuzeti od SEPA).
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Slika 4.13. PovrSina radijalnih dijagrama prikazanih na slici 4.12. Veca povrsina ukazuje na veci
stepen zagadenosti lokaliteta.

4.3.1.2.2 Analiza podataka iz NORMAN baze

Hemijska analiza LVVSPE uzoraka obuhvatila je detekciju 2.239 polarnih i semipolarnih
jedinjenja koja spadaju u grupu novosintetisanih zagadujuéih supstanci koje nisu uklju¢ene u
redovan nadzorni monitoring. Na lokalitetu JDS33 detektovano je 44 jedinjenja, na JDS35 49
jedinjenja, dok je na JDS36 detektovano 36. Na lokalitetima na Dunavu detektovana su 42
jedinjenja na lokalitetima JDS37 i JDS40, odnosno 41 na lokalitetu JDS41. Na svim ispitivanim
lokalitetima uoceno je dominantno prisustvo pesticida (herbicidi, fungicidi, insekticidi), njihovih
metaboli¢kih produkata, kao i razli¢itih farmaceutika (lekovi za regulisanje krvnog pritiska,
antidepresivi, antiepileptici, itd.) (Tabela 4.20). Preko 40 % detektovanih jedinjenja na lokalitetima
JDS33, JDS36, JDS40 i JDS41 su iz grupe pesticida, Sto ukazuje na poljoprivrednu aktivnost u
njihovoj blizini. Sa druge strane, farmaceutici, antibiotici i njihovi metabolicki produkti ukazuju na
upliv komunalnih otpadnih voda u povrSinske vode (Daughton i Ternes, 1999). Najveci broj
jedinjenja koji se koriste u industriji ili su produkti industrijskog procesa (ulaze u sastav boja,
lakova, koriste se u procesima obrade metala, plastifikatori, itd.) je detektovano na lokalitetima na
Dunavu, JDS37 i JDS41, sto ukazuje na direktni uticaj industrije na ove lokalitete.

Tabela 4.20. Prikaz zastupljenosti detektovanih jedinjenja prema nameni na ispitivanim
lokalitetima u slivu Dunava.

L okaliteti Pesticidi Industrija Farmaceutici Antibiotici Ostalo

(%) (%) (%) (%) (%)

Tisa JDS33 43,18 18,18 21,27 9,09 2,27

Sava JDS35 33,33 18,45 31,25 10,42 6,25

JDS36 44,44 16,67 27,78 8,33 2,78

JDS37 38,09 19,05 23,81 11,90 7,14

Dunav JDS40 45,23 16,67 26,19 9,52 2,38
JDS41 41,46 19,51 29,27 9,76 0

S obzirom da su LVSPE uzorci koncentrisani 25.000 x, omoguéena je detekcija polarnih i
semipolarnih jedinjenja koji se u vodenoj sredini nalaze u niskim koncentracijama (najéesce ng/l),
te da zbog ogranienja dostupnosti novih analitickih uredaja sa visokom osetljivoséu, ona
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najverovatnije ne bi mogla biti detektovana tokom nadzornog monitoringa u nativnim uzorcima
vode. Dobijeni set podataka o prisustvu ksenobiotika u ng/l i pg/l koncentracijama omogucilo je
kompletniji uvid u izvore, kao i stepen zagadenja lokaliteta. Komparacijom seta podataka hemijskih
parametara dobijenih tokom nacionalnog monitoringa i podataka dobijenih hemijskom analizom
LVSPE uzoraka uoceno je da se, u zavisnosti od veliine seta podataka i raznovrsnosti prac¢enih
hemijskih grupa, mogu prevideti ili, sa druge strane, jasnije identifikovati pritisci zagadenja
razli¢itih hemijskih agenasa na lokalitetima.

Za razliku od nadzornog monitoringa gde se analizira manji broj agrotehnickih proizvoda
(atrazin, simazin, terbutrin, desetilatrazin, propazin, desetilterbutilazin, terbutilazin,
desizoprpilatrazin, acetohlor, metalohlor, metalohlor, izoproturon), analiza LVSPE uzoraka
pokazala je prisustvo velikog broja pesticida na lokalitetima (ukupno 30 razli¢itih pesticida i
njihovih produkata metabolizma), ukazuju¢i na prisustvo velikog broja pesticida na lokalitetima.
Bitna grupa hemijskih agenasa sa stanovista eko/genotoksikologije su farmaceutici posto mogu
nespecifi¢no delovati i na organizme koji nisu ciljni i to u niskim genotoksi¢nim koncentracijama.
Farmaceutici poput azitromicina, karbamazepina, bromazepama i tiagabina, koji nisu obuhvaceni
nacionalnim nadzornim monitoringom, a detektovani su u LVSPE uzorcima, mogu uzrokovati
oksidativni stres, hormonski disbalans i promena u ponaSanju u akvati¢nim organizmima usled
njihovog izlaganja subtoksi¢énim koncentracijama (Berghmans i sar., 2007; Li i sar., 2011; Shiogiri i
sar., 2017; Cunha i sar., 2019). Takode, na lokalitetima su bila prisutna jedinjenja koja se koriste u
razli¢itim granama industrije (perfluorooktan sulfoniska kiselina (PFOS), derivati 1-feniletil i
benzotiazola, itd.) za koje je utvrdeno da mogu, i pri niskim koncentracijama, dovesti do
naruSavanja integriteta DNK molekula razli¢itih grupa organizama (Shi i sar., 2008; Irving i Elfarra;
2012; Sun i sar., 2012).

U okviru JDS4 ekspedicije ispitivane su i koncentracije akumuliranih prioritetnih supstanci
u jedinkama uklija. Prema podacima iz baze NORMAN udruzenja, analize su obuhvatile organske
prioritetne supstance i Hg. Od ispitivanih 50 supstanci, 29 je detektovano u jedinkama na minimum
jednom lokalitetu. Kako bi se utvrdio rizik akumuliranih supstanci na akvaticne organizme, pre
svega ribe, detektovane koncentracije ispitivanih supstanci su uporedene sa propisanim MDK
vrednostima (European Commission, 2011; European Parliament & Council, 2013). Broj
prioritetnih supstanci koje su detektovane u jedinkama uklija je varirao (Slika 4.14). Na lokalitetu
JDS33 detektovane su 23, na lokalitetu JDS35 25, zatim na JDS37 27, a u jedinkama sa lokaliteta
JDS40 i JDS41 po 25 prioritetnih supstanci. Pri tome, koncentracije 16 supstanci u jedinkama sa
JDS33, JDS35, JDS36 i JDS37 i 17 sa lokaliteta JDS40 i JDS41 su prevazilazilazile propisane
MDK vrednosti. Najveéi broj jedinjenja za koje su zabelezene poviSene koncentracije pripadaju
grupi PCB jedinjenja. Dodatno, na svim lokalitetima koncentracija Hg u jedinkama je bila nekoliko
puta veca u odnosu na MDK vrednosti.
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Slika 4.14. Prikaz broja detektovanih prioritetnih supstanci u jedinkama uklija i prikaz broja
jedinjenja Cije su koncentracije iznad ispod MDK.

PCB je grupa jedinjenja koja se intenzivno koristi u industrijskim procesima (komponenta u
masinskim uljima, sastavni deo fluida za grejanje 1 hladenje, plastifikatori u bojama, lakovima,
proizvodnji plastike, itd.) (Godish, 2001; Grossman, 2013; Pivnenko i sar., 2016). Za mnoga od
detektovanih PCB jedinjenja (PCB 28, PCB 52, PCB 105, PCB 118, PCB 138, PCB 153, PCB 180)
pokazano je da imaju bioakumulativnu sposobnost i toksi¢ni efekat (Borga i sar., 2005). Posebno je
zabrinjavajuce to da je veéina detektovanih jedinjenja, pre svega iz grupe PCB-a i Hg, koja su u
vodi na vecini lokaliteta bila u koncentracijama ispod limita detekcije uredaja, u uklijama su bila
prisutna u koncentracijama iznad MDK na svim lokalitetima. Razlike u koncentraciji Hg i ukupnih
PCB-a u vodi (podaci iz SEPA baze podataka za 2018. godinu) i u tkivima uklija nisu iznenadujuce
s obzirom da ovi agensi pokazuju bioakumulativni potencijal. Takode, 1 u drugim studijama su
utvrdene poviSene koncentracije Hg i PCB u tkivima riba u poredenju sa koncentracijama u
vodenom stubu i sedimentu (Willman i sar., 1997; Ward i sar., 2010; Ackerman i Eagles-Smith,
2010; Kidd i sar., 2012). Sa druge strane, hroni¢no izlaganje riba i niskim koncentracijama ovih
agenasa moze dovesti do promena u hormonskom statusu jedinki, narusavanja imunog odgovora i
indukcije oksidativnog stresa (King-Heiden i sar., 2012; Henry, 2015; Cappello i sar., 2016).

Da bi se izvrSila procena ukupnog sadrzaja prioritetnih supstanci u tkivima uklija izracunate
su OPI vrednosti (tabela 4.21). Najvisa vrednost ovog indeksa zabelezena je na lokalitetu JDS37,
dok su najnize OPI vrednosti dobijene za lokalitete JDS33 i JDS41.

Tabela 4.21. Prikaz OPI vrednosti dobijenih na osnovu koncentracija organskih prioritetnih
supstanci detektovanih u jedinkama uklija.

Lokaliteti JDS33 JDS35 JDS36 JDS37 JDS40 JDS41
OPI 0,021 0,031 0,031 0,057 0,034 0,022

Visoka vrednost OPI indeksa za lokalitet JDS37 nije iznenadujuca s obzirom da se nalazi
pod uticajem komunalnih otpadnih voda grada Panceva, meSovitih komunalnih i1 industrijskih
otpadnih voda dela grada Vojlovica, kao i vise razlicitih industrija (petrohemija, azotara, industrija
stakla, itd.).
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4.3.1.2.3 SumTU analiza

U okviru ove studije, SumTU analiza obuhavatila je parametre koji imaju toksi¢ni potencijal
a detektovani su tokom monitoringa 2018. godine (podaci preuzeti iz baze SEPA) i parametre
detektovane u LVSPE uzorcima (podaci preuzeti iz udruzenja NORMAN).

U Prilogu 3 (tabela 2) prikazano je 35 hemijskih parametara sa toksi¢énim potencijalom koji
su detektovani 2018. godine tokom monitoringa (metali, metaloidi, pesticidi i organske zagadujuce
supstance: PAH-ovi, PCB, bisfenol A i para-terc-oktilfenol). Podaci o najnizim PNEC vrednostima
metala i metaloida preuzeti su iz ECHA baze podataka, dok su iz NORMAN baze preuzeti podaci o
PNEC vrednostima organskih jedinjenja. Na osnovu koncentracija svih detektovanih hemijskih
parametara i PNEC vrednosti, najvisa SumTU vrednost dobijena je za lokalitet JDS33 (17,49), a
najniza je zabelezena na lokalitetu JDS37 (4,84) (Tabela 4.22).

Na osnovu podataka iz baze monitoringa, broj detektovanih hemijskih parametara sa
toksi¢nim potencijalom je varirao od 20, na lokalitetu JDS33, do 27 na lokalitetu JDS36. Najvisa
SumTU vrednost dobijena je za lokalitet JIDS33 Sto ukazuje da na toksi¢ni potrencijal nije znacajno
uticao broj detektvanih parametara ve¢ njihove koncentracije, pre svega povisene ili blizu PNEC
vrednosti.

U odnosu na PNEC vrednosti, zabelezene su povisene koncentracije Zn, Cu, Mn i Ni na
lokalitetu JDS33, Zn i Cr na JDS40, zatim koncentracije metoksihlora na JDS35 i JDS40 i
terbutilazina na JDS41. Najniza PNEC vrednost za Zn iznosi 17 pg/l, a na lokalitetima JDS33 i
JDS40 detektovane su viSestruko vece koncentracije (sr. vrednost + SE: 167,5 + 31,48 ug/l; 42,87 +
10,33 pg/l). PNEC vrednost za Cu iznosi 11 pg/l, za Mn 34 pg/l i Ni 6 pg/l, a na lokalitetu JDS33
prose¢ne koncentracije su prevazilazile ove vrednosti (20,22 + 5,80 pg/l, 35,74 + 3,68 ng/l,
odnosno 12,23 + 2,90 pg/l). PNEC vrednost za Cr iznosi 3,4 pg/l, a na lokalitetu JDS40 je prose¢na
koncentracija bila trostruko veca (9,1 + 8,36 ug/l). Na lokalitetima JDS35 i JDS40 koncentracije
metoksihlora (0,0012 + 0,0007/0,0736 + 0,0637 pg/l) su bile iznad PNEC vrednosti (0,00078 pg/l).
PNEC vrednost za terbutilazin iznosi 0,06 pg/l, a na lokalitetu JDS41 prose¢na vrednost je bila
nesto visa (0,0607 + 0,0473 pg/l).

Pored hemijskih parametara Cije su koncentracije prevazilazile PNEC vrednosti, znacajan
doprinos toksicnom potencijalu vode na svim lokalitetima imali su metali 1 metaloidi ¢ije su
koncentracije bile nesto nize u odnosu na odgovarajuce PNEC vrednosti. Za lokalitet JDS33,
poveéanju SumTU vrednosti doprineli su Fe, Cr, Ni, Al, As, dok za JDS35, JDS36, JDS37 i JDS40
Mn, Zn, Cu, Cr, Ni, As, Pb,Cd i Co, zatim za JDS41 Mn, Zn, Cu, Cr, Ni, As, Pb,Cd, Fe i Co. Pored
ovih elemenata, pove¢anju SumTu vrednosti za lokalitete JDS33 i1 JDS40 doprineo je terbutilazin,
za lokalitet JDS35 fluoranten, za JDS36 terbutilazin, metoksihlor, metolahlor, fluoranten i bisfenol
A, za lokalitet JDS37 terbutilazin i fluoranten i za JDS41 metoksihlor.

Da bi mogle da se uporede SumTU vrednosti dobijene u na osnovu podataka monitoringa i
podataka hemijske analize LVSPE uzoraka, izraCunate su SumTU vrednosti na osnovu
koncentracija organskih jedinjenja detektovanih u okviru monitoringa. Prema podacima preuzetim
iz baze SEPA za 2018. godinu, u nativnim uzorcima recne vode sa ispitivanih lokaliteta iz sliva
Dunava detektovano je prisustvo 22 organska jedinjenja (Prilog 3, tabela 2). Uzimajuci u obzir
prosecne koncentracije i PNEC vrednosti detektovanih jedinjenja (preuzete iz baze NORMAN
udruzenja) dobijene su sume toksi¢nih jedinica organskih jedinjenja (SumTU organska jedinjenja).
Najvisa vrednost ovog indeksa je dobijena za lokalitet JDS41 (2,23), dok je najniza vrednost
dobijena za lokalitet JDS33 (1,07) (Tabela 4.22). Kao Sto je prethodno navedeno, prema podacima
SEPA, na lokalitetu JDS41 uocen je dominantan uticaj zagadenja pesticidima u odnosu na ostale
lokalitete, Sto se odrazilo i na vrednost SumTU organskih jedinjenja. Sa druge strane, na lokalitetu
JDS33 izrazeniji je uticaj zagadenja metalima i metaloidima.
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Procena toksi¢nog potencijala LVSPE uzoraka vrSena je i na osnovu toksi¢nih jedinjenja
detektovanih u LVSPE uzorcima. Za 77 jedinjenja koja su detektovana u ovim uzorcima utvrden je
toksi¢ni potencijal. Broj detektovanih toksi¢nih jedinjenja je varirao izmedu lokaliteta. Najveci broj
je detektovan na lokalitetu JDS35 - 48, a najmanje na JDS36 - 36, $to ukazuje da su na povecanje
toksi¢nog potencijala uticale koncentracije, a ne broj detektovanih jedinjenja.

Na svim lokalitetima uofen je znacajan uticaj pesticida na toksi¢ni potencijal vode.
Analizom LVSPE uzoraka pokazano je da su koncentracije razlicitih pesticida (herbicidi, fungicidi,
insekticidi) bili iznad PNEC vrednosti. Koncentracije iznad PNEC pokazane su za insekticide
imidakloprid (lokalitet JDS33), metopren (lokalitet JDS35), metopren i imidakloprid (lokalitet
JDS37), ometoat (lokalitet JDS41) i herbicide atrazin i petoksamid (lokalitet JDS36).

Pored pesticida, na lokalitetima su detektovana i druga jednjenja €ije su koncentracije bile
iznad PNEC vrednosti. Na primer, PFOS je na svim lokalitetima detektovan u koncentracijama
iznad PNEC wvrednosti. Ovo jedinjenje se intenzivno Koristi u raznim granama industrije
(metalurgija, proizvodnja elektri¢nih kablova, tekstilna industrija, itd.) (Zareitalabad i sar., 2013).
Na lokalitetu JDS35 detektovan je antibiotik azitromicin iznad PNEC vrednosti. Ovaj antibiotik se
najcesce koristi za suzbijanje bakterijskih infekcija nosa i grla i leCenja upale pluca.

Uticaj na toksi¢ni potencijal LVSPE uzoraka imala su i jedinjenja koja su detektovana u
koncentracijama neSto nizim od PNEC. U slucaju lokaliteta JDS33 to su bili pesticidi atrazin,
metkosihlor, imidakloprid i farmaceutici zopiklon i karbamazepin. Na poveéanje vrednosti SumTU
za JDS35 uticali su pesticidi imidakloprid, metalohlor, terbutrin, prohloraz i farmaceutici
candestran, karbamazepin, venlafaksin, zopiklon, a za JDS36 znacajan uticaj su imali pesticidi
prohloraz, terbutrin 1 farmaceutici azitromicin, karbamazepin, terbutrin 1 zopiklon. Na povecanje
vrednosti SumTU organskih jedinjenja za lokalitet JDS37 znac¢ajno su uticali pesticidi atrazin,
karbendazim, metopren, metolahlor, farmaceutici azitromicin, karbamazepin, tiagabin, zopiklon, i
metabolic¢ki produkt farmaceutika mirtazapina, 8-hidroksi mirtazapin, za JDS40 pesticidi atrazin,
metolahlor, prohloraz, terbutrin i farmaceutici azitromicin, karbamazepin, zopiklon i za JDS41
pesticidi atrazin, ometoat, prohloraz i farmaceutici azitromicin, karbamazepin, zopiklon doprineli su
povecanju vrednosti SumTU organskih jedinjenja.

Na osnovu detektovanih koncentracija i PNEC vrednosti izracunate su SumTU organskih
jedinjenja LVSPE uzoraka. Za lokalitet JDS37 je dobijena najviSa vrednost ovog indeksa (13,11),
dok je najniza utvrdena za lokalitet JDS33 (4,91) (Tabela 4.22).

Tabela 4.22. Prikaz vrednosti SumTU dobijenih na osnovu koncentracija jedinjenja u nativnim
(SEPA nadzorni monitoring) i LVSPE uzorcima re¢ne vode.

SumTU organska

SumTU SumTU organska

Lokaliteti (SEPA) Je(g'é‘é%a jedinjenja (LVSPE)
Tisa JDS33 17,49 1,07 4,91
Sava IDS35 5,06 221 11,59
JDS36 5,22 2,05 17,79
IDS37 4,84 161 13,11
Dunav IDS40 9,99 1,48 5,28
JDS41 5,20 223 5,58

Veéi broj podataka hemijskih parametara u LVSPE uzorcima omogucilo je dobijanje
SumTU vrednosti koje pruzaju kompletniji uvid u toksi¢ni potencijal ispitivanih lokaliteta. Za
razliku od monitoringa gde nisu praceni npr. pojedini pesticidi (imidakloprid, prohloraza, ometoat,
petoksamid, metopren), na osnovu detektovanih koncentracija u LVSPE uzorcima utvrdeno je da
ova jedinjenja u velikoj meri doprinose povecanju toksicnog potencijala vode. Takode, podaci
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hemijske analize LVSPE uzoraka ukazali su da na toksi¢ni potencijal uticu i farmaceutici, koji nisu
prac¢eni u okviru nacionalnog monitoringa.

Na osnovu podataka dobijenih u okviru nacionalnog monitoringa, za sve hemijske
parametre za koje je utvrden toksi¢ni potencijal, utvrden je i genotoksicni. Sa druge strane, za 30 %
toksi¢nih hemijskih parametara detektovanih u LVSPE uzorcima utvrdeno je da imaju i
genotoksi¢ni potencijal (Kolarevi¢ i sar., 2021). Kao i u sluéaju studije u slivu Velike Morave i
Save, najveci broj detektovanih genotoksi¢nih agenasa moze dovesti do nastanka DNK ostecenja
indukcijom oksidativnog stresa.

4.3.2 Analiza mikrobioloSkih indikatora fekalnog zagadenja

MPN vrednosti E. coli u 100 ml uzorka vode uzorkovane u julu 2019. godine varirale su od
52,1 do 1986 (Tabela 4.23). Ukoliko bi se izvrSila indikacija ekoloskog statusa (,,Sluzbeni glasnik
RS*, broj 74/2011) na osnovu dobijenih MPN vrednosti za E. coli, ve¢ina ispitivanih lokaliteta bi
pripadala klasi | kvaliteta vode (ocena ekoloskog statusa — odli¢an), lokalitet JDS36 klasi Il
kvaliteta ocena ekoloSkog statusa — dobar), odnosno JDS37 Kklasi 11l kvaliteta (ocena ekoloSkog
statusa — umeren) (Tabela 4.23).

Primenom korelacionih analiza ispitivan je odnos koncentracija mikrobioloskih indikatora
fekalnog zagadenja i hemijskih parametara ¢ije prisustvo u vodenoj sredini moze ukazati na uticaj
otpadnih voda. Statisti¢ki znacajna korelacija izmedu MPN E. coli i benzo (b) fluorantena (p =
0,896; p = 0,039), ukupnog olova (p = 0,949; p = 0,013), ukupnog hroma (p = 0,91; p = 0,003) i
amonijum jona (p = 0,969; p = 0,006) utvrdena je Pearson testom.

Tabela 4.23. MPN E. coli i prikaz klasifikacije kvaliteta vode.

Lokaliteti E. coli Klasa
Tisa JDS33 52,1 I
JDS35 n.m. n.m.

Sava

JDS36 517 ]

JDS37 1986 Il
Dunav  JDS40 61,3 |

JDS41 56,3 |

*n.m. — nije mereno

PoviSene MPN vrednosti na lokalitetu JDS37 su ocekivane s obzirom da se ovaj lokalitet
nalazi neposredno nizvodno od Panceva (77.000 stanovnika), ¢ime je potvrden uticaj komunalnih
otpadnih voda ovog grada. Takode, uticaj komunalnih otpadnih voda potvrden je i na lokalitetu
JDS36 koji se nalazi na Savi, na teriotoriji grada Beograda. Analizom mikrobiolodkih rezultata
ekspedicije JDS3 (Kirschner i sar., 2017) sektor Dunava, nizvodno od Novog Sada do 3 km
nizvodno od u$¢a Velike Morave u Dunav, je okarakterisan kao jedan od najzagadenijih, $to je
potvrdeno i u ovoj studiji. Ovi rezultati ukazuju da se dati potez Dunava tokom perioda od Sest
godina, koliki je period izmedu dve JDS ekspedicije, nalazi pod konstantnim uticajem nepreradenih
otpadnih voda. Medutim, treba imati na umu da je u okviru ove studije analiza mikrobioloskih
parametara kvaliteta vode radena je u julu, te je neophodno sprovesti dodatna merenja tokom
razlicitih sezona kako bi se dobio kompletan uvid o uticaju mirobioloskih indikatora fekalnog
zagadenja na kvalitet vode ispitivanih lokaliteta.

Kao 1 u slucaju studije u slivu Save, rezultati korelacione analize izmedu MPN vrednosti E.
coli i hemijskih parametara vode ukazuju da su lokaliteti najverovatnije pod uticajem meSavine
komunalnih i industrijskih otpadnih voda. Da bi se ova pretpostavka potvrdila, neophodno je da se
urade dodatne analize.

92



Rezultati i diskusija

4.3.3 Exsitu/in vitro pristup

4.3.3.1 Citotoksic¢ni i genotoksi¢ni efekat u SOS/umuC testu

U SOS/umuC testu ispitivani LVSPE uzorci (REF 100) nisu pokazali citotoksi¢ni niti
genotoksi¢ni efekat bez (S9-) i sa metabolickom aktivacijom (S9+) (Tabela 4.24). Za sve LVSPE
tretmane stopa rasta je iznosila preko 0,95, dok je citotoksicni efekat zabelezen jedino za pozitivnu
kontrolu AFB1 (20 pg/ml). Takode, vrednosti stope indukcije nisu prevazilazile grani¢nu vrednost
(2) nakon tretmana LVSPE uzorcima, a vrednosti iznad grani¢nih su zabelezene samo za pozitivne
kontrole, AFB1 (20 pg/ml) i 4-NQO (0,5 pg/ml). Citotoksi¢ni i genotoksi¢ni efekat nisu pokazale
ni kontrola rastvaraca (DMSO) i kontrola procesa ekstrakcije (SPEC).

Tabela 4.24. Stopa rasta i stopa indukcije nakon tretmana S. typhimurium TA1535/pSK1002
LVSPE uzorcima (REF 100), kontrolom rastvara¢a (DMSO), kontrolom procesa ekstrakcije
(SPEC) i pozitivnim kontrolama (AFB1 i 4-NQO) (sr. vrednost + SD); crveno ozna¢ene vrednosti
stope rasta/indukcije ukazuju na citotoksic¢ni/genotoksicni efekat.

Uzorci S9- S9+
Stopa rasta Indukcija Stopa rasta Indukcija
JDS33 REF100 0,95+ 0,04 0,96 +0,13 0,94 +0,12 0,93 +0,32
JDS35 REF100 0,95 + 0,04 0,94 +0,12 0,91 +0,20 1,04 +0,28
JDS36 REF100 0,97 £ 0,01 0,90 +0,13 0,90 + 0,06 0,95 £0,40
JDS37 REF100 1+0,05 0,95+0,14 0,91 + 0,02 1,09 +0,50
JDS40 REF100 1,01£0,05 0,83+0,14 1,06 £0,22 1,28+0,16
JDS41 REF100 1+0,01 0,82 +0,13 1,80 £ 0,24 1,40 £ 0,53
Neg. kontrola 0,98 £0,01 1,02+ 0,04 1,2+0,16 0,64 £0,28
DMSO
(0,4 %) 1,00 £ 0,00 1,00 £ 0,00 1,00+ 0,00 1,02 £0,02
SPEC 0,99 + 0,02 1,00 £ 0,04 1,09 £0,05 0,75+ 0,24
4-NQO
(0,5 pg/ml) 1,00 £ 0,05 851+15 / /
20 pg/ml
(AFB1) / / 0,14 + 0,03 20,18 + 3,45

Dobijeni rezultati ukazuju da testirani koncentrisani uzorci (REF 100) nisu indukovali
citotoksi¢ni i genotoksi¢ni efekat na soju S. typhimurium TA1535/pSK1002. Takode, niska
osetljivost ovog testa utvrdena je i pri testiranju koncentrisanih uzoraka komunalnih, otpadnih voda
iz bolnica i uzoraka re¢ne vode u studiji Abbas i sar. (2019) u kojoj je detekovan genotoksi¢ni
potencijal samo za koncentrisani uzorak otpadnih voda iz bolnice (REF 300). Sli¢ni rezultati su
dobijeni u studiji Shao i sar. (2019) u kojoj su testirani LVSPE uzorci (REF 62,5 — 1.000)
uzorkovani sa 22 lokaliteta tokom ekspedicije JDS3. U studiji Shao i sar. (2019) zabelezen je
genotoksi¢ni efekat na soju S. typhimurium TA98 samo jednog uzorka pri REF vrednostima manjim
od 100 (REF 31,25).

4.3.3.2 Citotoksicni i genotoksi¢ni efekat kod ZFL ¢elijske linije

Citotoksi¢ni efekat LVSPE uzoraka opsega REF: 12,5, 25, 50, 75, 100 na ZFL C¢elije
ispitivan je MTS testom. Vijabilnost ZFL c¢elija bila je ispod 70 % nakon tretmana LVSPE
uzorcima JDS36 (REF 75, 100), JDS37 (REF 50, 75, 100), JDS40 (REF 50, 75, 100) i JDS41 (REF
25, 50, 75, 100). Sa druge strane, citotoksi¢an efekat nije zabelezen za LVSPE uzorke JDS33 i
JDS35 (Slika 4.15).
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Slika 4.15. Vijabilnost ZFL ¢elija nakon 72 h tretmana LVSPE uzorcima, negativhom kontrolom
(netretirana grupa ¢elija), kontrolom rastvara¢a (DMSO) i kontrolom ekstrakcije ¢vrste faze (SPEC)
(sr. vrednost £ SD).

Na osnovu dobijenih rezultata najveéi citotoksi¢ni potencijal je dobijen za LVSPE uzorak sa
lokaliteta JDS41 s obzirom da je uzrokovao citotoksi¢ni efekat pri najmanjoj koncentraciji (REF
25) u odnosu na ostale testirane uzorke. Sa druge strane, LVSPE uzorci sa lokaliteta JDS33 i JDS35
nisu uticali na smanjenje vijabilnosti ZFL celija ni pri koncentracijama koje su bile 100 x viSe u
odnosu na nativne uzorke.

Najveci citotoksicni efekat nisu pokazali LVSPE uzorci sa lokaliteta JDS36 1 JDS37, za koje
su dobijene najvise SumTU vrednosti. Jedan od razloga moze biti taj $to su za rac¢unanje SumTU
vrednosti koriS¢ene najnize PNEC vrednosti, koje su najveéi broj jedinjenja dobijene nakon
tretmana model organizama D. magna i S. capricornutum. Rezultati studija Martins i sar. (2012) i
Wang i sar. (2015), u kojima je odredivanje PNEC vrednosti obuhvatilo razli¢ite biljne i zivotinjske
vrste, ukazale su da vrste pokazuju razli¢it nivo osetljivosti na toksi¢ne agense. Na osnovu ovih
studija moze se pretpostaviti i da ZFL celije pokazuju razli¢itu osetljivost u odnosu na model
organizme za koje su utvrdena PNEC vrednosti koje su kori§¢ene za raCunanje SumTU vrednosti.

Analiza uticaja LVSPE uzoraka (razli¢iti REF) na integritet DNK molekula ZFL celija
radena je za one koncentracije za koje je potvrdena vijabilnost iznad 75 % MTS testom. Graficki
prikaz nivoa DNK oste¢enja ZFL ¢elija dat je na slici 4.16. Na osnovu parametra T1 %, najvisi nivo
indukcije DNK ostecenja (sr. vrednost + SE) zabeleZen je nakon tretmana ¢elija ekstraktima JDS40
REF 50 (9,36 = 0,63), JDS33 REF 100 (8,46 + 0,49), i JDS37 REF 13 (8,11 + 0,53), dok je najnizi
stepen DNK ostecenja zabelezen nakon tretmana ekstraktom JDS36 REF 75 (5,28 £ 0,41).

Poredenjem TI % vrednosti, utvrdena je statisticki znacajna razlika u nivou DNK ostecenja
netretiranih ¢elija (negativne kontrole) i ¢elija tretiranih pozitivnom kontrolom (etopozidom) i
LVSPE uzorcima: JDS33 REF 100, JDS35 REF 100, JDS37 REF 13, JDS40 REF 50 i JDS41 REF
13. Sa druge strane. LVSPE uzorak JDS36 REF 75, kontrola rastvaraca (0,4 % DMSOQO) i kontrola
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procesa ekstrakcije (SPEC) nisu indukovali visi nivo DNK osteenja u odnosu na negativnu
kontrolu (Slika 4.16).
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Slika 4.16. Nivo DNK oste¢enja ZFL c¢elija nakon 72 h tretmana netoksi¢nim koncentracijama
LVSPE uzoraka, kontrolom rastvaraca (DMSO), kontrolom procesa ekstrakcije (SPEC), pozitivnim
kontrolama (etopozid i BaP); * statisticki znacajna razlika u odnosu na negativnu kontrolu
(netretirana grupa celija) (korisc¢eni testovi: Kruskal Wallis i Man Whitney sa Dunn-Boniferroni
korekcijom; p < 0,004); istom bojom oznacene su pozitivne i negativne kontrole i uzorci sa iste
reke.

Na osnovu dobijenih rezultata uocava se razliCit stepen genotoksi¢nog potencijala LVSPE
uzoraka. LVSPE uzorci sa lokaliteta JDS37 i JDS41 indukovali su statisticki znac¢ajno poveéanje
nivoa DNK oStec¢enja u odnosu na negativnu kontrolu pri najnizim testitanim REF (REF 13), Sto
ukazuje na visok genotoksi¢ni potencijal ovih uzoraka. Genotoksi¢ni potencijal je utvrden i za
ostale LVSPE uzorke, izuzev sa JDS35. lako je na ovom lokalitetu zabeleZzena najvisa SumTU
vrednost na osnovu hemijske analize LVSPE uzoraka, ovakvi rezultati ukazuju da nisu sva
jedinjenja za koja je utvrden toksicni potencijal pokazuju i genotoksicna, §to je u skladu sa JDS4
izvestajem Kolarevic i sar., (2021) u kome je pokazano da je u ovom LVSPE uzorku detektovan
najmanji broj genotoksi¢nih jedinjenja (11) u odnosu na ostale uzorke koji su ispitivani u nasoj
studiji.

4.3.4 Efekat LVSPE uzoraka na éelijski ciklus ZFL ¢elija

Analizom ¢elijskog ciklusa ZFL ¢celija ispitivano je da li su DNK oste¢enja koja su
detektovana alkalnim komet testom ispravljena, $to bi omogucilo neometan tok ¢elijskog ciklusa, ili
oStec¢enja nisu mogla biti ispravljena reparacionim mehanizmima, zbog ¢ega su ¢elije zaustavljene u
odredenoj fazi celijskog ciklusa. Iz tog razloga, u daljem radu su testirani LVSPE uzorci sa
lokaliteta koji su u alkalnom komet testu pokazali genotoksi¢ni efekat: JDS33 (REF 100), JDS37
(REF 13), JDS40 (REF 50) i JDS41 (REF 13). Zaustavljanje ZFL C¢elija (sr. vrednost = SD) u G;
fazi je uo¢eno nakon 72 h u prisustvu uzorka JDS41 REF 13 (59,6 % =+ 0,7 % celija se nalazilo u G;
fazi ¢elijskog ciklusa, 16,1 % + 9,0 % u S fazi i 25,8 % + 12,3 % u G, fazi) (Slika 4.17). Ostali
ispitivani LVSPE uzorci nisu znac¢ajno uticali na zaustavljanje ¢elijskog ciklusa.

95



Rezultati i diskusija

100 -

G2

%

EGl

Neg. DMSO Etopozid JDS33 JDS37 JIDS40 JDS41
Kontrola REF100 REF13 REFS0 REF13
LVSPE uzorci

Slika 4.17. Uticaj LVSPE uzoraka na ¢elijski ciklus ZFL ¢elija.

Na osnovu dobijenih rezultatata uocava se povecanje broja ¢elija koje su zaustavljene u G;
fazi nakon tretmana pozitivnom kontrolom, etopozidom. Za razliku od mehanizma dejstva
etopozida koji indukuje dvolan¢ane DNK prekide, Sto kao posledicu ima zaustavljanje ¢elijskog
ciklusa u G, fazi (Schonn i sar., 2010), za uzorak JDS41 (REF 13) uocava se drugi mehanizam
dejstva koji dovodi do zaustavljanja ¢elijskog ciklusa u G; fazi, $to je karakteristicno za agense koji
poseduju citotoksi¢ni potencijal (Un, 2007). Prema studijama (Bortolotto i sar., 2017; Abd Razak i
sar., 2019) zaustavljanje ¢elijskog ciklusa u G fazi jedan je od indikatora citotoksi¢nog potencijala
testiranih agensa. Na osnovu toga se moze zakljuciti da DNK oste¢enja ZFL celija nastala nakon
tretmana uzorkom sa lokaliteta JDS41 nisu ispravljena, Sto je uslovilo zaustavljanje celijskog
ciklusa.

Dobijeni rezultati ukazuju da analiza celijskog ciklusa moze imati vaznu ulogu u
ekogenotoksikoloskim studijama s obzirom da ukazuje na fazu ciklusa na koju testirani uzorci
deluju. Dodatno, pra¢enjem ekspresije gena koji su ukljuceni u regulaciju celijskog ciklusa, u
okviru ove analize, mogu se dobiti kompletnije informacije 0 mehanizmu dejstva agenasa na
¢elijski ciklus.

4.3.5 In situ/in vivo pristup

4.3.5.1 Opste fiziolosko stanje uzorkovanih jedinki uklija

Prose¢ne vrednosti duzine, mase i kondicionog indeksa izlovljenih jedinki date su u Prilogu
3, tabeli 3. Najveca prosecna duzina i masa jedinki (sr. vrednost + SE) zabelezena je na lokalitetu
JDS35 (11,13 £ 0,54 cm; 10,20 £ 1,77 g). Najniza prose¢na duzina je zabelezena na lokalitetu
JDS40 (8,78 £ 0,14 cm), a najniza prosecna masa jedinki je zabelezena na lokalitetu JDS41 (4,70 £
0,33 g). Prosec¢ne vrednosti kondicionog indeksa (sr. vrednost + SE) varirale su od 0,54 + 0,02
(lokalitet JDS36) do 0,71 + 0,06 (lokalitet JDS40). Poredenjem vrednosti kondicionog indeksa
utvrdena je statisticki znacajna razlika u vrednostima ovog indeksa izmedu lokaliteta JDS36 1
JDS40.

Tokom letnje sezone oCekivano je da postoji dovoljno hrane za ovu vrstu riba, te je nizak
kondicioni indeks uklija sa lokaliteta JDS36 najverovatnije posledica pritiska zagadenja. Dobijeni
rezultati su u skladu sa studijom Bervoets i Blust (2003) u kojoj je takode dobijen nizi kondicioni
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indeks riba na zagadenim u odnosu na nezagadene lokalitete. Na osnovu SumTU LVSPE uzoraka,
lokalitet JDS36 je pod najvecim pritiskom zagadenja polarnih i semipolarnih jedinjenja, pa se moze
pretpostaviti da je uticaj ovih jedinjenja iz akvati¢ne sredine mogao da se odrazi i na opste
fiziolosko stanje jedinki.

4.3.5.2 Citotoksi¢ni efekat na ¢elijama krvi uklija

Imajuéi u vidu udaljenost lokaliteta i nemoguénost brze obrade uzoraka u laboratoriji, uzorci
krvi su krioprezervirani u teénom azotu na terenu.

Vijabilnost ¢elija krvi uklija odredena je diferencijalnim bojenjem AO/EtBr. Prose¢na
vrednost ispod 70 % je zabeleZena jedino za lokalitet JDS40 (Tabela 4.25). Niska vijabilnost ¢elija
krvi (< 70 %) detektovana je kod jedne jedinke sa lokaliteta JDS33 i JDS41, odnosno po Cetiri
jedinke sa lokaliteta JDS36, JDS37, JDS40, usled Cega su one bile iskljuene iz daljih
genotoksikoloskih analiza. U prethodnim studijama (Kra¢un-Kolarevic i sar., 2016; Kolarevi¢ i sar.,
2016a, Jovanovi¢ i sar., 2018) je utvrdeno da krioprezervacija ne utice na vijabilnost i na povecanje
DNK ostecenja, te se moze pretpostaviti da je niska vijabilnost u navedenim uzorcima posledica
loSeg fizioloSkog stanja jedinki.

Tabela 4.25. Vijabilnost ¢elija krvi jedinki uklija (sr. vrednost + SE).

Lokaliteti  Vijabilnost (%)
Tisa JDS33 80,00 + 2,62
JDS35 87,50 £ 3,55
JDS36 72,20 £ 2,64
JDS37 70,50 £ 2,00
Dunav  JDS40 67,70 + 3,09
JDS41 73,40+ 2,44

Sava

4.3.5.3 Nivo DNK ostecenja éelija krvi jedinki uklija

4.3.5.4 Alkalni komet test

Prikaz DNK oStecenja u ¢elijama krvi uklija dat je na slici 4.18. Na osnovu parametra TI %,
najvisi nivo DNK osteéenja (sr. vrednost £ SE) je zabelezen na lokalitetima JDS41 (14,01 £ 1) i
JDS36 (13,93 + 1,21), a najnizi je utvrden za lokalitet JDS35 (6,79 + 0,79). Statisti¢ki znacajna
razlika je utvrdena poredenjem TI % vrednosti sa lokaliteta JDS33 i svih ostalih, izuzev lokaliteta
JDS37. Takode, znacajna razlika je dobijena izmedu TI % vrednosti sa lokaliteta JDS35 i svih
ostalih lokalteta, kao i izmedu lokaliteta JDS37 1 JDS40.
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Slika 4.18. Nivo DNK ostecenja ¢elija krvi jedinki uklija na osnovu vrednosti parametra TI %;
razli¢ita slova oznacavaju statisti¢ki znacajnu razliku izmedu lokaliteta (kori$c¢eni testovi: Kruskal-
Wallis i Mann Whitney U sa Boniferroni korekcijom; p<0,003); istom bojom oznaceni su lokaliteti

sa iste reke.

S obzirom da je na lokalitetu JDS35 zabelezen visok stepen vijabilnosti i da je detektovan
nizak nivo DNK ostec¢enja u alkalnom i u mikronukleus testu, vrednosti koje su dobijene za ovaj
lokalitet dalje su koris¢ene kao bazalne vrednosti u in situ delu genotoksikoloskog istrazivanja.

Takode, u prethodnoj ekspediciji, JDS3, je utvrden genotoksi¢ni efekat u celijama krvi
uklija (Deutschmann i sar., 2016) i hemocitama Skoljki (Kolarevi¢ i sar., 2016b) u sektoru Dunava
koji protice kroz Srbiju. Ovakvi rezultati ukazuju da i nakon Sest godina, koliko je proslo od
ekspedicije JDS3, i dalje postoji uticaj genotoksi¢nih agenasa na genetiCki materijal akvati¢nih
organizama.

Ucestalost HH (%) u ¢elijama krvi uklija prikazana je u tabeli 4.26. NajviSe vrednosti ovog

parametra dobijene su na lokalitetima JDS36 i JDS41, a najniZza na lokalitetu JDS35, ali dobijene
razlike nisu bile statisticki znacajne.

Tabela 4.26. Ucestalost HH (%) u ¢elijama krvi jedinki uklija (sr. vrednost = SE); koris¢en
test: one-way ANOVA, p < 0,05.

Lokaliteti HH %
Tisa JDS33 1,1+0,31
JDS35 0,6 £0,16
JDS36 1,85 £ 0,55
JDS37 1,0+ 0,44
Dunav JDS40 1,33+£0,33
JDS41 1,56 £ 0,41

Sava
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Kao i u studiji sliva Velike Morave i Save, primenom Pearson korelacione analize nije
utvrdena statisticki znacajna korelacija izmedu vijabilnosti i uéestalosti HH (r = -0,23, p = 0,13).

4.3.5.5 Mikronukleus test

Najvisa ucestalost MN (%o) U celijama krvi uklija je zabeleZzena na lokalitetu JDS37 (sr.
vrednost + SE: 4,67 + 0,49), dok je na lokalitetu JDS35 zabeleZena najniza ucestalost (0,40 £ 0,22)
(Slika 4.19). Podaci o ucestalosti MN na lokalitetu JDS35 nisu pokazali normalnu distribuciju, pa je
neparametrijskim testovima utvrdena statisticki znacajna razlika ucestalosti MN izmedu JDS35 i

JDS37.
ab
b
ab
47 l ab
ab
1 - a i

JDS33 JDS833 JDS836 JDS3T DS540 JDS41
Lokaliteti

(=

MN %o
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Slika 4.19. Ucestalost MN (%o) u ¢elijama krvi jedinki uklija (sr. vrednost = SE); razli¢ita slova
oznacavaju statisticki znacajnu razliku izmedu lokaliteta (koris¢eni testovi: Kruskall Wallis sa
Dunn-Boniferroni korekcijom p < 0,003); istom bojom oznaceni su lokaliteti sa iste reke.

Na osnovu dobijenih rezultata moze se uociti da su na lokalitetu JDS37 klastogeni i/ili
aneugeni agensi indukovali najve¢i broj MN u ¢elijama krvi uklija, Sto nije iznenadujuce imajuci u
vidu da se ovaj lokalitet nalazi nizvodno od Panceva, te da je pod uticajem komunalnih i
industrijskih otpadnih voda ovog grada. Poredenjem rezultata dobijenih u mikronukleus i akalnom
komet testu, uzorci sa lokaliteta JDS35 su imali mali broj MN i nisku vrednost Tl %. Sa druge
strane, za lokalitet JDS37 je dobijen najve¢i broj MN, ali su, u poredenju sa ve¢inom ispitivanih
lokaliteta, T1 % vrednosti su bile nize.

Ucestalost IRR (%o) ¢elijama krvi uklija prikazana je u tabeli 4.27. NajviSa vrednost je
zabelezena na lokalitetu JDS37, a najniza na lokalitetu JDS35. Medutim, na osnovu ucestalosti IRR
nije utvrdena statisti¢ki znacajna razlika izmedu lokaliteta. Pored toga, primenom Pearson testa nije
utvrdena znacajna korelacija izmedu vijabilnosti ¢elija krvi i u€estalost IRR (r = - 0,26, p = 0,08).
Sli¢ni rezultati su dobijeni i u studiji sliva Velike Morave i Save.
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Tabela 4.27. Ucestalost IRR (%o) u ¢elijama krvi uklija (sr. vrednost + SE); koriSceni test: one-way
ANOVA,; p <0,05.

Lokaliteti IRR %o
Tisa JDS33 9,11 +1,95
JDS35 3,70+£1,71
Sava

JDS36 14,50 + 2,57

JDS37 17,67 +5,53

Dunav JDS40 14,83 + 4,83
JDS41 7,89 + 0,67

Pearson analizom nije utvrdena korelacija za parametre MN (%o) 1 T1 % (r = 0,16, p = 0,30),
Sto je u skladu sa rezultatima koji su dobijeni u studiji u slivu Velike Morave i Save, ali i u drugim
studijama u kojima su odabrana ova dva parametra za procenu genotoksi¢nog potencijala akvati¢nih
ekosistema (De Andrade i sar., 2004; Deguchi i sar., 2007; Kracun-Kolarevié i sar., 2016).

4.3.5.6 RAPD analiza

Prema vrednostima odnosa apsorbanci na 260 nm i 280 nm (1,78 — 2,01), svi analizirani
uzorci su pokazali visok stepen Cistoce (Prilog 3, tabela 4).

Ukupan broj umnoZenih fragmenata je varirao u zavisnosti od prajmera. Prajmer | umnoZzio
je ukupno 99 fragmenata, prajmer 11 108, prajmer I11 175, prajmer 1V 130, prajmer V 232 i prajmer
VI 365 fragmenata (Prilog 3, slika 1).

Prose¢ne S vrednosti za sve prajmere, dobijene na osnovu medusobnog poredenja jedinki sa
svih lokaliteta, koriS¢ene su za konstrukciju filogenetskog stabla primenom UPGMA metode (Slika
4.20). Na osnovu analize filogenetskog stabla ne moze se uociti znacajno grupisanje jedinki sa istog
lokaliteta, osim za jedinke sa lokaliteta JDS35 (jedinke 7, 8, 9) i JDS40 (jedinke 1, 2, 3, 4, 5).
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Slika 4.20. Filogenetsko stablo konstruisano primenom UPGMA metode na osnovu prosecne S

vrednosti izmedu jedinki; uokvirene jedinke predstavljaju jedinke sa istog lokaliteta koje su
pokazale grupisanje na osnovu prosecne S vrednosti.

Vrednosti S indeksa za sve prajmere dobijenih na osnovu poredenja jedinki sa istog
lokaliteta prikazane su u tabeli 4.28. Na osnovu prosecnih vrednosti za sve prajmere (S indeks)
najveci stepen geneti¢ke sli¢nosti su pokazale jedinke sa lokaliteta JDS35 (0,80 £ 0,03) i JDS36
(0,81 £ 0,03), a najniZi jedinke sa lokaliteta JDS37 (0,66 + 0,04) i JDS41 (0,66 + 0,07).
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Tabela 4.28. Sli¢nost jedinki sa istog lokaliteta dobijena na osnovu S vrednosti Sest prajmera.

S indeks unutar lokaliteta (S)

Prajmer/Lokalitet ~ JDS33 JDS35 JDS36 JDS37 JDS40 JDS41
I 0,77 0,83 0,83 0,82 0,87 0,94
1 0,61 0,75 0,90 0,64 0,61 0,63
i 0,60 0,80 0,78 0,59 0,69 0,44
v 0,70 0,73 0,75 0,76 0,65 0,75
Vv 0,66 0,77 0,71 0,54 0,70 0,59
VI 0,90 0,93 0,86 0,62 0,84 0,60

Sr. vrednost+ SE 0,71+0,05 0,80+0,03 0,81+0,03 0,66+0,04 0,72+0,04 0,66+0,07

Vrednosti Sjj indeksa svih prajmera dobijene su na osnovu poredenja jedinki sa razli¢itih
lokaliteta (Tabela 4.29). Najveéi stepen sli¢nosti je dobijen za lokalitete JDS35 i JDS36 (0,95 +
0,01), a najnizi za lokalitete JDS35 i JDS40 (0,84 + 0,04).

Tabela 4.29. Sli¢nost populacija (S;j indeks) dobijena na osnovu S;; vrednosti za Sest prajmera.

S indeks izmedu lokaliteta (Sj)
Lokalitet/ Prajmer | I 1 IV % VI Sr'+"geé’”03t

JDS33/JDS35 0,94 0,97 092 0,93 0,94 096 0,94+0,01
JDS33/JDS36 0,95 0,96 0,96 0,93 0,93 094 094+0,01
JDS33/JDS37 0,91 0,97 0,84 0,96 0,77 092 0,90%0,03
JDS33/JDS40 1,40 0,90 092 0,84 0,96 091 094+0,1
JDS33/JDS41 0,85 0,94 0,89 0,96 0,66 0,96 0,88+0,03
JDS35/ JDS36 0,98 0,93 0,94 0,96 0,95 095 095+0,01
JDS35/ JDS37 0,89 0,92 0,78 0,95 0,80 0,90 0,87+0,03
JDS35/ JDS40 0,90 0,88 0,89 0,83 0,66 0,87 0,84+0,04
JDS35/JDS41 0,81 0,91 0,82 0,90 0,73 1,42 093+0,1
JDS36/ JDS37 0,89 0,93 082 0,91 0,82 0,92 0,89+0,02
JDS36/ JDS40 0,89 0,78 094 0,88 0,75 091 0,86+0,03
JDS36/JDS41 0,81 0,88 0,86 0,95 0,79 0,97 0,88 +0,03
JDS37/JDS40 0,98 0,89 0,86 0,79 0,85 0,89 0,88+0,02
JDS37/JDS41 0,97 0,95 0,92 0,96 0,83 0,93 0,93+0,02
JDS40/ JDS41 0,98 0,88 091 0,80 0,70 093 0,87+0,04

Odnos izmedu lokaliteta je analiziran na osnovu D' vrednosti, dobijen na osnovu prosecnih
S'j (sliénost izmedu jedinki razli¢itih lokaliteta) za sve prajmere i proseéne S vrednosti unutar
lokaliteta. Dobijene D' vrednosti iskori§¢ene su za konstrukciju filogenetskog stabla primenom
UPGMA metode (Slika 4.21). Na filogenetskom stablu uocava se grupisanje lokaliteta sa Tise
(JDS33) i Save (JDS35 i JDS36) na jednoj kladi, dok se na drugoj kladi grupiSu dva lokaliteta sa
Dunava (JDS37 i JDS41). Takode, uocava se izdvajanje lokaliteta JDS40 u odnosu na ostale.
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Slika 4.21. Filogenetsko stablo konstruisano primenom UPGMA metode na osnovu D' vrednosti
svih prajmera.

Na osnovu D' vrednosti moze se uoditi izdvajanje lokaliteta sa pritoka (Savi i Tisi) u odnosu
na lokalitete sa Dunava. Takode, uocen je najveéi stepen sli¢nosti izmedu lokaliteta sa Save (JDS35
i JDS36). Sa druge strane, lokalitet JDS40 izdvaja se u odnosu na ostala dve na Dunavu (JDS37 i
JDS41), a da bi se utvrdilo koji su faktori uzrokovali izdvajanje ovog lokaliteta potrebno je
sprovesti dodatne analize.

Na osnovu rezultata RAPD analize u ovoj studiji uocava se da su na slicnost, odnosno
razlike izmedu jedinki sa razlicitih lokaliteta, pred genotoksi¢nih agenasa, uticali i drugi faktori.
Ukoliko se analiziraju Tl % vrednosti iz studije slivova Save i Dunava, uocava se da su u slivu
Dunava zabelezene nize Tl % u odnosu na sliv Save, Sto moze biti pokazatel] manjeg
genotoksi¢nog potencijala na datim lokalitetima.

4.35.7 IBR analiza

Prikaz IBR dijagrama i IBR vrednosti dat je na slici 4.22. Kao Sto se sa slike moze uociti, na
povecanje povrsine dijagrama uticali su razliiti odgovori biomarkera. Za lokalitet JDS33 najveci
uticaj su imali vijabilnost i ucestalost MN. Za lokalitet JDS35 parametar OPI je uticao na blago
povecanje povrSine dijagrama, dok su za lokalitet JDS36 svi parametri imali uticaj. Na povecanje
povrsine dijagrama za lokalitet JDS37 najveci uticaj su imali vijabilnost, ucestalost MN i OPI, a za
lokalitete JDS40 i JDS41 imali su parametri vijabilnost, Tl % i OPI.

Na osnovu povrsina dijagrama, najvise IBR vrednosti su zabelezene za lokalitet JDS36
(13,63), dok je najniza vrednost zabeleZena za lokalitet JDS35 (0,27).

Pearson korelacionom analizom nije utvrdena statisticki znacajna korelacija izmedu
vrednosti povrsSina dijagrama dobijenih za hemijske parametre (Slika 4.13) i biomarkere (Slika
4.22) (r = -0,79; p = 0,06). Takode, statisticki znacajna korelacija nije utvrdena ni izmedu IBR i
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SumTU vrednosti dobijenih na osnovu podataka monitoringa (SEPA), odnosno analize LVSPE
uzoraka (r =-0,45; p =0,36; r=0,68; p = 0,14).

JDS33 JDS35 TDS36
] CI CI
35 % 35 35
3 3 3
25 25 25
2 2 2
15 x5 i 5 oy i
OPI 1 Vijabilnost % OPI 1 Vijabilnost % OPI { Vijabilnost %
05 05 05
P " “
MN %o TI% MN %o L% MN %o 1%
JDS37 JDS40 JDS41
3 CI CI
3is - 35 35
3 3 3
25 25 25
: 5 : Vijabilnost ©
i % 1 2 x5
OPI 15 Vijabilnost % OPI X i Vijabilnost % OPI : ijabilnost %
MN %o TI % MN %o TI % MN %o TI %

JDS33 |JDS35 |TDS36 |JTDS37 |JDS40 | IDS 41
1,21 | 0,27 | 13,63 | 8,12 | 5,16 | 5,29

Slika 4.22. IBR vrednosti odabranih biomarkera: kondicionog indeksa, vijabilnosti ¢elija krvi, TI %
komet testa, ucestalosti MN 1 OPI indeks.

Ukoliko se IBR indeks posmatra kao generalni odgovor biomarkera na pritisak zagadenja
sredine (Samanta i sar., 2018), onda moZemo pretpostaviti da su lokaliteti JDS36 i JDS37 pod
najve¢im pritiskom zagadenja. Odgovor biomarkera na lokalitetima JDS36 i JDS37 u skladu su sa
dobijenim SumTU vrednostima na osnovu podataka LVVSPE analize, Sto ukazuje na to da su polarna
i semipolarna jedinjenja koja su detektovana u LVSPE uzorcima mogla u velikoj meri da uti¢u na
indukciju odgovora biomarkera u uklijama sa ovih lokaliteta. Sa druge strane, na lokalitetu JDS35
zabelezen je najnizi odgovor biomarkera u odnosu na ostale lokalitete, Cime je opravdan odabir
ovog lokaliteta kao referentnog u genotoksikoloskom delu istrazivanja. Medutim, za ovaj lokalitet
utvrdena je relativno visoka vrednost SumTU LVSPE uzorka, $to ukazuje da uprkos tome Sto je
zabeleZen relativno visok stepen zagadenja, to ne mora nuzno da znac¢i da ¢e agensi iz sredine
indukovati i visok stepen odgovora biomarkera.

Odsustvo korelacije izmedu SumTU vrednosti, dobijene na osnovu podataka hemijskih
parametara merenih tokom monitoringa i u LVSPE uzorcima, i IBR vrednosti ukazuje da se na
osnovu in silico analize ne mogu u potpunosti predvideti odgovori biomarkera. Kao $to je navedeno
u studiji sliva Velike Morave, veliCina seta podataka hemijskih parametara i koris¢enje
odgovaraju¢ih PNEC vrednosti moZe znafajno uticati na predikciju toksi¢nog/genotoksi¢nog
potencijala. Razlika izmedu ,,pretpostavljenog®™ toksi¢nog potencijala na osnovu in silico analize i
detektovanih odgovora biomarkera su dobijeni u i studiji Tousova i sar. (2017) u kojoj su testirani
LVSPE uzorci re¢ne vode sa 18 lokaliteta primenom biotestova u kojima su praceni razliciti
biomarkeri (toksi¢nost na algama, embrionima zebrica, neurotoksi¢nost, uticaj endokrinih
disruptora, itd.). Takode, u studiji Neale i sar. (2015) na osnovu in silico analize detektovanih
jedinjenja u LVSPE uzorcima sa Dunava mogao je da se objasni samo jedan deo efekata koji su
detektovani u toksikoloskim biotestovima.
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Uzimajuci u obzir rezultate svih analiza iz ove studije, uocava se da ispitivani lokaliteti sliva
Dunava pokazuju razli¢it stepen genotoksi¢nog potencijala. Istrazivanje je sprovedeno u okviru
JDS4 ekspedicije, pa je pored podataka hemijskih analiza dobijenih u okviru nacionalnog
monitroringa, bio dostupan i kompleksan set podataka hemijske analize LVSPE uzoraka u kojima
su pracena polarna i semipolarna jedinjenja koja nisu deo nacionalnog monitoringa. Na osnovu
ovog seta podataka dobijen je kompletniji uvid u stepen i izvore zagadenja lokaliteta. Prema
hemijskim parametrima koji su detektovani tokom monitoringa i u LVSPE uzorcima, ispitivani
lokaliteti su pod uticajem zagadenja poreklom iz komunalnih i industrijskih voda, kao 1 zagadenja
koje je posledica poljoprivredne aktivnosti.

Na osnovu in silico analize nije bilo moguée u potpunosti izvrsiti predikciju odgovora
biomarkera. Medutim, ovaj tip analize ima vaznu ulogu u identifikaciji genotoksi¢nih agenasa koji
su detektovani u hemijskim analizama, zbog ¢ega je vazno imati pristup bazama koje sadrze obiman
set podataka hemijskih parametara. Rezultati in vitro istrazivanja su pokazali da je ZFL celijska
linija osetljiv model sistem za detekciju toksi¢nog i genotoksi¢nog potencijala koncentrisanih
uzoraka recne vode i da analiza celijskog ciklusa mozZe ukazati na mehanizam dejstva smeSa
genotoksi¢nih agenasa koje su prisutni u vodenoj sredini. In vivo testovi na ¢elijama krvi uklija
pokazali su razli¢itu osetljivost u detekciji genotoksi¢nog potencijala, zbog ¢ega je i u ovoj studiji
potvrden znacaj primene integrisanog pristupa, odnosno primena IBR metode.

4.4 Formulisanje smernica za primenu in vitro i in vivo testova u
ekogenotoksikologiji u istraZivanjima na velikim ravni¢arskim rekama

Zagadenje velikih ravniCarskih reka predstavlja kompleksan problem i zahteva
interdisciplinarni pristup kako bi se izvrSila procena uticaja zagadujué¢ih agenasa na akvati¢ne
organizme i akvaticne ekosisteme. Zbog dilucionog kapaciteta velikih ravnicarskih reka moze se
desiti da se hemijskim analizama 1 praenjem promena na nivou jedinki i zajednica previdi stvarni
uticaj zagadenja na organizme. Jedan od nacina da se ti problemi prevazidu je uvodenje efektima
uslovljenog monitoringa i EBM u programe monitoringa.

U studijama koje su predstavljene u ovoj doktorskoj disertaciji primenjeni su in silico, in
situ/in vivo i ex situ/in vitro pristupi u proceni genotoksi¢nog potencijala nativnih i koncentrisanih
uzoraka re¢ne vode koji su uzorkovani sa razli¢itih lokaliteta. Sematski prikaz uradenih analiza u
okviru disertacije dat je na slici 4.23.
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Slika 4.13. Pristupi i analize kori$¢ene u disertaciji.

Na osnovu rezultata studija koje su predstavljene u disertaciji, ali i prethodnih studija, moze
se uociti da odabrane analize imaju prednosti i nedostatke, kao i da biotestovi nisu pokazali isti nivo
osetljivosti u detekciji genotoksi¢nog potencijala.

Dobijeni rezultati pokazali su da detekcija i kvantifikacija mikrobioloskih indikatora
fekalnog zagadenja moze ukazati na naruSavanje kvaliteta vode, zbog ¢ega ima vaznu ulogu u
proceni ekoloskog statusa/potencijala povrinskih voda. Primenom Colilert metode moze se na
jednostavan nacin izvrsiti kvantifikacija ukupnih koliforma i E. coli u nativnim uzorcima vode.
Pored toga, ovi podaci mogu ukazati na uticaj komunalnih otpadnih voda, kao i meSavine
komunalnih i industrijskih otpadnih voda na naruSavanje kvaliteta vode ispitivanih lokaliteta.

Hemijske analize vode sa ispitivanih lokaliteta predstavljaju vazan segment
ekogenotoksikoloSkog istrazivanja jer podaci o detektovanim agensima u vodi mogu ukazati, pre
svega, na izvore zagadenja lokaliteta, ali i potencijalne uzrocnike promena u genetickom materijalu.
U okviru nacionalnog monitoringa prati se ograni¢en broj hemijskih parametara koji mogu pruZiti
samo delimi¢nu sliku stepena zagadenja povrSinskih voda. Takode, uocava se razlika u obimu
hemijskih analiza u zavisnosti od mernih stanica, $to dovodi do nebalansiranih SumTU vrednosti,
zbog ¢ega u pojedinim slucajevima nije moguce izvrsiti komparaciju izmedu razlicitih lokaliteta. Sa
druge strane, uvodenje hemijske analize koncentrisanih, LVSPE uzoraka re¢ne vode, kao i primena
osetljivih analitickih uredaja pruzila je informacije o polutantima koji su u vodenoj sredini prisutni
u niskim koncentracijama (ng/l, ug/1). Pove¢anjem obima seta podataka 0 agenisma koji su prisutni
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u vodi obzbedena je pouzdanija predikcija citotoksi¢nog/genotoksi¢nog potencijala ispitivanih
uzoraka vode u in silico analizi. Na osnovu rezultata utvrdeno je da, pored veli¢ine seta podataka o
detektovanim hemijskim parametrima, vazan deo in silico analize je i odabir odgovaraju¢ih
wreferentnih® vrednosti, odnosno koncentracija pri kojima agensi ne uzrokuju efekte u organizmima
(PNEC, NOEC vrednosti).

U zavisnosti od analiza koje se koriste u istrazivanju, vazno je na adekvatan nac¢in Cuvati
uzorke i tkiva. Kada su u pitanju uzorci krvi, ukoliko nije moguce dostaviti uzorke u laboratoriju i
uraditi analize istog dana, neophodno je nakon uzorkovanja krv krioprezervirati u teénom azotu na
terenu. Sa druge strane, u slucaju da se uzorci mogu analizirati istog dana kada su uzorkovani, oni
se mogu transportovati do laboratorije na + 4°C i po dolasku odmah procesuirati. Tkiva takode
moraju biti ¢uvana na adekvatan nacin u zavisnosti od planiranih analiza. Na primer, za analize
metala, metaloida i organskih zagadujucih supstanci, tkiva i/ili Citave jedinke treba ¢uvati na + 4 °C
u plasti¢noj ambalazi do dolaska u laboratoriju, a potom na — 20 °C do analiza.

Za razliku od in silico analize na osnovu koje se moze izvrSiti predikcija efekata u bioloskim
sistemima, korisceni biotestovi su pruzili informaciju o indukovanim, odnosno izmerenim efektima
u biolodkim sistemima. Pri tome, primena baterije biotestova omogucila je detekciju oSte¢enja na
nivou DNK molekula i hromozoma. U okviru studije, ispitivanja su vrSena u ex situ i in situ
uslovima.

Bez obzira da li se istrazivanja sprovode u ex situ ili in situ uslovima, pre izvodenja
genotoksikoloskih testova, neophodno je ispitati da li postoji citotoksicni efakat. Ispitivanje
citotoksi¢nog potencijala se pokazao kao veoma znacajan korak prilikom testiranja LVSPE uzoraka
na ZFL ¢elijskoj liniji, jer su na taj nacin za detekciju genotoksi¢nog potencijala koris¢eni uzorci
bez toksi¢nog efekta. Takode, podaci o vijabilnosti ¢elija krvi uklija su bili znacajni i u studijama
sliva Save 1 Dunava, jer je za pojedine jedinke utvrdena vijabilnost ¢elija krvi ispod 70 %. Samim
tim, utvrdivanje broja vijabilnih ¢elija omogucilo je isklju¢ivanje iz genotoksikoloskih analiza onih
uzoraka za koje je utvrden citotoksi¢ni efekat.

Ex situ istrazivanje omogucilo je primenu eksperimentalnih model sistema, u kontrolisanim
uslovima, u ve¢em broju ponavljanja. U okviru ex situ istraZzivanja, na osnovu rezultata SOS/umuC
testa, utvrdeno su da ova metoda nije pokazala osetljivost u detekciji citotoksi¢nog i genotoksi¢nog
efekta ispitivanih nativnih 1 koncentrisanih uzoraka vode i na osnovu toga se moze zakljuciti da
ovaj test ne mora biti deo osnovne baterije biotestova u buduéim istrazivanjima. Takode,
citotoksi¢ni i genotoksic¢ni efekat nije detektovan ni u testiranju nativnih uzoraka vode na HepG2
¢elijskoj liniji. Sa druge strane, visok stepen osetljivosti pokazala je ZFL ¢elijska linija u ispitivanju
citotoksi¢nog i genotoksi¢nog efekta LVSPE uzoraka, te se moZe zakljuciti da su koncentrisani
uzorci vode pogodni za testiranje na ¢elijskim linijama. Takode, rezultati ispitivanja uticaja LVSPE
uzoraka na celijski ciklus ZFL C¢elija pokazali su da ovaj test moze pruziti informacije o
mehanizmima dejstva smeSa hemijskih agenasa koji se nalaze u vodenoj sredini.

U okviru pasivnog monitoringa, u in situ delu istraZivanja, pokazano je da uklija moze biti
pouzdan bioindikator i da se moze koristiti u ispitivanju citotoksi¢nog i genotoksi¢nog potencijala
kako udaljenih, tako i prostorno bliskih lokaliteta. Primenom baterije ekogenotoksikoloskih testova
utvrdena je razliCita osetljivost odabranih biotestova. Prema dobijenim rezultatima, najvisi nivo
osetljivosti u diskriminaciji lokaliteta pokazao je alkalni komet test. lako Fpg modifikovani komet
test moZze ukazati na doprinos oksidativnog stresa na indukciju DNK oSte¢enja, na osnovu dobijenih
rezultata moze se zakljuciti da ovaj test nije informativniji u odnosu na klasi¢ni alkalni komet test,
zbog Cega ovaj test ne mora biti deo osnovne baterije biotestova u ekogenotoksikoloskim
istrazivanjima. Mikronukleus test moze biti odgovaraju¢a metoda za detekciju osteéenja na nivou
hromozoma. Medutim, imaju¢i u vidu da je pojava mikronukleusa u c¢elijskim linijama ili u
organizmima relativno redak dogadaj u slucaju izlaganja nativnim uzorcima vode, vec¢i nivo
diskriminacije izmedu lokaliteta moze se posti¢i povec¢anjem broja analiziranih ¢elija. Jedan od
nac¢ina za to je primena proto¢ne citometrije pomocu koje se moze analizirati preko 10.000
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dogadaja i izbe¢i potencijalna greska istrazivaca prilikom detekcije MN. Dobijeni rezultati ukazuju
da RAPD analiza mozZe biti korisna metoda u diskriminaciji lokaliteta koji su pod velikim pritiskom
zagadenja u odnosu na manje zagadene lokalitete. Medutim, svakako je neophodno sprovesti
dodatne studije i uvodenje novih prajmera kako bi se utvrdilo koliko je ova metoda odgovarajuca u
analizi genotoksi¢nog potencijala u in situ uslovima. Sa druge strane, na osnovu dostupne literature,
ova metoda moze biti korisna u ex situ uslovima u proceni genotoksi¢nog efekta nakon tretmana
¢elijskih linija nativnim i/ili koncentrisanim uzorcima u odnosu na kontrolnu grupu.

U skladu sa rezultatima studija u slivu Velike Morave, Save i Dunava mogu se definisati
slede¢e smernice za buduca ekogenotoksikoloska istrazivanja na velikim ravnic¢arskim rekama:

1. Istrazivanje moze ukljuciti analizu mikrobiolos$kih indikatora fekalnog zagadenja, jer
ovi podaci mogu ukazati na uticaj otpadnih voda (komunalnih, ali i meSavine
komunalnih i industrijskih otpadnih voda).

2. Istrazivanja treba da ukljuée opsezne hemijske analize nativnih i koncentrisanih
uzoraka vode, pre svega uzoraka sa lokaliteta za koje je detektovan odgovor biomarkera
u  biotestovima.  Primena in  silico  analize  omoguéava  predikciju
toksi¢nog/genotoksi¢nog potencijala nativnih i koncentrisanih uzoraka vode, ali treba
posebnu paznju obratiti na odabir ,,referentnih vrednosti* (PNEC, NOEC).

3. Baterija biotestova treba da obuhvati razliite testove u ex situ i in situ uslovima u
kojima se mogu pratiti razliciti biomarkeri.

4. U okviru ex situ pristupa, na celijskim linijjama moZze se testirati
citotoksi¢ni/genotoksi¢ni potencijal koncentrisanih uzoraka re¢ne vode. Izbor celijskih
linija zavisi, pre svega, od ciljeva istrazivanja. Ukoliko je u pitanju ekoloSka studija,
istrazivanje bi trebalo da obuhvati, pored zivotinjske (relevantne), takode i humane
¢elijske linije. Sa druge strane, studije za procenu rizika po zdravlje ljudi trebalo bi da
obuhvate testiranje na humanim ¢elijskim linijama.

5. U okviru in situ istrazivanja neophodna je karakterizacija lokaliteta, Sto zahteva
iskustvo istrazivaca koje mu moze pomo¢i da na osnovu glavnih osobina lokaliteta
pretpostavi potencijalne izvore zagadenja (u zavisnosti od toga da li se u blizini nalazi
naselje, industrijska postrojenja, poljoprivredne povrsine, da li se u blizini nalazi usce
pritoke koja bi mogla da doprinese zagadenju, itd.). U slucaju ispitivanja veceg broja
lokaliteta, istrazivanje je potrebno sprovesti u §to kra¢em vremenskom periodu kako bi
se smanjila varijabilnost sredinskih faktora poput promena temperature, vodostaja, itd.
koji mogu uticati na rezultate studije. Pored toga, prilikom odabira lokaliteta treba imati
na umu i logisticke zahteve: medusobna udaljenost lokaliteta, da 1i postoji prilaz
lokalitetu, itd. lako je u distertaciji in situ istrazivanje obuhvatilo pasivni_monitoring,
ekogenotoksikoloSka istrazivanja bi trebalo da ukljuce i/ili aktivni monitoring. U oba
tipa monitoringa neophodno je odabrati odgovaraju¢i bioindikator ili grupu
bioindikatora. Ukoliko je u pasivhom monitoringu odabrana odredena vrsta riba kao
bionidikatorska, vazno je poznavati kvalitativnho i Kkvanititativno stanje ribljeg fonda
kako se izlovljavanjem ne bi naruSila struktura populacije, ali isto tako i omogucilo
izlovljavanje dovoljnog broja jedinki za istrazivanje. Takode, ovakav tip istrazivanja
zahteva odredeno iskustvo u prepoznavanju uzrasnih kategorija jedinki, jer je zbog
komparacije rezultata izmedu lokaliteta vazno da izlovljene jedinke na lokalitetima budu
sli¢éne uzrasne kategorije. U sluCaju aktivnog monitoringa, na lokalitetima se mogu
izlagati laboratorijske Zivotinje ili organizmi iz Zivotne sredine koji su uzorkovani sa
referentnih lokaliteta ili su prosli proces aklimacije u kontrolisanim uslovima. Prilikom
izlaganja treba imati u vidu da odreden broj jedinki moZe uginuti, zbog Cega je
neophodno uzeti u obzir i ,,rezervne®, odnosno potrebno je izlagati viSe od pet jedinki po
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lokalitetu, zbog dalje statistiCke obrade podataka. Takode, treba odabrati odgovaraju¢u
veli¢inu kaveza u zavisnosti od izlozene vrste tako da se smanji stres na najmanji
moguci nivo. Na osnovu iskustva istazivaca ili na osnovu drugih studija potrebno je
odrediti optimalno vreme izlaganja kako bi se u jedinkama ispoljio odgovor biomarkera
na uslove sredine.

6. Bez obzira na to da li se istraZzivanje sprovodi u in situ ili ex situ uslovima, procena
genotoksi¢nog efekta trebalo bi da obuhvati vise analiza. Pre svega, neophodno je
izvrSiti procenu citotoksiénog potencijala diferencijalnim bojenjem ili MTS/MTT
testom, u zavisnosti od tipa ¢elija koje se analiziraju. Zatim, baterija testova trebalo bi da
ukljuci alkalni komet i mikronukleus test u in vitro i u in vivo istrazivanjima. Pri tome,
detekcija mikronukleusa se moze vrSiti primenom proto¢ne citometrije koja omogucéava
analizu velikog broja dogadaja. Analiza uticaja agenasa na celijski ciklus moze pruziti
informacije o mehanizmu dejstva agenasa. 1z tog razloga, ova metoda moze biti
znacajna u analizi citotoksi¢nog i/ili genotoksi¢nog efekta nativnih 1 koncentrisanih
uzoraka u ex situ uslovima.

Pored pristupa 1 analiza koji su koriS¢eni u okviru disertacije, rezultati drugih studija su
pokazale da i druge analize mogu pruziti informacije o toksi¢nim i genotoksi¢nim efektima agenasa
prisutnih u vodi na akvati¢ne organizme. Iz tog razloga, da bi se dobila kompletnija slika uticaja
zagadenja, buduca istrazivanja bi trebalo da ukljuce i:

1. Koris¢enje grupa bioindikatora koji pripadaju razli¢itim trofickim nivoima.
2. KoriSc¢enje vise tipova ¢elijskih linija (zivotinjskih i humanih).
3. Uvodenje ex situ/in vivo istrazivanja koje podrazumeva kori$éenje npr. embriona zebrica

ili drugih organizama u kontrolisanim laboratorijskim uslovima.

4. Primena razli¢itih analiza u kojima se prate biomarkeri efekta kao $to su ekspresija gena
koji su ukljuceni u regulisanje oksidativnog stresa, u procesima detoksifikacije metala i
metaloida, koji mogu ukazati na efekte dejstva endokrinih disruptora, zatim
histopatoloSke analize, imunohistohemija, analiza organskih polutanata, metala i
metaloida u tkivima oglednih Zivotinja.
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5 ZAKLJUCCI

U skladu sa definisanim ciljevima i rezultatima dobijenim ovoj doktorskoj disertaciji koja je

obuhvatila studiju na velikim ravnic¢arskim rekama izvedeni su sledeci zakljuéci i smernice:

Sliv Velike Morave

>

>

Na osnovu prose¢nih godi$njih vrednosti fizicko-hemijskih i hemijskih parametara, svi
lokaliteti pripadali su Ill klasi kvaliteta povrSinskih voda. Prema merenjima osnovnih
fizi¢ko-hemijskih parametara izmerenih tokom avgusta i septembra, kvalitet vode na
lokalitetima varirao je od I do 111 klase.

Na osnovu in silico analize utvrdeno je da su hemijski agensi poreklom iz komunalnih i
industrijskih otpadnih voda imali najve¢i uticaj na naruSavanje kvaliteta vode na
lokalitetima.

Najvisa SumTU vrednost dobijena je za lokalitet JM3, Sto ukazuje na njegov najveci
toksicni potencijal.

U okviru ex situ pristupa, u SOS/umuC testu nije detektovan citotoksi¢ni niti genotoksi¢ni
efekat nativnih uzoraka vode.

Citotoksicni i genotoksicni efekat ispitivanih nativnih uzoraka vode nije detektovan ni na
HepG2 ¢elijskoj liniji.
U okviru in situ pristupa, citotoksi¢ni efekat nije detektovan za ispitivane uzorke krvi uklija.

U alkalnom komet testu najveci genotoksi¢ni efekat je detektovan na ¢elijama krvi jedinki
uzorkovanih sa lokaliteta ZM1.

U Fpg-modifikovanom komet testu najve¢i udeo 8-0X0-G detektovan je u Celijama krvi
jedinki sa lokaliteta JM1.

Korelacionom analizom nije utvrdena statisticki znacajna korelacija izmedu TI % vrednosti
dobijene u alkalnom i Fpg-modifikovanom komet testu, $to ukazuje da je oksidativni stres
samo jedan od uzro¢nika nastanka DNK oStec¢enja u ¢elijama krvi uklija.

U mikronukleus testu najveéi genotoksi¢ni efekat detektovan je na ¢elijama krvi jedinki
uzorkovanih na lokalitima VM2 i JM3.

U jedinkama uklija koncentracije svih metala i metaloida su bile ispod MDK vrednosti,
osim Fe ¢ija je koncentacija bila visa od MDK vrednosti u jedinkama sa lokalitetaVMI1,
ZM1 1 JM2. Na osnovu MPI vrednosti, najveci stepen zagadenja uklija metalima i
metaloidima detektovan je na lokalitetu VM1.

Najvisa IBR vrednost dobijena je za lokalitete VM1 i ZM2,

Sliv Save

>

Prema prose¢nim godisnjim vrednostima fizicko-hemijskih i hemijskih parametara, kvalitet
vode na lokalitetima je varirao od I do III klase. Na osnovu merenja osnovnih fizicko-
hemijskih parametara izmerenih tokom aprila, sva tri lokaliteta su pripadala | klasi kvaliteta
povrsinskih voda.
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U okviru in silico analize, najveéi uticaj na narusavanje kvaliteta vode na lokalitetima imali
su hemijski agensi poreklom iz komunalnih i industrijskih otpadnih voda.

Na osnovu SumTU vrednosti, najveci toksicni potencijal vode dobijen je za lokalitet UK.

Prema proseénim MPN vrednostima koje su dobijene na osnovu MPN vrednosti E. coli koje
su merene tokom cCetiri sezone indikovale su kvalitet vode na lokalitetima koji je varirao
izmedu I 1 V klase kvaliteta. Sa druge strame, na osnovu MPN vrednosti ukupniih koliforma
I E. coli koje su izmerene tokom aprila, lokaliteti su pripadali 11 klasi povrsinskih voda.

Odsustvo statisti¢ki znacajne korelacije izmedu MPN vrednosti ukupnih koliforma, odnosno
E. coli, i hemijskih parametara detektovanih tokom sezona ukazuje da postoji vise razlicitih
izvora mikrobioloSkog zagadenja.

U okviru in situ istraZivanja, citotoksi¢ni efekat je utvrden na celijama krvi dve jedinke sa
lokaliteta SZ 1 Cetiri sa lokaliteta UK.

U alkalnom komet testu najveci genotoksi¢ni efekat je zabelezen na ¢elijama krvi jedinki sa
lokaliteta UK.

U mikronukleus testu najveéi genotoksi¢ni efekat detektovan je na ¢elijama krvi jedinki
uzorkovanih sa lokaliteta UB.

U miSi¢u uklija koncentracije svih ispitivanih metala i metaloida bile su ispod MDK
vrednosti. Prema MPI vrednostima, najveci stepen zagadenja metalima i metaloidima
zabelezen je u misicu uklija sa lokaliteta UB.

Na osnovu RAPD analize, utvrden je visi stepen sli¢nosti jedinki sa lokaliteta koji su pod
visokim stepenom zagadenja, UK i UB, u odnosu na jedinke sa manje zagadenog lokaliteta,
SZ. Dobijeni rezultati su u skladu sa rezultatima alkalnog komet testa.

Najvisa IBR vrednosti dobijena je za lokalitet UK.

Najvisa IPBR vrednost dobijena je za lokalitet UB koja ukazuje da je ovaj lokalitet pod
najveéim pritiskom organskog zagadenja poreklom iz komunalnih otpadnih voda.

Sliv Dunava

>

Na osnovu prosecnih godi$njih vrednosti fizicko-hemijskih i hemijskih parametara
vrednosti, kao i na osnovu osnovnih fizicko-hemijskih parametara merenih u julu, kvalitet
vode na lokalitetima je varirao od Il do 111 klase.

In silico analiza obuhvatila je analizu podataka godiSnjeg monitoringa, na osnovu kojih je
utvrdeno da su hemijski agensi iz komunalnih i industrijskih otpadnih voda najvise uticali
na naruSavanje kvaliteta vode na lokalitetima, kao i podatke hemijske analize LVSPE
uzoraka, na osnovu kojih je utvrdeno da su na narusavanje kvaliteta vode lokaliteta uticali
hemijski agensi iz komunlanih i indsutrijskih otpadnih voda, kao i agensi koji se koriste u
poljoprivredi.

Prema podacima hemijskih parametara pracenih tokom godiSnjeg monitoringa, najveci
toksicni potencijal, odnosno najvisa SumTU vrednost je zabelezena za lokalitet JDS33. Na
osnovu podataka hemijske analize LVSPE uzoraka, najvisa SumTU vrednost dobijena za
lokalitet JDS36.
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U jedinkama poreklom sa svih obradenih lokaliteta, detektovane su povec¢ane koncentracije
Hg i velikog broja PCB-a u poredenju sa MDK vrednostima. Najvisa OPI vrednost dobijena
je za lokalitet JDS37, Sto ukazuje da su u jedinkama sa ovog lokaliteta akumulirane najvise
koncentracije analiziranih prioritetnih supstanci.

Na osnovu MPN vrednosti E. coli izmerenih u julu, kvalitet vode na lokalitetima je varirao
izmedu klase I 1 II1.

Korelacionom analizom utvrdena je pozitivna zavisnost izmedu MPI vrednosti E. coli i
amonijum jona, benzo (b) fluorantena, ukupnog Pb i ukupnog Cr, je indikator uticaja
meSavine komunalnih i industrijskih otpadnih voda na lokalitetima.

U okviru ex situ istrazivanja nije detektovan citotoksi¢ni i genotoksi¢ni efekat u SOS/umuC
testu ni za jedan LVSPE uzorak.

Citotoksi¢ni efekat na ZFL ¢elijskoj liniji pokazali su LVSPE uzoci sa lokaliteta JDS36
(REF 75), JDS37 (REF 50), JDS40 (REF 50) i JDS41 (REF 25).

U alkalnom komet testu najveci genotoksi¢ni efekat na ZFL celijskoj liniji pokazali su
LVSPE uzorci sa lokaliteta JDS37(REF13) i JDS41 (REF13).

LVSPE uzorak sa lokaliteta JDS41 (REF 13) zaustavlja ¢elijski ciklus u ZFL ¢elijama u G1
fazi.

U okviru in situ istrazivanja, citoksi¢ni efekat je zabeleZen na ¢elijama krvi jedne jednike sa
lokaliteta JDS33 1 JDS41, kao i Cetiri sa lokaliteta JDS36, IDS37, JDS40.

U alkalnom komet testu najveéi genotoksi¢ni efekat zabeleZen je na ¢elijama krvi jedinki sa
lokaliteta JDS36 i JDS41.

U mikronukleus testu detektovan je najveéi genotoksi¢ni efekat na ¢elijama krvi jedinki sa
lokaliteta JDS37.

Na osnovu RAPD analize utvrden je veci stepen slicnosti izmedu jedinki sa lokaliteta na
pritokama, JDS33, JDS35 i JDS36, u odnosu na jedinke sa lokaliteta na Dunavu, JDS37,
JDS40 1 JDS41. Takode, uocava se izdvajanje jedinki sa lokaliteta JDS40 u odnosu na ostala
dva na Dunavu.

Najvisa IBR vrednost je zabeleZena za lokaliet JDS36.

Imajué¢i u vidu rezultate sve tri studije mogu se izvesti slede¢i zakljucci o osetljivosti
odabranih pristupa i analiza:

>

Predikcija genotoksi¢nog potencijala na osnovu in silico pristupa, radijalnim dijagramima
hemijskih parametara i SumTU vrednosti, nije uvek moguc¢a. Dobijeni rezultati, u pojedinim
slucajevima (npr. za lokalitete ZM1, ZM3, M3, JDS35) ukazuju na razliku izmedu in silico
procenjenog genotoksi¢nog potencijala i genotoksi¢nog odgovora U primenjenim
biotestovima. Zbog toga, potrebno je uraditi modifikacije koje se odnose na formiranje
posebnih baza podataka o prisustvu genotoksi¢nih agenasa u povrSinskim vodama. Takode,
neophodno je formiranje baza PNEC vrednosti dobijenih za razli¢ite grupe test/model
sistema, kao 1 PNEC vrednosti koje ukljucuju pojedinacne PNEC vrednosti za veci broj
test/model sistema.

Standardizovani prokariotski SOS/umuC test, kao i eukariotski model, HepG2 c¢elijska
linija, pokazali su nizak nivo osetljivosti u in vitro ispitivanju citototoksi¢nog/genotoksi¢nog
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potencijala nativnih uzoraka povrSinske vode. U in vitro ispitivanju citototoksi¢nog/
genotoksi¢nog potencijala koncentrisanih uzoraka vode, SOS/umuC test pokazao je nizak
nivo osetljivosti, dok eukariotski model, ZFL ¢elijska linija, pokazao visok nivo osetljivosti.

» Jedinke uklija pokazuju specifican odgovor u zavisnosti od tipa pritiska sredinskog
zagadenja koji je prisutan na ispitivanim lokalitetima, kako u istraZivanjima prostorno
udaljenih lokaliteta (studija u slivu Velike Morave i Dunava), tako i prostorno bliskih
lokaliteta (studija u slivu Save).

» Pokazano je da krioprezervacija krvi uklija na terenu ne utiCe na smanjenje vijabilnosti
¢elija.

> Nije utvrdena statisti¢ki znacajna korelacija izmedu TI % vrednosti detektovanih u alkalnom
komet testu i ucestalosti MN, kao i izmedu vijabilnosti ¢elija krvi i ucestalosti HH i IRR.

» U okviru in situ istrazivanja, primenjeni in vivo eko/genotoksikoloski testovi na ¢elijama
krvi uklija su pokazali razli¢it nivo osetljivosti u detekciji genotoksicnog efekta. Alkalni
komet test pokazuje veci stepen osetljivosti u odnosu na mikronukleus test i RAPD analizu.

Na osnovu dobijenih rezultata, mogu se formirati slede¢e smernice za primenu in vitro i in vivo
testova u ekogenotoksikoloskim istrazivanjima velikih ravni¢arskih reka:

» U okviru in silico pristupa, na osnovu hemijskih parametara i odgovaraju¢ih PNEC/NOEC
vrednosti, moZze se izvrSiti predikcija toksi¢nog/genotoksi¢nog potencijala testiranih uzoraka
vode.

» EXx situ istrazivanje treba da ukljuci testiranje citotoksi¢nog/genotoksi¢nog potencijala
koncentrisanih uzoraka vode na razli¢itim organizmima i humanim ¢elijskim linijama, kao i
njihov uticaj na ¢elijski ciklus.

> In situ istrazivanje treba da ukljuci aktivni i/ili pasivni monitoring. U slucaju aktivnog
monitoringa mogu se izlagati laboratorijski organizmi, organizmi uzorkovani sa ,,referentnih
lokaliteta” ili koji su prosli aklimaciju u kontrolisanim uslovima. Prilikom pasivnog
monitoringa, za odabir indikatorske vrste riba neophodno je iskustvo istrazivaa u
poznavanju kvalitativnog i kvantitativnog stanja ribljeg fonda i iskustvo u prepoznavanju
uzrasnih kategorija jedinki.

» Neophodno je da se uzorci na adekvatan nacin ¢uvaju do analiza.

» Pre genotoksikoloskih analiza neophodno je ispitati citotoksi¢ni efekat primenom
odgovarajuceg testa.

> Baterija biotestova za procenu gentoksi¢nog potencijala u ex situ i/ili in situ uslovima treba
da sadrzi alkalni komet test, kao i mikronukleus test u kome se analizira veci broj jedara i
¢elija.

» Pozeljno je ukljuciti vise bioindikatora na razli¢itim trofickim nivoima, vise razli¢itih
¢elijskih linija i testiranje u ex situ/in vivo uslovima na embrionima ili laboratorijskim
organizmima.

> Pored genotoksikoloskih analiza, poZeljno je raditi dodatne analize u kojima se prate
biomarkeri efekta: ekspresija gena ukljucenih u regulaciju oksidativnog stresa, gena koji su
ukljuceni u proces detoksifikacije metala, koji mogu ukazati na uticaj endokrinih disruptora,
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kao i imunohistohemijske, histopatoloske i analize organskih polutanata, metala i metaloida
u razli¢itim tkivima.

» Istrazivanja treba da obuhvate opsezne hemijske analize nativnih i koncentrisanih uzoraka
vode sa onih lokaliteta za koje je zabeleZen odgovor biomarkera.
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7 PRILOZI

PRILOG 1

Tabela 1. Prikaz hemijskih parametara detektovanih na odabranim lokalitetima u slivu Velike Morave tokom 2015. godine (sr. vrednost £ SD). Podaci
su preuzeti iz SEPA baze.

Hemijski
parameteri/ Jedinica RS RI VM1 VM2 JM1 JM2 JM3 ZM1 ZM?2 ZM3
Lokaliteti
. 0,413 + 1,20 £ 0,517 + 0,588 + 0,380 =
Antimon (Sb) g/l n.d. n.d. n.d. 0,764 1178 0,300 0,801 0,829 0,564 0,850
Olovo (Pb) - I n.d nd 0,233 + 0,464 + 1,142 + 0,133 + 2,24 £ n.d 0,245 + 0,300 +
rastvoreno HY o e 0,572 0,727 1,641 0,400 4,716 o 0,618 0,735
Ziva (Hg) - 0,017 +
rastvoreno pg/l n.d. n.d. n.d. n.d. 0,058 n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
Antimon (Sb) 1,667 £ 0,300 = 0,867 = 0,450 +
- rastvoreno po/l n.d. n.d. n.d. n.d. 1.422 0.671 0,3+0,671 0,619 0,000 n.d.
Bor (B) - 30,07 + 47,10 +
rastvoreno po/l 33,10 n.d. n.m. n.m. n.m. n.m. n.m. 40,87 66.61 n.m.
Ugljovodonici 0,003 £ 0,004 + 0,002 + 0,003 + 0,009 + 0,016 +
iznafte M9/ nd nd 0,007 0,007 0,005 0,007 0,007 0.004 0.008 0,022
Fenolni 0,001 + 0,001 £
indeks po/l n.d. n.d. 0,001 0,001 n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
para-terc- 0,001 +
oktilfenol pg/l n.d. n.d. n.d. 0,002 n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
4-n-nonilfenol g/l n.d. n.d. n.d. n.d. 0,001 + n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
0,002
. 0,006 + 0,003 + 0,001 + 0,001 + 0,003 +
Atrazin po/l n.d. n.d. n.d. 0,006 n.d. 0,003 0,002 0,002 0,003 n.d.
Simazin po/l n.d. n.d. n.d. 0,001 n.d. n.d. n.d. 0,001 + 0,004 + n.d.
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Terbutrin

Deetilatrazin

Dezetilterbuti-
lazin

Terbutilazin
Acetohlor
Metolahlor

Diuron

Izoproturon

o,p'-DDT

Benzo (k)
fluoranten

Fluoranten
Kadmium
(Cd) -

rastvoren

Nitriti (NO,-
N)

Ziva (Hg)

Mg/l
Mg/l
Mg/l

Mg/l

Mg/l

ug/l

Mg/l

Mg/l

Mg/l

g/l

ug/l

Mg/l

mg/l

Mg/l

n.d.
n.d.

n.d.

n.d.

n.d.

n.d.

n.d.

n.d.

n.d.

n.d.

n.d.

0,034 +
0,029

0,015+
0,007

n.d.

n.d.
n.d.

n.d.

n.d.

n.d.

n.d.

n.d.

n.d.

n.d.

n.d.

n.d.

0,004 +
0,010

0,008 +
0,005

0,008 +
0,029

0,001 +
0,002

n.d.

0,002 +
0,002

0,005
0,002

0,001 +
0,002

0,001 +
0,002
n.d.
0,002 +
0,002
0,0001 +
0,001
n.d.

0,0001 +
0,001

0,012 +
0,027

0,025 +
0,010

0,014 +
0,038

0,001 +
0.002

n.d.

0,004 +
0,005

0,018
0,04

0,015 £+
0,037

n.d.

n.d.

0,003 +
0,003

n.d.

n.d.

0,001

0,073 +
0,056

0,031+
0,016

0,018 +
0,06

0,001 +
0,003

n.d.

0,001 +
0,001

0,002 =
0,003

0,001 +
0,005

0,002 +
0,002

0.001 £
0.002

0,001 +
0,001

n.d.

n.d.

n.d.

0,064 +
0,049

0,085 +
0,011

n.d.
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n.d.

n.d.

0,001 +
0,001

0,004 +
0,006

0,009 +
0,013

0,005 +
0,005

n.d.

0,001

n.d.

n.d.

0,001 +
0,001

0,042 +
0,030

0,050 +
0,007

n.d.

n.d.

n.d.

0,001 +
0,002

0,004 +
0,007

0,028 +
0,066

0,004 +
0,005

0,002 £
0,004

n.d.

n.d.

n.d.

n.d.

0,036 +
0,028

0,062 +
0,016

n.d.

0,003
n.d.

n.d.

0,001 +
0,001

0,002 £
0,002

n.d.

n.d.

n.d.

0,001

n.d.

n.d.

n.d.

0,011 +
0,000

0,037 =
0,040

0,033+
0,079

0,003

0,003 =
0,003

n.d.

0,003 +
0,002

0,008 *
0,012

0,005 +
0,014

0,002 +
0,003

n.d.

0,010

n.d.

n.d.

n.d.

0,020 +
0,020

0,036 +
0,024

0,050 *
0,00
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n.d.
n.d.

n.d.

n.d.

n.d.

n.d.

n.d.

n.d.

n.d.

n.d.

n.d.

0,057 =
0,029

0,055 +
0,010



Aktivne
anjonske
sups.

Kadmijum
(Cd)
Ortofosfati
(PO-P)

Ukupna beta
radioaktivnost

Amonijum
joni (NH4-N)

Ukupni fosfor
(P)

Kobalt (Co) -
rastvoren

Bakar (Cu) -
rastvoren

Arsen (As) -
rastvoren

Hrom (Cr) -
ukupno
rastvoren

Nikl (Ni) -
rastvoren

Nitrati (NO3-
N)

Kobalt (Co)

Olovo (Pb)

Mg/l

g/l
mg/I

Mg/l

mg/I

mg/I

g/l

Mg/l

g/l

Mg/l

g/l

g/l

Mg/l

Mg/l

0,023 £
0,028

0,083 +
0,104

0,060 +
0,031

0,139 +
0,078

0,084 +
0,036

0,157 +
0,114

n.d.

0,483 £
0,755

0,433 £
0,404

0,325 %
0,650

18,367

0,791 +
0,207

n.d.

1,367 £
2,052

0,009 +
0,014

0,029 +
0,034

0,031 +
0,009

0,058 +
0,026

0,069
0,089

0,082 £
0,044

0,083 +
0,204

0,100 £
0,346

0,111 +
0,220

0,117 +
0,286

0,208 +
0,150

0,250 +
0,198

0,288 +
0,323

0,400 £
0,757

0,034
0,051

0,064 +
0,070

0,067
0,027

0,113 +
0,000

0,121 +
0,068

0,171 +
0,041

n.d.

0,883
0,731

1,075
1,242

1,050 +
1,104

1,100 +
1,027

0,900 +
0,340

0,300 +
0,356

3,271 %
2,698

0,021 +
0,017

0,392 =
0,739

0,094 +
0,039

0,153 +
0,000

0,159 +
0,069

0,184 +
0,055

0,150
0,278

2,356
3,217

3,250 £
2,581

1,627 +
1,755

3,827
1,967

1,167
0,494

0,700 +
0,896

4,536
3,971

13,042

139

0,031 %
0,042

0,349
0,195

0,108
0,012

0,305 +
0,047

0,139+
0,030

0,294 +
0,074

0,213
0,403

0,700 £
1,067

3,530 £
3,288

0,808 +
1,908

1,575 +
1,064

1,767
0,436

1,525 +
0,403

7,316

0,015+
0,021

0,180 =
0,100
0,079 £
0,01
n.m.
0,104
0,038
0,199 +
0,071

n.d.

0,767
0,758

0,967 +
1,471

0,278 £
0,376

0,478 +
0,476

1,225 +
0,176

0,900 +
1,093

6,756 *
5,813

0,031 +
0,029

0,282 +
0,544

0,086 *
0,018

0,222 +
0,000

0,112 +
0,028

0,304
0,237

0,300
0,335

2,730 £
4,485

1,875 +
1,746

1,100 £
2,178

1,280 +
1,346

1,283 +
0,259

0,600 +
0,540

12,790 =
25,548

0,023 £
0.026

0,036 £
0,044

0,061 +
0,030

0,097 =
0,000

0,169 +
0,159

0,148 +
0,094

n.d.

3,336 £
3,516

0,390 £
0,468

0,875 %
1,288

1,217 £
1,402

0,758 £
0,417

0,488 +
0,000

1,625 %
2,448

0,004 *
0,000

0,036 £
47,466

0,090 £
0,033

0,066
0,005

0,153
0,089

0,169 +
0,164

0,100 £
0,000

2,660 *
3,057

0,956 +
0,980

0,855 *
0,735

3,000 £
2,470

1,018 £
0,525

0,820 =
0,473

1,358 £
48,729
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0,025
0,027

0,130 £
0,115

0,082 +
0,019

0,148 +
0,000

0,101 +
0,023

0,212 +
0,132

0,240 £
0,336

0,450 £
1,102

3,933+
3,763

2,133+
2.589

4,000
1,637

1,300 £
0,209

0,500
0,574

3,417 £
4,311



Arsen (As)

Organski azot
(N)
Ukupni azot
(N)

Nikl (Ni)

Kalijum (K +)

BioloSka

potrosnja

kiseonika
(BPK5)

Hrom (Cr) -
ukupni

Bakar (Cu)

Cink (2Zn) -
rastvoren

Ukupni
organski
ugljenik

(TOC)
Hemijska
potrosnja
kiseonika
(KM nO4)

Rastvoreni
silikati (SiO,)

Natrijum

Mg/l

mg/I

mg/l

Mg/l

mg/I

mg/I

Mg/l

Mg/l

g/l

mg/l

mg/I

mg/l
mg/l

1,150 +
0,164

0,727 £
0,672

1,627 £
0,709

3,283
2,897

2,056 +
1,165

2,127 £
0,759

1,867 +
3,071

3,150 £
1,420

1,950 £
2,758

5,073
2,295

3,527
1,186

6,633 £
1,240

8,800

0,433 +
0,700

0,683 £
0,467

1,050 +
0,472

1,458 +
2,130

1,518 £
0,676

1,850 +
0,438

2,042 £
4,751

2,217
1,325

2,425 +
2,677

2,908 £
1,194

3,242
0,436

4,956 +
1,138

5,282 +

3,171 £
2,085

1,210 +
0,725

2,280 +
0,529

5,357
2,666

3,860
1,383

2,090 £
0,899

10,414 +
12,937

5,000 =
3,098

5,920 £
8,955

7,230 +
2,669

4,250 +
1,386

11,900 *
4,395

13,850 =

4,185 +
1,199

1,117
0,554

2,467 £
0,448

11,518 +
5.441

3,510 £
1,425

2,658 +
0,941

5,609 +
3,871

11,727
22,483

11,000 *
8,139

7,225
3,913

4,492 +
1,553

11,100
3,603

14,500 *

6,550 +
2,433

1,133 +
0,781

3,142 £
1,201

6,733
3,376

8,250
4,718

3,567
0,446

3,692 +
3,632

4,750 =
2,426

18,627
12,388

5,758 +
3,059

6,183 £
0,57

17,125 +
2,869

37,083 +

140

2,733 +
1,246

0,525
0,454

1,917
0,455

3,744 +
2,243

5,140 +
2,658

2,758 +
0,443

3,456 +
2,946

4,889 +
2,723

6,478 £
9,670

4,792 +
2,120

4,733
0,810

12,644 +
1,988

20,550 +

4,020 +
4,660

0,692 +
0,309

2,158 +
0,417

8,600 *
13,161

3,489
1,046

3,375
1,046

8,000 +
15,597

8,380
9,137

23,386 +
28,053

5,600 +
2,879

5,900 £
2,526

11,656 *
5,121

15,900 *

1,250 +
0,912

1,058 +
0,444

2,033 +
0,284

4,945 +
3,306

2,450 £
1,241

2,042 £
0,530

7,750 =
12,503

9,125+
3,937

6,250 £
0,000

3,575+
1,287

3,725+
0,519

9,938 +
1,166

7,075 £

1,750 =
0,960

1,525 +
0,597

2,658 +
0,309

8,683 *
3,220

2,508
1,355

2,117 +
0,430

4,442 +
2,847

9,775 %
31,215

3,775 %
4,876

5,058 +
2,092

3,792 +
0,380

12,056 +
1,767

8,900 *
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6,183 +
1,524

1,041
0,275

2,483 +
0,286

22,367
39,928

3,144 +
1,229

2,917 £
0,801

6,433 +
10,269

3,933 %
3,008

10,600 *
7,388

4,483
1,596

4,983 +
1,248

10,422 +
4,261

10.422 +



(Na")
Hloridi (ClI")
Magnezijum

(Mg *)

Hemijska
potrodnja
kiseonika
(chr207)

Sulfati (SO,)
Aluminijum

(Al) -
rastvoren

Mangan (Mn)
- rastvoren

Cink (Zn)

Bor (B)

Gvozde (Fe) -
rastvoreno

Mangan (Mn)

Kalcijum
(Ca™)

Mg/l

mg/l

mg/I

mg/I

g/l

Mg/l

g/l

Mg/l

g/l

g/l

mg/l

3,086

16,270
+7,799

13,091
+ 3,807

14,818
* 6,493

18,364
+3,414

2,340 £
5,232

8,569 +
13,435

26,367

35,029

25,460+
6,266

18,900

27,293

47,283

65,754
62,273

12,330

3,191

5,892 +
4,161

9,750 £
3,166

9,917 +
6,171

11,917 +
5,600

13,171
13,295

17,167 £
19,899

20,397
20,284

34,850 +
23,053

38,183 +
31,425

41,192
23,992

52,333 +
6,906

4,367

14,960 =
4,467

15,800 *
4,894

17,556 *
8,308

26,000 +
7,888

14,233 =
13,560

10,417
12,737

33,400 +
28,105

56,750 +
13,821

118,067 +
195,192

73,443 +
39,329

52,700
9,358

4,773

14,675 +
6,283

19,000 *
4,748

17,667
13,310

32,833 +
7,882

10,625 *
18,490

9,745 +
18,849

30,882 +
23,619

82,113 +
34,161

47,936 =
73,556

146,536 +
69,578

56,750 +
13,081

21,075

15,775 =
5,290

22,583 +
6,868

14,545 +
3,778

46,250 +
25,111

12,500 +
19,421

38,242 +
65,551

62,783 +
50,15

250,250 +
94,969

127,750 +
205,820

308,367
159,809

82,083 +
25,914

141

10,434

13,475
5,038

13,750 =
3,671

14,167 *
5,016

27,667 +
8,026

3,900 =
8,721

14,556 +
20,887

44,956 +
32,361

110,720
23,308

155,189 +
75,756

122,289 +
75,756

51 + 15,545

7,799

11,458 =
3,293

14,833 =
3,689

17,583 =
7,051

24,500 +
5,266

9,267
10,681

52,400 +
118,631

54,720 +
72,325

85,383 +
45,274

157
261,113

324,910 +
648,022

53,833 +
14,540

3,912

11,592 +
11,665

11,909
3,807

9,417

16,750 *

3,745

20,588 +
17,825

9,142 +
10,332

38,025 +
33.555

38,525 +
30,726

84,092 +
148,680

68,233 +
77,620

52,500 +
10,492

3,531

11,150 +
2,484

14,667 *
4,658

13,417 +
3,801

24,167 *
6,118

3,014 +
0,000

2,990 +
0,000

24,442 +
15,669

63,538
38,018

92 +
154,116

45,592 +
29,603

58,917 +
6,960
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3,233

10,967 *
2,108

14,917 +
3,450

14,583
4,582

25,917
4,757

6,220 £
9,291

6,333 +
25,720

29,317
30,527

75,980 +
19,133

61,150 +
115,542

62,567 +
53,030

55,500 +
7,728



Aluminijum ma/l
(Al) d
Ukupno
rastvorene mg/I
materije

Elektroprovo-

3
dljivost  MS/em

Gvozde (Fe) pg/l

102,720
+

22 587

234,818
+

32,363

398,182
+

50,457

306,73
+

351,64

157,575 +
145,391

177,250
41,286

295,333
68,869

355,93 +
277,49

118,925 +
98,189

239,200 +
30,432

404,100 *
48,679

1157,57
1474,17

492,90 +
526,271

254,250 +
41.707

428,750
71,918

1243,30 +
1014,23

1280,1
1162,585

363,667 *
109,665

607,917 +
186,406

2621,49
1666,89

808,960 *
1275,695

302,958 +
54,767

378,167 +
95,232

2029,70 +
1906,78

378,983
357,255

243,417 +
59,534

406,750
102,607

2640,05 +
4145,59

252,113
473,530

199 +
44,167

332,750 £
72,545

877,20 +
1111,98

286,375
445,562

216,667
28,153

360,583 £
46,245

837,47 +
893,87

Prilozi

199,400 +
220,253

246,667
34,945

412,083 =
60,662

857,15
1293,15

n.d.-nije detektovano; n.m.-nije mereno.
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Tabela 2. Prikaz prose¢nih vrednosti hemijskih parametara koji su detektovani na minimum jednom lokalitetu u slivu Velike Morave (podaci iz 2015.
godine, preuzeti od SEPA) na osnovu kojih su dobijene SumTU vrednosti za ispitivane lokalitete; PNEC vrednosti su preuzete iz baze podataka

NORMAN udruzenja i agencije ECHA,; crevenom su oznaéene prosecne koncentracije koje su vise u odnosu na PNEC vrednosti.

Hemijski parametri PNEC VM1 VM2 ZM1 ZM2 ZM3 M1 IM2 IM3
(nal) (nal)
0,0003 +
Benzo(b)fluo-ranten 0,017 n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. 0,0001 n.d.
0,0003 +
Benzo(k)fluo-ranten 0,017 n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. 0,0001 n.d.
0,0003+ 0,0004 +
Fluoranten 0,0063 0,001 0,001 +0 0,0003+0 0,0001+0 n.d. 0,0001 0,001 +£0,001 0,0003+0
. 0,001 +
4-n-nonilfenol 0,27 0,000 n.d. n.d. n.d. n.d. 0,002 n.d. n.d.
. 0,001 +
para-terc-oktilfenol 0,1 n.d. 0.002 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,0003+0
. 0,006 + 0,001 + 0,001 +
Atrazin 0,6 n.d. 0,006 0,002 0,003 + 0,003 n.d. n.d. 0,003 + 0,003 0,002
Simazin 1 n.d. 0,001 +0 0608331 0,004 + 0,003 nd. n.d. nd. n.d.
. 0,001 + 0,001 + 0,001 +
Terbutrin 0,065 0,002 0,002 n.d. 0,003 + 0,003 n.d. 0,003 n.d. n.d.
. . 0,0002 +
Desetilatrazin 8,29 n.d. n.d. n.d. 0,00001 n.d. n.d. n.d. n.d.
. . 0,002 + 0,004 + 0,001 + 0,001 + 0,001 +
Desetilterbuti-lazin 0,25 0,002 0,005 0,001 0,003 + 0,002 n.d. 0,001 0,001 + 0,001 0,002
. 0,005 + 0,002 + 0,002 + 0,004 +
Terbutilazin 0,06 0,002 0,018 + 0,04 0,002 0,008 + 0,012 n.d. 0,003 0,004 + 0,006 0,007
0,001 + 0,015 + 0,001 + 0,028 +
Acetohlor 11,8 0,002 0,037 0,000 0,005 + 0,014 0.000 0,005 0,009 + 0,013 0,066
Metolahlor 0,2 0,001 + n.d. n.d. 0,0023 + n.d. 0,002 + 0,005 + 0,005 0,004 +
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Izoproturon
Diuron

Ziva (Hg)- rastvorena

Gvozde (Fe)-
rastvoreno

Mangan (Mn)-
rastvoreni

Cink (Zn)-rastvoreni
Bakar (Cu)-rastvoreni
Hrom (Cr)-rastvoreni

Olovo (Pb)-rastvoreno

Kadmijum (Cd)-
rastvoreni

Nikl (Ni)-rastvoreni

Aluminijum (Al)-
rastvoreni

Kobalt (Co)-
rastvoreni

Antimon (Sb)-
rastvoreni

0,1

0,2

0,057

1000

34

17

11

3,4

2,4

0,19

550

0,62

1770

0,002
n.d.

0,002 £
0,002

n.d.

118,067 +
195,192

10,417 *
12,737

5,92 + 8,955

0,883 +
0,731

1,05+ 1,104

0,233 +
0,572

0,012 +
0,027

1,1+1,027

14,233
13,560

n.d.

n.d.

n.d.

0,003 £
0,003

n.d.
47,936 +
73,556
9,745 +
18,849
11 + 8,139
2,356 +
3,217

1,627
1,755

0,464 +
0,727

0,073 £
0,056

3,827 £
1,967

10,625 *
18,490

0,15+0,278

n.d.

n.d.

0,001 +0

n.d.

84,092 +
148,68
9,142 +
10,332
6,25+ 0
3,336 =

3,516

0,875

1,288

n.d.

0,011+0

1,217
1,402

20,588 +
17,825

n.d.

0,867 +
0,619

144

0,003

n.d.

0,01

n.d.

92 + 154,116

2990

3,775+ 4,876

2,66 + 3,057

0,855+ 0,735

0,245+ 0,618

0,02 + 0,02

3+247

3,014+0

01+0

0450

n.d.

n.d.

n.d.

61,15+
115,542

6,333
25,72

10,6 + 7,388

0,45+ 1,102

2,133 %
2,589

0,3+0,735

0,057
0,029

4+1,637

6,22 + 9,291

0,24 £ 0,336

n.d.

0,002

0,001 +
0,002

0,001 £
0,001

0,017 £
0,058

127,75 £
205,82

38,242
65,551

18,627 +
12,388
0,7 +1,067
0,808 +
1,908

1,142
1,641

0,064 +
0,049

1,575+
1,064

12,5+
19,421

0,213
0,403

1,667 +
1,422

n.d.

0,001 +0

n.d.

155,189 +
75,756

14,556 *
20,887

6,478 = 9,67

0,767 = 0,758

0,278 + 0,376

0,133+0,4

0,042 £ 0,03

0,478 £0,476

3,9+8,721

n.d.

0,3+0,671
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0,005

0,002 £
0,004

n.d.

n.d.

157
261,113

52,4 +
118,631

23,386 +
28,053

2,73 + 4,485

1,1+£2,178

2,24 + 4,716

0,036 £
0,028

1,28 + 1,346

9,267
10,681

0,3+0,335

0,3+0,671
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. 1,075+ 3,933 + 1,875 +
Arsen (As)-rastvoreni 5,6 1,242 3,25+2581 0,39+0,468 0,956 + 0,98 3,763 3,53+3,288 0,967 +1471 1,746
Sum TU 3,25 5,16 3,10 3,20 4,72 5,18 3,17 6,91

*n.d.-nije detektovano; n.m.-nije mereno.
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znacajnu razliku (koris¢eni testovi: one-way ANOVA sa Tukey's post-hoc; p<0,05) .

Lokaliteti Br. jedinki  Ukupna duzina (cm) Masa (g) Kc:zggiigni
RS 5 110+16 11,4+0,5 0,89+ 0,09
VM1 6 13,7+24 12410 0,56 + 0,05
VM2 6 118+21 12905 0,55 +0,07°
ZM1 5 10,3+2,5 10910 0,80 + 0,09
ZM?2 6 11,1+11 10,7+0,8 0,70 +£0,07*
ZM3 6 9,8+2,6 111+11 0,71 +£0,09%
JM1 6 13,3+ 3,6 12311 0,70 +0,07*
JM2 6 95+23 10,8 £ 0,7 0,75 + 0,10
JM3 6 11,2+1,6 12611 0,57 +0,14°
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Tabela 3. Prikaz ukupne duzine, tezine i kondicionog indeksa uzorkovanih jedinki uklija (sr. vrednost + SE); razliCita slova oznacavaju statistic¢ki
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Tabela 4. Koncentracije metala i metaloida u jedinkama uklija sa lokaliteta sliva Velike Morave
izrazenih u mg/kg wbc (srednja vrednost £ SE); n.d. — nije detektovano u uzorku; razli¢ita slova
oznacavaju statisticki znacajnu razliku izmedu lokaliteta (kori$¢eni testovi: Kruskal Wallis i Mann
Whitney U sa Dunn-Boniferroni korekcijom, p < 0,001.

RS VM1 VM2 ZM1 ZM2 ZM3 IM1 IM2 IM3
583+ 7289+ 712+ 2381+ 301+ 1184+ 138+ 2953+ 1196z
Al 3,76°  160,69%  11,39° 22,94%  301*  2576° 8,492 31,73° 7,012
0,066 +
As 0,069 nd nd nd nd nd nd nd nd
0,001+ 0,006 + 0,001 0,000+ 0,010+ 0004+ 0011+ 0010+ 0,005+
Cd 0,001* 0,008  +0,002*® 0,009° 0,010° 0.004*°  0,014° 0,004°  0,005%°
0,0020  0,0005 0,000+  0,1200 0,0065 + 0,0110 +
Co +0,004° +0,001® 0,001* +0,019° nd 0,016° nd 0,015° nd
017+ 051+ 0,23 + 048+ 025+ 046+ 0,27 + 0,29 + 0,31 +
Cr 0,022 0,60%¢ 0,072° 0,16° 0,08% 0,40°¢ 0,04°¢ 0,20%° 0,05°
049+ 1,13+ 1,07 + 1,35+ 0,76+ 0,47+ 0,26 + 0,51 + 0,65 +
Cu 0,072 0,38° 0,33° 0,84° 0,28 0,13%0¢ 0,09%° 0,13® 0,13%°
11,01+ 7041+ 11,78+ 3374+ 1204+ 1855+ 2986+ 4642+ 2121+
Fe 343" 13906° 13,37°¢ 21,43 4,79  2851°°  1502%®  4456%°  8,23%°°C
0,04 +
Hg 0,01 nd nd nd nd nd nd nd nd
337+ 6,79+ 4,28 + 809+ 522+ 516+ 5,89 + 7,08 + 5,73 +
Mn 1,20° 5,522 3,072 3,392 2,082 2,972 3,442 4,262 2,762
0,047+ 0350+ 0,027+ 0,150+ 0,012+ 0,103+ 0,004+ 0,036+
Ni 0,033* 0,800  0,066* 0,150*° 0,016®°  0,24° 0,009  0,060% nd
0,014+ 0,100+ 0,020+ 0,120+ 0245+ 0,145+ 0,077+ 0,070+ 0,018 +
Pb 0,014% 0,210 0,040 0,160%® 0,232  0,100° 0,059 0,070 0,021
028+ 044+ 0,40 + 069+ 056+ 043+ 0,54 + 0,46 + 0,55 +
Se 0,022 0,09% 0,05° 0,05° 0,08  0,00®  (,12%cf (g 06%c  ,08%°
0,000+ 0410+ 0310+ 0,137+ 0,160+ 0046+ 0,110+ 0,080+0, 0,073+
Sn 0,003  0,190° 0,250 0,110 0,140 0,049% 0,072  100%% (,110%
3542+ 3960+ 4653+ 5240+ 4641+ 4463+ 5837+ 4414+ 2324+
Zn  13,87%  7.46° 10,032 8,612 7,90° 8,382 15,12%  18,28%  12,63%
MPI 0,16 0,99 0,27 0,77 0,61 0,46 0,60 0,54 0,73
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Tabela 1. Vrednosti hemijskih parametara koji su detektovani tokom aprila/maja 2019. godine

(podaci preuzeti iz baze GZZJZ, Beograd).

Parametri Jedinica Lokalitet
UK UB
BPKs mg/I 1,6 2,8 6,1
HPK (KMnQy) mg/l 1,7 3,0 40
Amonija¢ni azot (NHz-N) mg/I 0,06 0,23 5,88
Nitrati (NO37/N) mg/l 0,9 1,2 1,6
Nitriti (NO,7/N) mg/l 0,022 0,036 0,201
Hloridi (CI7) mg/I 21,1 105 275
Ortofosfati mg/l nd. nd nm
Sulfati (S04%) mg/l 223 289 725
Ukupni azot (N) mg/l 1 15 234
Ukupni fosfati (P) mg/l 0,044 0,036 1,99
As ng/l n.m. 3 4
Cu ug/l nd. nd. nd
Zn ng/l 2 5 5
Cr ug/l nd. nd. nd
Fe pg/l nm. nm. nm.
Ni ug/l 2 n.m. 5

*n.m. — nije mereno, n.d. — nije detektovano
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Tabela 2. Prose¢ne vrednosti (sr. vrednost = SE) hemijskih parametara za period 2017 — 2019
godina (preuzeto od GZZJZ Beograd); crvene vrednosti oznacavaju IV ili V klasu kvaliteta vode
(Sluzbeni glasnik RS*, broj 74/2011).

Lokaliteti
Paramteri Jedinica
UK uB
BPKs mg/l 1,21+0,11 2,35%0,23 12,6316,77
HPK (KMnOQOy) mg/I 2,41+0,16  4,27+0,33  15,91+2,98
Amonija¢ni azot (NHz-N) mg/l 0,09+0,05 0,26+0,04 14,70+3,57
Nitrati (NO37/N) mg/I 0,93+0,05 1,42+0,07 0,76+0,25
Nitriti (NO,7/N) mg/l  0,016+0,002 0,076+0,008 0,093+0,026
Hloridi (CI7) mg/l 21,17+1,49 1591+0,72 57,84+4,44
Ortofosfati mg/l  0,001+0,002 0,024+0,003 0,511+0,118
Sulfati (SO4) mg/l 19,12+0,79  36,22+2,04 69,41+3,86
Ukupni azot (N) mg/I 1,04+0,07 1,99+0,17  19,83%2,72
Ukupni fosfati (P) mg/l  0,049+0,004 0,070+0,006 1,386+0,243
As ng/l n.d. 5,540,7 3,740,1
Cu pg/l n.d. 16,4+3,4 n.d.
Zn ng/l 9,545,3 19,845,4 40,1+18,0
Cr pg/l n.d. 23,9194 n.d.
Fe mg/l n.d. 6,6+8,4 n.d.
Ni ug/l 5,7+3,2 6,9+1,3 n.d.

*n.d. — nije detektovano
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Tabela 3. Prikaz koncentracija organskih zagadujuc¢ih supstanci za period 2017-2019 na
lokalitetima SZ, UK, UB (podaci preuzeti od GZZJZ, Beograd); n.d.- nije detektovano, n.m.-nije

mereno.
Lokalite .. Jedinjenje maj sep.2 maj.2 sep.2 maj.2 sep.2
t Tip jedinjenja (ng/l) 2017 017 018 018 019 019
Acetohlor n.d. n.d. n.m. n.d. n.d. n.d.
Desetilteroutil 1 0015 nm. 0009 nm.
azin
DEET (N,N-
dietil-m- nm. nm. nm. nm. nm. nm
toluamid)
Metolahlor n.d. nd. 0123 nd. 0,193 nm.
Pesticidi. GC/MSD Metalaksil nm. nm. nm. nm nm nm
Piperonil n.m n.m n.m n.m n.m n.m
butoksid .m. .m. .m. .m. .m. .m.
Terbutilazin n.d. nd. 0,122 n.d. nd. nm.
Terbutilazin-
. nm. nm. nm. nm. nm. nm
desetil
Sz Tiametoksan nm. nm. nm. nm nm nm
Imidakloprid  nm. nm. nm. nm. nm. nm.
. e Ukupni
Polihlorovani bifenili . .
polihlorovani n.d. n.d. n.d. n.d. nd. nm.
PCB GC/MSD bifenili
Fenantren nm. nm. nm. nm nm. nm.
Fluoranten nm. nm. nm. nm nm. nm.
Naftalen nm. nm. nm. nm nm nm
Policikli¢ni aromatiéni Piren nm nm nm nm nm nm
ugljovodonici GC/MSD o o o o o o
Ukupni
policikli¢ni
e m n.m n.m n.m n.m n.m
aromaticni
ugljovodonici
Lakoisparljiva organska Hloroform nm nm. nm nm nm nm
Jedinjenja GC/MSD/PT Toluol nm. nm. nm. nm nm  nm.
Acetohlor n.d. n.m. 0,016 n.d. n.m. n.d.
Des_etll_ 0,019 nm. 0,251 n.m. n.m. n.m.
terbutilazin
DEET (N,N-
o dietil-m- nm.  nm. nm nm nm nm
UK Pesticidi, GC/MSD toluamid)
Metolahlor 0,186 n.d. 562 n.d. n.m. n.m.
Metalaksil nm. nm. nm. nm. nm. nm.
Piperonil

. nm. nm. nm. nm. nm. nm.
butoksid
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Terbutilazin 0,164 n.d. 3,257 n.d. n.m. n.m.
Terbutilazin-
. nm. nm. nm. nm nm. nm.
desetil
Tiametoksan nm. nm. nm. nm nm nm
Imidakloprid  nm. nm. nm. nm. nm. nm.
Polihlorovani bifenili polliJhlI((l)JPorlllani n.m n.m n.m n.m n.m n.m
PCB GC/MSD bifenili
Fenantren nm. 002 nm. nm. nm. n.m.
Fluoranten nm. nm. nm. nm nm. nm.
Naftalen nd. nm. n.d. n.d. n.m. n.m.
Policikli¢ni aromatiéni Piren nm nm nm nm nm nm
ugljovodonici GC/MSD o o e e e o
Ukupni
pOhCIkl.lgn.l n.d. 0,02 n.d. n.d. n.m. n.d.
aromaticni
ugljovodonici
Jedinjenja GC/MSD/PT Toluol nm. nm.  nm. nm nm  nm.
Acetohlor n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
Des etil
terbutilazin nm. nm. nm. nm nm. nm
DEET (N,N-
dietil-m- nm. nm. 0322 nm. nm. nm
toluamid)
Metolahlor 0,021 nd. 0083 nd. 0,245 nm.
Metalaksil 0065 nm. nm. nm. nm. nm
Pesticidi, GC/MSD i i
Plperor]ll nm. nm nm 005 nm nd
butoksid
Terbutilazin 0,029 nd. 0297 n.d. 0,123 n.m.
Terbutlle_lzm- nm. nm. 0022 nm. nm. nm.
UB desetil
Tiametoksan nm. nm. nm. nm. nm. 0’21
Imidakloprid nm. nm. nm. nm. nm. O’é)l
. R Ukupni
POILhCI:OBrOgg?;\AbS'Em“ polihlorovani n.d. n.d. n.d. n.d. nd. n.d.
bifenili
Fenantren nm. 003 nm. 0,091 0,042 n.d.
Fluoranten nm. nm. nm. nm. 0,037 nm.
Policikliéni aromati¢ni
ugljovodonici GC/MSD Naftalen n.d. n.m. nd. 0,248 nd. nm.
Piren n.m. nm. nm. nm. 0,063 nm.
Ukupni nd. 003 nd nd nd nd
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policikli¢ni
aromatiéni
ugljovodonici

Lakoisparljiva organska
jedinjenja GC/MSD/PT

Hloroform

Toluol

n.d.
2,2

n.d.
n.d.

n.d.
n.d.

n.d.
16,72

n.d.
n.d.

1,32
n.d.
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Tabela 4. Prikaz prosecnih vrednosti (srednja vrednost + SE) koncentracija supstanci na
lokalitetima za period 2017 — 2019 godine (preuzeto od GZZJZ Beograd) i SumTU vrednosti
dobijene na osnovu prosecnih detektovanih koncentracija jedinjenja i PNEC vrednosti (preuzeto iz
baze podataka NORMAN udruzenja i agencije ECHA); crveno oznaéene vrednosti - proseéne
koncentracije koje su viSe u odnosu na PNEC vrednosti.

Lokaliteti
. . PNEC
Hemijski parametri /| SZ UK uB
Jskip o) ugn)
As 5,6 n.d. 55+0,7 3,7+0,1
Cu 11 n.d. 16,4+ 34 n.d.
Zn 17 95+5,3 198+54 40,1+ 18,0
Fe 1000 n.d. 660 + 84 n.d.
Ni 6 5 7+372 6,9+1,3 n.d.
Acetohlor 0,013 n.d. 0,023 + 0,002 n.d.
Metolahlor 0,2 0,078 £ 0,034 1,464 + 1,386 0,080 +
0,043
Terbutilazin 006 0044+0019 0,868 +0,797 Oélgggi
SumTU 3,22 28,98 5,99

Tabela 5. Prikaz ukupne duzine, tezine i kondicionog indeksa jedinki uklija uzorkovanih u slivu
Save (sr. vrednost = SE); koris¢eni test: one-way ANOVA, p<0,05.

Lokaliteti Ukupna duzina (cm) Masa (g)  Kondicioni indeks

Zabran 12,69 + 0,51 8,66 + 0,13 0,43 +0,03
Usée Kolubare 11,95+0,15 8,18 + 0,07 0,48 +£0,20
Us¢e Baricke 12,75 + 0,65 9,94+0,18 0,48 +0,13
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Tabela 6. Koncentracije metala i metaloida u misicu jedinki uklija uzorkovanih u slivu Save
izrazenih u mg/kg wbc (srednja vrednost + SE) i MPI vredosti.

Koncentracija (mg/kg whc) SZ UK UB
Al n.d. n.d. n.d.
As n.d. n.d. n.d.
Cd 0,014 £0,004 0,004 +0,001 0,003 0,000
Co n.d. n.d. n.d.
Cr 0,070+ 0,001 0,071+0,005 0,084 + 0,009
Cu 0,342+0,039 0,360+0,025 0,453 + 0,003
Fe 3,130+£0,029 3,192+0,080 3,574+0,079
Hg 0,009 £0,009 0,039+0,019 0,050 + 0,008
Mn 0,340 £ 0,057 0,369+0,036 0,413 + 0,089
Ni 0,002 + 0,002 n.d. 0,046 + 0,046
Pb 0,032+0,011 0,038+0,022 0,025 + 0,005
Se 0,207+0,019 0,201+0,008 0,224 +0,015
Sr 0,436 £0,015 0,606+0,111 0,634 +0,186
Zn 12,908 + 0,879 14,078 + 0,819 14,740 +
0,312
MPI 0,028 0,025 0,044

*n.d. — nije detektovano
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Tabela 7. Prikaz koncentracije DNK jedinki uklija uzorkovanih na lokalitetima sliva Save i
vrednosti odnosa absorbanci talasnih duzina 260 nm i 280 nm (Azsonm/A280nm)-

Sifra Koncentracija

Lokalitet jedinke DNK (ng/ul) A260nm/Azg0nm
Z1 410,35 1,89
Z2 329,95 1,91
Z3 257,15 1,89
Z4 580,40 1,96
Sz Z5 545,45 1,95
Z6 125,15 1,84
Z7 204,15 1,87
Z8 351,8 1,88
Z9 412,50 1,87
Z10 1149,7 1,96
K1 1158,0 1,90
K2 1294,8 1,90
K3 1214,2 1,93
K4 527,65 1,75
UK K5 204,4 1,82
K6 327,3 1,85
K7 280,9 1,84
K8 273,85 1,85
K9 645,35 1,89
K10 368,9 1,86
Bl 720,15 1,89
B2 177,35 1,81
B3 364,35 1,87
B4 408,15 1,85
UB B5 275,2 1,85
B6 348,35 1,86
B7 374,90 1,85
B8 679,35 1,90
B9 480,8 1,87
B10 400,00 1,92
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M Z1 22 Z3 Z4 25 Z6 Z7 Z8 Z9 Z10 M K1 K2K3 K4 K5 KEK7 K8 KIK10 M B1 B2B3 B4 B5B6 B7 B8 B9 B10
3

— e O~ . -

- —— ‘i---—-
PRAJMER | PRAJMER | PRAJMER |

M Z1 7273 74 75 76 77 Z8 79 710 M K1 K2 K3 K4 K5 K6 K7 K8 KOK10 M B1 B2 B3 B4B5 B6 B7 B8 B9 B10

PRAIJMER I PRAJMER Il PRAJMER II

M Z1 72 73 74 75 76 27 78 79 710 M K1 K2 K3 K4 K5 K6 K7 KB K9 K10 M B1 B2 B3 B4 B5 B6 B7 B8 B9 B10
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PRAJMER 111 PRAJMER IlI PRAJMER Il

M 21 72 723 74 25 Z6 Z7 Z8 79 Z10 M K1 K2 K3 K4 K5 K6 K7 K8 K3 K10 M B1 B2 B3 B4 B5 B6 B7 B8 B9 B10
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Slika 1. Prikaz umnozenih DNK fragmenata kori$¢enjem Sest prajmera (I-V1); Z1-Z10 jedinke sa
lokaliteta SZ, K1-K10 jedinke sa lokaliteta UK, B1-B10 jedinke sa lokaliteta UB.
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Tabela 1. Prose¢ne vrednosti fizicko-hemijskih i hemijskih paramatara merenih na lokalitetima u slivu Dunava u okviru nadzornog monitoringa 2018.

godine i na lokalitetu na Savi (RS) koje su izmerene u toku 2015. godine (sr. vrednost + SE); podaci su preuzeti iz baze SEPA.

Parametri ﬁﬁg{; RS JDS33 JDS35 JDS36 JDS37 JDS40 JDS41
Antimon (Sb) pg/l n.d. n.d. 0,3+0,05 n.d. n.d. n.d. n.d.
Olovo (Pb)-rastvoreno pg/l n.d. 0,2+0,076 0,27 £ 0,02 1,2 +0,55 1,28 +0,62 0,36 +£ 0,06 n.d.
Ziva (Hg)-rastvorena po/l n.d. n.d. 0,04£0 n.d. n.d. n.d. n.d.
Antimon (Sb)-rastvoreni ug/l n.d. 0,025+ 0 0,3+0,05 n.d. 0,250 n.d. n.d.
Benzo(a)piren ug/l n.d. n.d. n.d. 0608311 0,001+£0,001 0,001 0,000 n.d.

) 0,0006 + 0,0014 + 0,002 + 0,001 +
para-terc-oktilfenol pg/l n.d. 0,0001 n.d. n.d. 0,0008 0.0006 0.0002
4-n-nonilfenol po/l n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.

Atrazin I n.d 0,0045 + 0,0011 + 0,0013 + 0,0031 + 0,0032 + 0,0041 +
Hg e 0,0025 0,0003 0,0004 0,0012 0,0007 0,0013
o 0,0008 +
Simazin pg/l n.d. n.d. 0,0003 n.d. n.d. n.d. n.d.
. 0,0008 + 0,0007 £
Terbutrin uo/l n.d. n.d. 0,0003 n.d. n.d. n.d. 0,0002
. . 0,0013 + 0,0007 £
Desetilatrazin po/l n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. 0,0006 0,0002
. - 0,003 + 0,0036 + 0,0057 + 0,0067 + 0,0093 £
Desetilterbutilazin ug/l n.d. 0,004 £ 0,002 0,0008 0,0008 0,0017 0,0039 0,0058
A 0,0058 + 0,0139 + 0,01571 £ 0,0287 0,0607 £
Terbutilazin ho/! n.d. 0,01£0,005 0,0028 0,0066 0,00729 0,0254 0,0473
0,0012 +
Acetohlor pg/l n.d. 0,0016 + 0,001 n.d. 0,0005 n.d. n.d. n.d.
Metolahlor pg/l n.d. 0,019 +0,01 0,01+0,01 0,027 + 0,028 + 0,0117 0,0736 + 0,086 +
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Diuron

Izoproturon
Indeno(1,2,3-c,d)piren
Benzo(b)fluoranten
Benzo(k)fluoranten

Fluoranten
Ziva (Hg)

Bisfenol A
Linuron

Metoksihlor

Kobalt (Co)-rastvoreni
Kobalt (Co)

Nitriti (NO2 -N)
Propazin
Kadmijum (Cd)-rastvoreni
Ortofosfati (PO, -P)
Kadmijum (Cd)

Amonijum (NH4 -N)

Mg/l
Mg/l

Mg/l

Mg/l

Mg/l

g/l
g/l
g/l
Mg/l
Mg/l

Mg/l

g/l
mg/l

Mg/l
g/l

mg/l

Mg/l
mg/I

n.d.

n.d.

n.d.

n.d.

n.d.

n.d.
n.d.
n.d.
n.d.
n.d.

n.d.

n.d.
0,015 £ 0,007
n.d.
0,034 £+ 0,029

0,060 = 0,031
0,08 £ 0,10

0,084 + 0,036

n.d.

0,0008 +
0,0002

n.d.

n.d.

n.d.

0,0003+0
n.d.
0,0028 + 0,002
n.d.
n.d.

0,03+£0
0,48 £ 0,195
0,015 + 0,002
n.d.
0,038 + 0,008

0,05 + 0,005
0,07 £ 0,01

0,09 + 0,014

n.d.
0,001 +
0,0002

n.d.

0,0006 +
0,0004

0,001 +
0,0006

0,0008 +
0,0003

n.d.
n.d.

n.d.

0,0012 +
0,0007

0,31+ 0,04
17,63 + 11,24
0,02 + 0,01
0,001 +0,00
0,024 + 0,005

0,044 + 0,005
0,03+ 0,01

0,1+0,011
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0,0089
n.d. n.d.
0,000 + 0,0017 +
0,0002 0,0004
0,0016 + 0,0007 +
0,0009 0,0005
0,000 + 0,0015 +
0,0004 0,0012
0,0008 + 0,0010 +
0,0004 0,0007
0,0031 + 0,0014 +
0,001 0,0005
n.d. n.d.
0,0671 + 0,0194 +
0,0209 0,0075

n.d. n.d.

n.d. n.d.
0,38+009  0,31%0,06
046+009  0,72+0,20
0,01+0,001 0,012+ 0,001

n.d. n.d.
0,03+0,005 0,08+ 0,017

06(,)3861 0,051 + 0,005
0,05+001 0,05+ 0,01
06%32101 0,212 + 0,0210

0,0637
n.d.

0,0011 +
0,0002

0,0007 +
0,0004

0,0006 +
0,0003

0,0006 +
0,0003

0,0005 +
0,0002

0,06 + 0,02

0,002 +
0,0006

n.d.
n.d.

0,33+ 0,05
0,66 £ 0,31
0,01+0
n.d.
0,037 £ 0,005

0,03+0
0,06 + 0,01

0,121 +0,011

Prilozi
0,077
n.d.

0,0015 +
0,0015

0,0007 +
0,0005

0,0008 +
0,0006

0,0007 +
0,0005

0,0004 +
0,0001

n.d.

0,0088 +
0,0029

n.d.
n.d.

0,29 £ 0,04
0,56 £ 0,193
0,02+0
n.d.
0,06 £ 0,011

0,07+0

0,12 + 0,06

0,113 +
0,022



Ukupni fosfor (P)
Hrom (Cr)-rastvoreni
Arsen (As)-rastvoreni
Bakar (Cu)-rastvoreni

Organski azot (N)

Nitrati (NO3; -N)

Arsen (As)
Olovo (Pb)
Ukupni azot (N)

Hrom (Cr)-ukupni

Cink (Zn) rastvoreni
Kalijum (K*)
BioloSka potrosnja kiseonika
(BPK-5)

Aluminijum (Al)-rastvoreni

Bakar (Cu)
Nikl (Ni)

Hemijska potro3nja kiseonika
(KMnO, )

Ukupni organski ugljenik (TOC)
Rastvoreni silikati (SiO, )

Mangan (Mn)-rastvoreni
Natrijum (Na*)

Magnezijum (Mg2*)

mg/I
Mg/l
g/l
Mg/l
mg/I
mg/l
Mg/l
g/l
mg/I
g/l
g/l
Mg/l

mg/I

g/l

Mg/l
g/l

mg/I

mg/l
mg/I

g/l
mg/I

mg/I

0,16 £0,11
0,325 + 0,650
0,433 0,404
0,483 = 0,755
0,727 + 0,672

0,79+0,21
1,150 + 0,164
1,367 +£2,052
1,627 + 0,709
1,867 + 3,071
1,950 £ 2,758
2,056 + 1,165

2,127 + 0,759

2,340 £5,232

3,150 + 1,420
3,283 + 2,897

3,527 + 1,186

5,073 £2,295
6,633 £ 1,240

8,569 *
13,435

8,800 + 3,086

13,091 +
3,807

0,11 + 0,009
1,78 +0,179
2,242 +0,25

20,217 + 5,804
0,572 + 0,095

0,8 +0,131
2,57 £ 0,259

1,575 + 0,483

1,48 + 0,14
3,83+0,934

167,5+ 31,476

3,65+ 0,175

1,617 £ 0,182

121,782
45,32

27,383 + 6,248
15,48 + 3,064

5,36 £ 0,426

4,43 +£0,278

7,292 £ 0,881
35,745 + 3,683
33,43 + 2,727

8,775 + 0,563

0,1+0,01
1,31+0,15
1,33+0,2
2,87+0,24
0,95+0,25
0,69 + 0,06
1,43 +0,19
1,12+0,28
1,69 + 0,26
4,66 £ 0,99
8,99 +£0,94
2,22 +0,45

2,22+0,45

11,97 £ 3,6

6,48 +1,3
8,78 £ 1,86

4,02 +0,32

3,35+0,24
5,9+0,92

8,36 £ 1,56
9,66 £1,27

16,03 +£1,93
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0,09+0,01
0,92 + 0,26
1,4+0,12
3,25 + 0,69
0,38 £ 0,08
0,64 + 0,05
2,93+1,13
3,18+1,74
1,17 + 0,09
2,66 + 0,89
7,15+0,95
1,76 +0,18

1,78 +£0,21

33,65 +
23,26

5,85+ 0,68
4,52 +£1,87

3,06 £0,39

3,67 +0,35
518 +0,4

8,9+1,68
9,08 +1,25

11,04+0,9

0,13+0,01
0,87 + 0,30
1,43 +0,14
3,64 +0,90
0,71+0,11
0,88 + 0,09
2,57 +0,60
4,49 + 2,60
1,83 +0,20
9,01 +5,74
6,43+ 1,12
2,92 +0,27

2,42 +£0,31

26,45 + 18,92

6,94 + 0,89
2,45+ 0,45

4,47 £0,77

4,06 £ 0,40
4,37 £0,61

9,1+33

13,43 + 0,888

13,27 £ 0,65

0,1+0,01
9,1+8,36
1,78 + 0,27
8,96 + 1,54
0,3 +0,05
1,16 + 0,13
2,48 + 0,37
2,11+0,67
1,6 £0,16
3,94 +1,48

42,87 +10,33

2,2%0,18

1,78 +£0,23

88,76 + 34,37

17,34 + 3,04
7,78 +1,48

4,26 + 0,32

3,83+ 0,26
5,13+ 0,58

10,1 +1,78
16,21 £ 1,27

11,57 £ 0,48

Prilozi
0,18 £ 0,03
0,93 £ 0,228
1,818 £0,22
3,76 £ 0,675
0,89+0,11
0,88 + 0,09
2,25+ 0,22
1,69 £ 0,66
1,86 £ 0,15
283+11
9,9+ 1,37
2,68+0,2

20,1

19,956 +
4,85

6,31 +1,01
3,1+ 157,57

3,36 £0,24

3,52 +0,33
5,95 + 0,58

5,85+0,85
13,97+0,9

13,14+ 15



Hloridi (CI-)

Sulfati (SO, 2°)
Nikl (Ni)-rastvoreni
Gvozde (Fe)-rastvoreno
Bor (B)

Cink (Zn)

Bor (B)-rastvoreni
Mangan (Mn)
Kalcijum (Ca?+)
Aluminijum (Al)
Ukupne rastvorene soli

Elektroprovodljivost

Gvozde (Fe)

mg/l

mg/I
g/l
Mg/l
g/l
Mg/l
g/l

ug/l
mg/l
mg/I
mg/l
us/cm?

Mg/l

16,270 +
7,799

18,364 *
3,414

18,367

18,900 *
27,293

25,460+ 6,266

26,367
35,029

33,10

47,283 +
65,754

62,273 +
12,330

102,720 +
22,587

234,818
32,363

398,182
59,457

306,73 +
351,64

42,48 + 4,425

38,083 + 2,832
12,23 £ 2,897
140,73 + 41,79

51,95 + 4,644

229,38
37,026

48,967 + 4,121

71,583 +
13,672

48,6 +1,738

885,236
357,936

273,58 + 13,24

459,75 + 25,95

1273,33 +
481,682

25,67 + 3,08

20,42 £2,19
2,49+0,21
18,96 +5,3
11,22 + 3,06
23,98 +4,34
10 + 3,06

69,28 +£12,76

64,82 + 2,27
658,33 +
139,74

253,75
11,94

439,08 +
20,93

1012,99 +
214,08
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21,58 + 3,13

15,67 £ 0,85

1,77 £ 0,21

37,29 £
12,64

20,12 £2,12
16,02+2,1
192+22

35,89+9,71

64,98 + 2,08
198,13 =
42,3

238,25 +
11,74

419,08 +
21,18

377,24 +
58,94

20,09 +1,02

26 + 1,63
1,21 +0,10
37,49 + 13,73
23,43 + 4,07
20,84 + 4,18
18,94 + 4,06

40,14 + 6,20

53,08 £ 2,04

439,17
184,43

227 £ 8,94

396,58 + 15,45

736,95
185,83

24,46 £ 211

315+1,71

3,96 £ 0,83
110,67 + 24,2
34,56 + 4,23
74,37 + 20,86
32,01 + 3,64

60,42 + 12,36

54,16 + 1,58

767,6 £
408,52

250,5+ 7,76

416,5 + 16,05

1069,03 +
357,43

Prilozi

18,63 £ 0,84

28,25+29
1,97 £ 0,29
22,24 + 8,52
26,06 + 1,06
13,28 +1,87
23,97 +2,03

29,42 £ 7,76

56,15+ 1,49

388,66 +
0,19

232,17+ 6,06

403,75 +
11,41

656,05 +
216,68
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Tabela 2. Prikaz prose¢nih koncentracija jedinjenja prac¢enih tokom 2018. u okviru SEPA nadzornog monitoringa lokaliteta u slivu Dunava i SumTU
vrednosti dobijene na osnovu detektovanih koncentracija i PNEC vrednosti (preuzete iz baze podataka NORMAN udruZenja i agencije ECHA); crveno
oznacene vrednosti - koncentracije koje su vise u odnosu na PNEC vrednosti.
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Lokaliteti
Detektovane supstance (ug/l) ?;Tglil(): JDS33 JDS35 JDS36 JDS37 JDS40 JDS41

Benzo(a)piren 0,27 n.d. n.d. 0&)0,8(1)861 0(’)(’)831201 06?88541 n.d.
Benzo(g hipiren 00082 md Topen” 00014200008 Syorot  Tohoes opoos
Benzo(b)fluoranten 0,017 n.d. 000(())(())(()5 4i 0,0009 + 0,0004 06?835; 0(,)(,)(())(())(6)33i 0(,)(,)(())(?:)36i
Benzo(k)fluoranten 0,017 n.d. 0(')?83861 0,0008 + 0,0004 06?83871 06?888; 06?885;
Fluoranter ooes oo™ Toooos 000810001 Yot oo oooor
Indeno(1.2.3-c,d)piren 0,27 n.d. n.d. 0,0016 + 0,0009 0(,)(’)(())(())551 06(,)(())8541 06?88;;
Bisfenol A 0,24 0’8%%21 n.d. 0,0671 + 0,0209 06(,)38;1; 06(,)88;111 06?8328;

para-terc-oktilfenol 0.1 06?88311 nd. 0,0005 + 0 06?83038* 0,002 +0,0006 0,001 + 0,0002

Atazi 06 “ooos  oooos 0001300004 Corent  Theer  ooois

Simazin 1 n.d. 06?88(?; n.d. n.d. n.d. n.d.
Terbutrin 0,065 n.d. 0(’)(’)833; n.d. n.d. n.d. 06?885;
Desetilatrazin 8,29 n.d. n.d. n.d. n.d. 06?83361 Oé?gggzi



Propazin
Desetilterbutilazin

Terbutilazin
Desizoprpilatrazin

Acetohlor

Metolahlor

Izoproturon

Metoksihlor
Gama-HCH (Lindan)

Metolahlor

Gvozde (Fe)-rastvoreno

Mangan (Mn)-rastvoreni

Cink (Zn)-rastvoreni

Bakar (Cu)-rastvoreni

Hrom (Cr)-rastvoreni

Olovo (Pb)-rastvoreno

0,18

0,25

0,06
0,39

11,8

0,2

0,1

0,3
0,02

0,5

1000

34

17

11

3,4

2,4

n.d.
0,004 +
0,002

0,01+
0,005

n.d.

0,0016 +
0,001

0,019 =
0,01

0,0008 +
0,0002
n.d.

n.d.

0,019 =
0,01

140,73 =
41,79

35,74
3,68

167,5 +
31,476

20,22 £
5,80

1,78 =
0,179

0,20 £

n.d.

0,003 = 0,0008

0,0058 +
0,0028

n.d.

n.d.

0,01 +0,01

0,001 + 0,0002

0,0012 +
0,0007

n.d.

0,01 +0,01

18,96 £5,3

8,36 + 1,56

8,99 £ 0,94

2,87+0,24

1,31 +0,15

0,27 + 0,02

n.d.

0,0036 + 0,0008

0,0139 + 0,0066
0,0019 + 0,0014

0,0012 + 0,0005

0,027 + 0,0089

0,0009 + 0,0002

n.d.
0,0007 + 0,0002

0,027 + 0,0089

37,29 + 12,64

8,90 + 1,68

7,15+0,95

3,25 + 0,69

0,92 + 0,26

1,20 + 0,55
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n.d.

0,0057 +
0,0017

0,0157 +
0,0072

n.d.

n.d.

0,028 +0,0118

0,0017 +
0,0004

n.d.
n.d.

0,028 +0,0118

37,49 + 13,73

9,10 + 3,30

6,43 +1,12

3,64+0,9

0,875 + 0,305

1,28 + 0,62

n.d.

0,0067 +
0,0039

0,0287 +
0,0254

n.d.

n.d.

0,074 + 0,064

n.d.

0,0736 +
0,0637

n.d.

n.d.

110,67 £ 24,2

10,10 +£1,78

42,87 + 10,33

8,96 + 1,54

9,1+8,36

0,36 + 0,06

Prilozi

0,0005 +
0,0002

0,0093 +
0,0058

0,0607
0,0473

n.d.

n.d.

0,086 + 0,077

0,0015 +
0,0015

n.d.
n.d.

0,086 + 0,077

22,24 + 8,52

5,85+ 0,85

3,76 £ 0,675

3,76 £ 0,675

0,93 +0,228

n.d.



Kadmijum (Cd)-rastvoreni

Nikl (Ni)-rastvoreni

Aluminijum (Al)-rastvoreni

Kobalt (Co)-rastvoreni
Antimon (Sb)-rastvoreni

Arsen (As)-rastvoreni

Bor (B)-rastvoreni

Sum TU

0,19

550

0,62
1770

5,6

2900

0,08

0,038
0,008

12,23 +
2,897

121,782
45,32

0,03+0

n.d.

2,24 +
0,25

48,967 +
4,121

17,49

0,024 + 0,005

2,49 +0,21

11,97+ 3,6

0,31+0,04
0,3+0,05

1,33+0,2

10 + 3,06

5,06

0,03 + 0,005

1,77 +0,21

33,65 + 23,26

0,38 +£ 0,09
n.d.

1,4+0,12

192+22

5,22

0,08 £ 0,017

1,21+0,1

26,45 + 18,92

0,31 +0,06
n.d.

1,43+0,14

18,94 + 4,06

4,84

0,037 + 0,005

3,96 + 0,83

88,76 + 34,37

0,33+0,05
n.d.

1,78 + 0,27

32,01 +£3,64

9,99

Prilozi

0,06 £ 0,011

1,973 £ 0,291

19,956 + 4,85

0,29 £ 0,04
n.d.

1,82 +0,22

23,97 2,03

5,20

*n.d. — nije detektovano
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Tabela 3. Prikaz prose¢ne duzine, mase i kondicionog indeksa jedinki uklija uzorkovanih na
lokalitetima u slivu Dunava (sr. vrednost + SE); koriS¢eni testovi: one-way ANOVA i Tukey's post-

hoc, p<0,05.
Lokaliteti Ukupna duzina (cm) Masa(g)  Kondicioni indeks

Tisa JDS33 10,24 £ 0,22 7,30 £0,45 0,67 +0,01®
JDS35 11,13+ 0,54 10,20 £ 1,77 0,67 +0,02%

Sava JDS36 10,35+ 0,24 5,90 £ 0,28 0,54 +0,02°
JDS37 9,46 £ 0,26 5,40+ 0,43 0,63 +0,03%

Dunav  JDS40 8,78 £0,14 4,80 + 0,42 0,71 +0,06°
JDS41 8,84 £ 0,33 4,70 £0,33 0,69 + 0,04%
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Tabela 4. Prikaz koncentracije DNK jedinki uklija i vrednosti odnosa absorbanci talasnih duzina

260 nm i 280 nm (A260nm/A280nm).

Lokalitet Sifra jedinke Koncentracija DNK (ng/pl)  Azsonm/Azg0nm

331 6550 2,00
332 157,60 201
333 15455 197
334 7310 201
335 110,80 198
JDS33 33 6 124.25 199
337 308,0 101
338 122,30 195
339 136,20 195
3310 155,0 1.96
351 132,60 1.99
35 2 142.4 199
353 175.0 194
35 4 123,60 198
355 150,55 198
JDS35 35 6 185,10 196
357 185.30 196
358 220,50 194
359 178,55 195
35 10 194,40 195
36 1 85 300 184
36 2 149,30 1,90
36 3 216.65 189
36 4 103.15 101
36 5 273.4 188
JDS36 36 6 175.9 1,90
367 22310 189
36 8 215.00 187
369 231,55 1,90
36 10 214.90 101
371 303.95 1.89
372 146,95 184
373 496 60 186
37 4 184,45 184
375 434,30 192
JDS37 376 32095 192
377 45090 190
378 563.85 189
379 257,15 187
3710 188,20 186
401 233.75 193
40 2 263.6 1,90
403 199.6 1901
404 267 15 101
IDS40 405 103,0 196
406 270,20 189
407 48130 193
408 248,30 1,90
409 857.40 195
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4010 542,10 1,95
40 10 764.15 194
411 112.15 178
412 359 05 190
413 208,40 183
414 180,20 185
415 272.0 185
JDS41 416 170,45 185
417 355 05 191
418 213,65 186
419 2655 187
4110 198,25 185
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JDS 33 535
PRAJMER | JMER |

910 M1
L2 |

JDS 40
PRAJMER Il

8 9 10M

JDS 40
PRAJMER il

10 M 1 2 8 9 1 7 8 9 10 M1
2] -

JOS 36 JD JDS 40
PRAJMER IV / PRAJMER IV

JOS 35
PRAJMER V

JDS 36 JD JDS 41
PRAJMER VI PRAJMER PRAJMER VI

Slika 1. Prikaz umnozenih DNK fragmenata kori$¢enjem Sest prajmera (I-V1).
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BIOGRAFIJA

Jovana M. Jovanovi¢ Mari¢ rodena je 18.08.1992. godine u UZicu. Osnovne akademske
studije upisala je 2011. godine na Bioloskom fakultetu Univerziteta u Beogradu, studijska grupa
Biologija, a 2015. godine upisala je master akademske studije, studijska grupa Biologija, modul
Biologija mikroorganizama. Master rad pod nazivom ,,Procena genotoksi¢nog potencijala vode reke
Adide (Italija) i njenog sliva prokariotskim 1 eukariotskim testovima” uraden je pod rukovodstvom
prof. dr Branke Vukuovi¢-Gaci¢ i dr Stoimira Kolareviéa i 2016. godine je odbranjen ocenom 10.

Doktorske akademske studije upisala je 2016. godine, studijska grupa Biologija, modul
Biologija mikroorganizama na BiolosSkom fakultetu Univerziteta u Beogradu. Od maja 2018. do
decembra 2020. godine Jovana Jovanovi¢ Mari¢ je stipendista Ministarstva prosvete, nauke i
tehnoloSkog razvoja na projektu ,,Merenje i modeliranje fizickih, hemijskih, bioloskih i
morfodinamickih parametara reka i vodnih akumulacija® (TR37009) na Institutu za bioloska
istrazivanja ,,SiniSa Stankovi¢“ — Institut od nacionalnog znacaja za Republiku Srbiju, Univerziteta
u Beogradu, na Odeljenju za hidroekologiju i zastitu voda. Takode, ucestvovala je u realizaciji
nekoliko nacionalnih i medunarodnih projekata.

Od 2018. godine ¢lan je Srpskog biolosSkog drustva, od 2020. godine je ¢lan Srpskog drustva
za zaStitu voda, a od 2021. godine ¢lan Drustva genetiCara Srbije, European Environmental
Mutagen Society (EEMS), EEMS International Comet Assay Working Group i EEMS New
Investigators Group.

Do sada je objavila 9 radova u medunarodnim nau¢nim c¢asopisima, 2 poglavlja u
monografiji i imala 11 saopStenja na naucnim skupovima u zemlji i inostranstvu.



Mpunor 1.

Mzjaea o ayTopcTBy

Momnucadu-a Josana Jeanoeuh Mapuh
Gpoj nioekca B3010/20168

Hzjaemyjem
A2 je AOKTOPCKA OUCEepTaunja nog HACHoBok
< 1poueHa oceTrLHBOCTH i WMo W in Wivo TECTOBE Y EKOTEHOTOKCMEONOTMIK M hopMyNucake
CMEDHWUEA 38 lUXOEY ApUMEHY Y WCTOSHMBAHUME HE BENUKMM DABHAYADCEMM perama’

*  pEIYNTAT CONCTBEHOr UCTPaMMBaYKOr paaa,

« 03 NpeOnoxeHs QucepTaguja ¥ UemnuHe HKW Y OSMoBKME Huje DUna npegnoseHa sa
Aofvjake GUNo Koje gMNNoMe Npema CTYOMCKUM NROTPAMIME JRYITHX BHCOKOLLIKGNGKMY
YCTAHOBA,

* 03 Cy PesyNTaTH KOPEKTHD HAESNEHN 1
®  Jl@ HWCAM KPLWKO/NE ayTORCKA NPABE W KOPWMCTUO WHTENSKTYANHY CBOJMHY ApYriy nuua.

MoTnue AoKTopadaa

Y Beorpagy,
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NMpunor 2.

WMzjaBa 0 LICTOBETHOCTH WITaAMNAaHe W eNeKTPOHCKe Bepauje
OOKTOpCKOr paga

Mwme W npesdne aytopa Josada Josanoewh Mapuh

Bpoj uuperca B3010M2016

CTyawjcen nporpas EMonoriia

Hacnce paga JlpouysHa cceTleMBOCTH i wilks # it vivd TECTOES ¥ SKOrSHOTOKCMKONOTMM 1
0P MY IUCAKE CMECHKULE 33 HeWE0 2y MPWMeRY Y MCTREHWEI R MME HE BENKMEAM DEEHINYEDCEME

pexama”
MewTop npod. Ap Bpanka Byroswh-Cagwh, gp Maprapeta Kpauvd-Konapesuh
Motnkcanw’a Joeara Jopanosuh Mapuh

Wsjaercyjem Aa j@ wramnaHa Bep3Mja MOr QOKTOPCKOr Paga UCTOBETHA BNEKTPOHCKD] BERIU|W
Kojy cam npegac/na 3a ofjasrbvEarse Ha noprany [JWruTtanHor penozMTopujyma
YHueepsuTeTa y Beorpany.

dozecreasad ga ce ofjaee mMojW NWHHK Nodauy BesaHr 3a 0o0Mjame aKaneMckor 3Earka
AOKTORA HAYKS, KAD WTO Oy MME W Npe3umMe, roguHa W MecTo pofielsa v gatym oafpade paga.

OBy NW4HKM Nofaun mory ce objaBrTH Ha MDEWHWM CTpaHWuama aurnTan+e Gunuotexe, y
EMEKTPOHCKOM KaTanory Wy nyBnukauwjama YHueepauteta y Beorpany.
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¥ Beorpany,
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Mpunor 3.

MzjaBa o kopuwhersy

Osnawhyjem YHweepautetcky OGwbnwuorexy ,Ceetozap Maproswh® pa v Ourvransu
EENCIMTORU]YM YHUBERIWTETA ¥ BeOrpagy yHECE MOjy QOKTOPCKY AWCERTAUWY NoO HACNOBOM,

JPoUBHE OCETIRMEDCTI i WD W jN Wvo TECTORE ¥ Ex0I8HD TORCHEONONMM U hopMynucae
CMEDHWMUE 38 MXCBY MPUMEHY ¥ MCTDEMHEAH:MMA HE BENKEKM DEBHAMEDCKEM pexkama”

KOja 8 MOje ayTopcKo gsno.

Ouceptauujy ca CBMM NPUNCIMMa Npegacina cam y eNekTROHCKoM $OoDmMaTy NorogHoM 2a
TPE|HO ApXMBMpaHE.

Mojy aoktopcky aucepTauujy noxpaksedy y [JuratanHu pencanTopujym YHueepadtara y
Beorpagy mory ga kopucTe CBM KOjW nowTyjy ogpente cagpxare y ogabpaHom TNy NUUeHue
Kpeatvene sajegnuvue (Creative Comimons) 3a Kojy cam ce ognyywoina.

1. AyTopcTeo
2. AYTORCTARD - HEROMEpRLUW|janHD
@Ay‘mpmnu — HeKOMepLUMjanHo — Bea npepage
4. AYTOPCTBO — HEKOMEPLMHJENHO — GEMNATA NOG HCTUM YCNoBMMA
8. AyropcTeo — Gea npepans
6. AYTOPCTEO — DEMMTH Mo HCTUM YeNoBKMMa

iMonunMe 0a 3aokpyRUTE CAMO je0HY O WEST NoHYH MU NMUEHUM, KDATAK ONWe NMUSHLW 0aT
j& Ha nonefl i nueTa).

MoTnMe gokTopanaa

¥ Beorpagy,




1. AytopcTeo - JoseoreasaTe yMHOMEBaWLE, OWMCTEWOYUM)Y W [@BHO CaonwTagake Aena, W
Npepafe, ako ce HABEAe MME 3yTopa HA HadqWH oapshed of cTpade ayTopa MNM gasacua
NWUSHUE, 48K ¥ y KoMEpUMjanHe cepxe, JBo je HajcnoboaHwa o cenx nuusHun.

2. AyTopcTEC — HekoMmepuujando. [Jodscreaeate YMHOWAEARE, OWMCTEMBYUWY W jaBHo
CEONWTARAHE 0203, W Npepane. ko C8 HAaBSAE WME ayTopa Ha HadkH oapefieH oa cTpaHe
ayTopa WnW Aaeacya nugedus. Osa nuueHya He A03B0MeA3a KOMERUMjANHY ynoTpedy aena.

3. AyTopcTED - HeKoMepumjanio — Ges npepage. JossommasaTte ymHowasamke, gucTpuByLwjy
W jaBHo caonwTapake gena, Gez npowmeHa, npeobnrkosarsa wnk ynoTpeSe gena y ceom geny,
8KO C2 HAaBSOe vMe ayTopa Ha HauwuH ogpehen of cTpade ayTopa Wnu gasacua nuuekue. Oea
nWusHUa He OO3B0MLABE KOMEpUWjanHy ynoTpeSy Oena. ¥ OOHOCY HE CBE OCTAne NUUEHUE,
OBOM NWUSHLOM e orpaHuyaea Hajeehu oSum npaea kopywhera jena.

4. AYTOPCTRO - HEKOMEDLMJANHD — AENWTY NOG WCTHUM YCNoEMMA. J0IB0IbaBATE YMHOREEEE,

AMCTRABYLM]Y 1 jaBHO CAOMILTSBAHE A2na, W Npepasge, ako ct HARSOES UME ayTORa Ha HEYMKH
oppefEd o CTPaHe ayTopa WMk NaEa0LUa NWUEHUE W ako o npepana ancTpubyupa nog WeTom
WKW cnMYHOM nuueHuoM. OBa NUUSHUS He Q03B0ILEEA KOMEDUWjENHY ynoTpeby nena w
npepana.

5. AyTopeteo — Bes npepape. [Joleorbapate  ymHomasaree, awctpubyuwiy w o jaeno
CAONWTaBaKke Aena, B2z npomena, npeobnUKORaHA HNH yRoTpafe nena v ceoM Jeny, ako ce
HEBEAE WME AYyTOpa Ha Hauvd oapefed o cTpade ayTopa WNK ORBEaoUa NHueHue. Osa
NMUEHLA No3B0MEABA KOMepUMjanHy ynotpeby gena,

8. AyTOpCTED - AENUTH NoJ WCTHM YenoBMa. [oseorasaTte yMmuowasake, AWCTRUSYLWY W
JaBHO CAONWTaEare Aena, W Npepafje, ako 08 HABSOEe MME 3yTOopd Ha Hauwk ogpefad of
CTpaHe ayTopa WNW OS88043 NMUEHUE W ako ce Npepana AWMcTpUBYWpa nog WcTom WM
CANYHOM nUueHUoM. 0Ba NMueHUs AosBCrbaEa kOMeRLUMjandy ynotpeby nena v npepana.
Crnndka je codTeepckMm NWUSHLEME, OOHOCHD MALUEHLAMS OTEOPEHOT KoOa.
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