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REZIME

JDS3 (The Joint Danube Survey 3) je bila najveca ckspedicija na rekama u toku 2013. godine. Zbog
obima uzoraka i analiza koje se primenjuju na prikupljenim uzorcima, JDS je predstavljao idealnu
priliku da se ispita prisustvo genotoksi¢nog zagadenja u reci Dunav. Za detekciju ojteéenja na molekulu
DNK kao mere genotoksi¢nosti koris¢en je komet test na hemocitama $koljki Unio sp. i Sinanodanta
woodiana i na eritrocitima riba Alburnus alburnus i Neogobius sp. Dobijeni rezultati su pokazali najvisi
nivo odte¢enja DNK u jedinkama prikupljenim u gornjem i srednjem toku reke Dunav.

KLJUCNE RECI: Reka Dunav, komet test, genotoksicnost

JDS3 - ASSESMENT OF WATER QUALITY OF THE DANUBE
RIVER BY COMET ASSAY ON HAEMOLYMPH OF
FRESHWATER MUSSELS AND BLOOD OF FRESHWATER
FISH

ABSTRACT

The Joint Danube Survey 3 (JDS3) is the world’s biggest river research expedition of its kind in 2013 It
was perfect opportunity to investigate presence od genotoxic pollution in the Danube River. Comet
assay was performed on haemocytes of mussels Unio sp. and Sinanodanta woodiana and erytrocytes of
fish Alburnus alburnus and Neogobius sp. The results indicated presence of genotoxic pollution at some
parts of the river. The highest levels of DNA damage were detected in animals collected in upper and
middle course, while the lowest level was detected in animals from lower course of the Danube River.

KEYWORDS: the Danube River, comet assay, genotoxicity

uvoD

JDS3 (The Joint Danube Survey 3), najveéa ekspedicija na rekama u toku 2013. godine, je rezultat
medunarodne saradnje 14 drzava Dunavskog sliva i Evropske komisije. JDS se organizuje svakih 6
godina, JDSI1 je organizovan 2001. a JDS2 2007. Sama ckspedicije je trajala 6 sedmica pri &emu je
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kroz 10 drzava pokriveno 2,375 re€nih km. Obradeno je 68 lokaliteta. Prilikom uzorkovanja, korid¢en
brod Argus na kom se nalazila i glavna laboratorija za obradu uzoraka na terenu (ICPDR, 2013).

Tokom prethodnih studija pokazali smo da se slatkovodne 3koljke i slatkovodne ribe mogu koristi kao
pouzdani bionidikatori (Kolarevi¢ i sar., 2011, Sunjog i sar., 2012a-c, Kolarevi¢ i sar., 2013, Sunjog i
sar., 2013ab, Vukovié-Gagi¢ i sar., 2013, Sunjog i sar., 2014). Takode detektovali smo genotoksi¢ni
potenicjal na istraZivanim lokalitetima na reci Dunav kao i u pritokama Dunava, reci Savi i reci Velika
Morava. JDS3 je bila idealna prilika da se uporedi odgovor razli¢itih bioindikatorskih organizama
uzimajuéi u obzir broj lokaliteta na kojim se sprovodilo istraZivanje. Odabrali smo Unio sp. kao
autohtonu vrstu slatkovodne 3koljke, invazivnu vrstu slatkovodne 3koljke Sinanodonta woodiana,
autohtonu vrstu ribe Alburnus alburnus i Neogobius sp. kao invazivnu vrstu ribe.

U prethodnim studijama pokazano je da se u hemocitama 3koljki i eritrocitima riba mogu detektovati
efekti genotoksi¢nih polutanata. Najveca prednost u odosu na ostala tkiva (kao Sto su 3krge, jetra
digestivna Zlezda) jeste jednostavna manipulacija prilikom pripreme uzoraka za analizu kao i brzo
uzorkovanje na osnovu &ega su ova tkiva (hemolimfa i krv) bila idealna za uslove ekspedicije.

U cilju detekcije prisustva genotoksi¢nih supstanci u reci Dunav, tokom meseca avgusta i septembra
2013. vrieno je uzorkovanje jedinki Unio sp. na 31 lokalitetn. Jedinke vrste S. woodiana su
prikupljene sa 15 lokaliteta. Jedinke A.alburnus na 12 a Neogobius sp. na 13 lokaliteta. Uzorci sa
odabranih lokaliteta ispitivani su primenom komet testa koji se u prethodnim istraZivanjima pokazao
kao veoma pouzdana metoda za procenu genotoksitnosti (Sunjog i sar., 2013b). Komet test
(elektroforeza pojedinagnih ¢elija (SCGE)) ima Siroku primenu kao relativno jednostavna i osetljiva
metoda za procenu odtecenja DNK molekula u organizmima izlozenim raznim mutagenima u Zivotnoj
sredini (Jha, 2004, Dhawan i sar. 2009). Test se bazira na elektroforetskom razdvajanju molekula
DNK razligite velitine. U prisustvu genotoksi¢nih agenasa dolazi do nastajanja jedno i dvolananih
prekida molekula DNK a samim tim i do nastanka fragmenata DNK razligite duZine. Ukoliko se jedro
sa nastalim prekidima u DNK molekulima nade u elektricnom polju, nastali fragmenti ¢e se odvajati
od jedra i formirati karakteristiénu strukturu u obliku repa komete po ¢emu je i sam test dobio ime
(Slika 1).

Slika 1. Prikaz nukleoida hemocite Unio sp. sa razli¢itom stopom o3tecenja
Fig. 1. Damaged nucleoid of haemocyte of Unio sp. with different level of DNA damage

MATERIJAL IMETODE

Tokom istraZivanja analizirani su uzorci ukupno 217 jedinki $koljki i 98 jedinki riba. Jedinke Unio sp.
su nadene na 31 lokalitetu, S. woodiana na 15 lokaliteta, A.alburnus na 12 a Neogobius sp. na 13
lokaliteta. Skoljke su prikupljane pomoéu bentolodke dred?e i ronjenjem dok su ribe hvatane
elektroribolovom. Sa lokaliteta je prikupljano po 4 jedinke odabranih vrsta. Eksperimentalna
procedura komet testa radena je u laboratoriji broda Argus na samom lokalitetu. Analize hemolimfe su
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radene u roku 2h od trenutka uzorkovanja. Uzorak hemolimfe vaden je direktnom punkcijom u misi¢
aduktor prikupljenih jedinki. Analize krvi riba su radene 24h od trenutka uzorkovanja. Krv je vadena
heparizovanim $pricom iz kaudalne vene i razblaZivana 20x u fizioloskom medijumu pri cemu je
suspenzija Euvana na 4°C do trenutka analize. Suspenzije ¢elija odabranih tkiva koriéene su za komet
test po proceduri koju je opisao Singh i sar. (1988). Ploice sa ¢elijama fiksiranim u agarozu potapane
su 3h u rastvor za lizu da bi se uklonila éelijska membrana. Ploice su potom potapane na 20 minuta u
rastvor za denaturaciju kako bi se rasplela dvolanéana DNK i omogucio dalji rad sa jednolanéanim
molekulima. Elektroforeza se odvijala 20 minuta pri voltazi 0.75 V/cm i jagini struje od 300 mA. Po
zavrietku procedure, preparati su fiksirani u metanolu i transportovani do laboratorije Katedre za
mikrobiologiju. Preparati su analizirani na fluorescentnom mikroskopu (Leica, DMLS, Austria,
excitation filter 510-560 nm, barrier filter 590 nm). Analizirano je 50 éelija po preparatu pomocu
softvera Comet Assay IV (Perceptive Instruments, UK). Procenat intenziteta fluorescencije u repu
komete TI% (eng. - Tail intensity) je odabran kao najrelevantniji pokazatel] oiteéenja.

STATISTICKA ANALIZA

Rezultati su analizirani primenom analize varijanse (one-way ANOVA) sa nivoom znagajnosti p <
0.05.

REZULTATI I DISKUSIJA

Rezultati su analizirani po scktorima na osnovu podele predloZene od strane Robert i sar. (2003). Na
slici 2., predstavljene su srednje vrednosti TI% za svaku jedinku pojedina¢no. Na slici su naznadene i
granice izmédu sektora.

U sektoru IL na lokalitetu JDS4 primeéen je povifen nivo oltecenja (najverovatnije uticaj
Degenndorfa) medutim razlika u nivou osteéenja na ovom i na lokalitetu JDS5 nije signifikantna.

U sektoru ITI, primeceno je snizenje DNK ostecenja na lokalitetu blizem sektoru IV.

U sektoru IV, znatno niZe odteéenje je detektovano u jedinkama iz pritoke Vah (JDS18) u poredenju
sa jedinkama sa lokaliteta na Dunavu. Kod jedinki S. woodiana na lokalitetu JDS15 detektovano je
najvise odteéenje u ovom sektoru.

U sektoru V, primeéeno je neznatno variranje u ofteéenju DNK na razlicitim lokalitetima. Uticaj
Budimpeste nije detektovan (JDS22).

U sektoru VI, nivo oteéenja potinje naglo da raste u jedinkama iz Drave kao i nizvodno od u¢a ove
pritoke (JDS29). Najvisi nivo oSteenja je detektovan u jedinkama sa lokaliteta JDS31 (Ilok, Batka
Palanka) nakon &ega o3tecenje potinje da opada. Uticaj Beograd i Panteva nije detektovan, &ak je na
ova dva lokaliteta (JDS38 i 39) u potezu od ui¢a Drave do uéa Velike Morave detektovan najniZi
nivo o¥teéenja. Neophodno je naglasiti da na ovim tatkama veliki uticaj ima reka Sava. U sektoru su
detektovane povisene vrednosti na lokalitetu nadomak Smedereva (JDS40) kao i na lokalitetu 1DS42
{nizvodno od Velike Morave). Porededi sa drugim sektorima reke, ovaj sektor se moZe okarakterisati
kao najzagadeniji. Uzrok se moZe nadi i u velikim kolitinama nepreradene ili nepropisno preradene
otpadne vode koja se u ovom sektoru ispuita u reku Dunav.

U sektoru VII, je evidentno postepeno sniZavanje nivoa oiteéenja DNK. NajniZe vrednosti zabe
su na lokalitetu JDS44 (Golubac). s : r -
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U sektoru VIII, najniZe oiteéenje DNK je detektovano u jedinkama sa lokaliteta JDS52 (Nizvodno od
reke Olt). Najvisi nivo oteéenja detektovan je u jedinka 4. alburnus na lokalitetu JDS47 (uzvodno od
Timoka). Nagli skok u ofteéenju detektovan je u jedinkama sa lokaliteta nizvodno od luka
Zimnicea/Svistov (JDS53).

U sektoru IX, nije primeéena razlika u nivou osteéenja u jedinkama iz Dunava i jedinkama iz pritoke
Prut (JDS64), blag porast oSteéenja detektovan je nizvodno od grada Reni (JDS635).

U sektoru X, je primeéeno povisenje nivoa oste¢enja DNK u odnosu na prethodni sektor. U rukaveu
Sf. George (JDS68) je zabeleZeno znatno niZe ostecenje nego u Kilia i Sulina rukaveu (JDS66 i 67).
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Slika 2. O3teéenje molekula DNK prikazano putem parametra TI% u hemolimfi $koljki i krvi riba sakupljenim
tokom ekspedicije JDS3
Fig. 2 Level of DNA damage assessed by TI% in haemolymph of mussels and fish blood, specimens
collected during JDS3

Lokaliteti na kojima je zabeleZen porast oste¢enja su pod uticajem zagadenja poreklom iz razli¢itih
izvora. Detektovan je uticaj otpadnih voda razliGitih naselja, industrije, luka i poljoprivrede.
Detektovan je i uticaj pritoka Dunava na nivo zagadenja. Takode, primecena je i signifikantna
korelacija u odgovoru izmedu razli&itih vrsta $koljki, kao i u odgovoru riba i $koljki.

ZALJUCAK

Rezultati ukazuju na prisustvo genotoksi¢nog zagadenja u reci Dunav. Sli¢an odgovor izmedu
razligitih vrsta organizama na kojim je raden biomonitoring potvrduje njihovu pouzdanost u smislu
indikatorskih organizama. Na osnovu rezultata hemijskih analiza vode i sedimenta, koji se u ovom
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trenutku jo§ uvek procesuju, modi ¢e se izvuéi zakljudci o uzroku i poreklu detektovanog
genotoksiénog potencijala na prou¢avanim lokalitetima.

ZAHVALNICA

Sprovedeno istraZivanje radeno je u okviru ekspedicije JDS3 organizovane od strane Medunarodne
komisije za za3titu reke Dunav. Radene analize predstavljaju dodatni istraZivatki program
organizovan od strane Katedre za mikrobiologiju Bioloskog fakulteta, Instituta za bioloka
istraZivanja ,,Sini%a Stankovi¢™ i Instituta za multidisciplinarne studije prilikom ekspedicije JDS3.
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