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REZIME

Cilj ovog istraZivanja je procena kvaliteta vode reke Save u regionu Beograda, analizom nivoa o¥teéenja
DNK u ¢elijama jetre, 3krga i krvi kod krupatice. Uzorci su prikupljeni na lokalitetu Duboko, tokom
januara, februara i marta 2014. godine. Za procenu genotoksi¢nog potencijala primenjen je komet test, a
Olive tail moment (OTM) izabran je kao parametar za procenu oste¢enja DNK . Za krv i jetru najvisi
nivo oiteéenja zabeleZen je u januaru, a za Skrge u februaru. Smanjen nivo ostecenja za sva tri tkiva
zabeleZen je u martu. Preliminarni rezultati ukazuju da je krupatica pogodan test organizam za pracenje
genotoksiénog potencijala.

KLJUCNE RECI: krupatica, komet test, ekogenotoksikologija, reka Sava

GENOTOXICITY ASSESSMENT OF RIVER SAVA USING
COMET ASSAY ON SILVER BREAM (4bramis bjoerkna L.
1758)

ABSTRACT

In this study we assessed water quality of the Sava River in Belgrade region, analyzing the level of
DNA damage in cells of liver, gills and blood of silver brcam. Samples were collected on the locality
Duboko, during January, February and March 2014. For assessment of genotoxic potential we applied
Comet assay and the OTM was chosen as parameter for the DNA damage assessment. For blood and
liver the highest level of damage was detected in January, and for gills in February. For all tissues
decrease in DNA damage was observed in March. Preliminary results show that Silver bream is a useful
test organizam for monitoring genotoxic potential.

KEYWORDS: silver bream, Comet assay, ecogenotoxicology, Sava River

UvoD

Urbanizacija i razvoj industrije praéeni su porastom zagadenja vodenih sredina. Otpadne vode, iz
industrijskih pogona, mogu zna&ajno uticati na kvalitet podzemnih voda i vodenih tokova. Ispustene,
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toksi¢ne i nepre€iséene, otpadne vode Cesto sadrze karcinogene i mutagene supstance koje mogu
dovesti do nastanka DNKlezija i o$teéenja hromozoma. Nastale DNK lezije mogu uzrokovati
posledice na razli¢itim bioloskim nivoima, sve do nivoa populacije i mogu imati uticaja na stabilnost
ekosistema (Seitz i sar., 2008). Ribe su postale jedan od pogodnih model organizama za procenu
mogucéih rizika u vodenim sredinama, usled njihove sposobnosti da efikasno metabolidu i akumuliraju
razlitite zagadivale (Cavas T., 2011). U akvatiénom biomonitoringu, ribe su giroko koridéene u
ispitivanjima genotoksi&nosti, kao model organizmi medu ki¢émenjacima.

Krupatica (Abramis bjoerkna) je eurifagna vrsta, sa brojnim populacijama koje naseljavaju eutroficne
vode (Lamens E H R R, 1989). Naseljava donje tokove velikih reka u zoni deverike. lako je Siroko
rasprostranjena vrsta, od malog je znadaja za ishranu ljudi, jer joj je meso slabijeg kvaliteta, sa
velikim brojem intermuskularnih kostiju. Ipak, krupatica je znagajna karika u ishrani predatorskih riba
(Okgerman i sar., 2011).

Analiza promena DNK molekula u akvati¢nim organizmima Siroko je prihvaéena kao pogodan metod
za procenu genotoksiénog zagadenja sredine i moZe se koristiti za detekciju izlaganja Sirokog spektra
vrsta (Kolarevié i sar., 2011, 2013; Rocco i sar., 2012; Sunjog i sar., 2012a-c, 2013ab; Vukovi¢-Gati¢
i sar., 2013). Za procenu nivoa oSteenja DNK molekula koristili smo alkalni komet test, koji
predstavlja brzu, osetljivu i efikasnu metodu za merenje genotoksi¢nog efekta na pojedinalnim
éelijama. Zasniva se na detekciji prekida lanaca DNK i alkalno labilnih mesta, merenjem migracije
fragmenata DNK molekula iz jedarne DNK (Singh i sar., 1988).

Jedinke su uzorkovane na reci Savi, lokalitetu Duboko, u oblasti intezivne poljoprivredne aktivnosti,
okruzZen naseljima Bari¢, Mala Mo3tanica, Umka. Uzvodno od mesta uzorkovanja nalazi se Obrenovac
u kome je smedtena termoelektrana ,Nikola Tesla* i pripadajuce pepliste. Jedna od najveéih pritoka
reke Save, Kolubara, uliva se u Savu 3km uzvodno od mesta uzorkovanja a sam basen reke Kolubare
je pod velikim uticajem okolnih rudnika uglja. :

MATERIJAL IMETODE

Jedinke krupatice uzorkovane su na lokalitetu Duboko, na reci Savi, u blizini grada Beograda (Slika
1). Jednom mese&no, tokom januara, februara i marta 2014. godine, diseckovano je po pet jedinki
krupatice, na samom lokalitetu. Ukupna teZina uzorkovanih jedinki kretala se od 60 do 139 g, dok je
duzina jedinki varirala u rasponu od 18 do 21,5 cm. Paralelno sa uzorkovanjem tkiva ribe vrieno
je merenje fizi€ko-hemijskih parametara i procena mikrobioloskog kvaliteta vode (rezultati
nisu prikazani).

Jedinke su pre disekovanja bile anestezirane etarskim uljem karanfili¢a. Krv je uzorkovana prethodno
heparinizovanim 3pricem i iglom, direktno iz srca jedinki i razblazivana 20 puta u ohladenom 1xPBS
rastvoru. Uzorci jetre i $krga smestani su u epruvete sa po 6 ml ohladenog 1xPBS rastvora. Odmah po
uzorkovanju, ependorfice i epruvete sa uzorcima stavljane su na led i tako transportovane do
laboratorije Katedre za mikrobiologiju, Biolotkog fakulteta, Univerziteta u Beogradu.

Priprema éelija jetre, 3krga i krvi radena je u roku od 1h od trenutka uzorkovanja. Jetra i Skrge su
usitnjene u 0,2 ml HBSS rastvora, a zatim prebatene u 2,8 ml ohladenog HBSS rastvora. Nakon
dodatka 30 pl tripsina (finalna koncentracija 0,05 %) vr3ena je inkubacija na sobnoj temperaturi uz
blago muckanje, 10 min. Da bi se zaustavilo dejstvo tripsina u epruvete sa suspenzijom celija dodaje
se po 7 ml hladnog HBSS rastvora. Oko 9 ml suspenzije celija prebafeno je u epruvete i
centrifugirano, 10 min., 2000 rpm i 4°C. Talog celija sa oko 2 ml supernatanta se razbija, kako bi se
dobile pojedinagne ¢elije. Od dobijenih suspenzija éelija (jetra, 8krge i krv) prave se odgovarajuéa




131

razblaZenja u HBSS-u, kako bi se dobilo priblizno 50 000 ¢elija/ml. Nakon centrifugiranja (10 min.,
2000 rpm i 4°C) ostavlja se talog i oko 60 pl supernatanta. Vijabilnost éelija odredivana je
diferencijalnim bojenjem - akridin-oranZ/etidijum-bromid (Squier and Cohen, 2001). Test se zasniva
na integritetu ¢elijske membrane; ¢elije sa intaktnom membranom smatraju se vijabilnim i njihovo
Jjedro se boji zeleno, dok se ¢elije sa narudenim integritetom celijske membrane smatraju mrtvim i
njihovo jedro je obojeno crveno. Premisa za primenu Komet testa (najmanje 70% vijabilnih éelija)
zadovoljena je u nadim analizama.

Suspenzije ¢elija odabranih tkiva kori¥¢ene su za komet test po proceduri koju je opisao Singh i sar.
(1988). Plocice sa ¢elijama fiksiranim u agarozi ostavljene su u rastvoru za lizu 18h da bi se uklonila
celijska membrana, a procedura se nastavlja sledeceg dana. 1z pufera za lizu plogice se prebacuju u
sveZe pripremljen rastvor za denaturaciju i elektroforezu (300 mM NaOH, 1 mM EDTA, pH 13).
Denaturacija omogucava prevodenje dvolantane DNK u jednolanéane strukture, kako bi komet testom
mogli da pratimo i jednolan¢ane prekide DNK molekula. Nakon denaturacije od 20 min., pustena je
elektroforeza na 0,75 V/em. Po zavrietku elektroforeze plocice se prebacuju u sveZe pripremljen pufer
za neutralizaciju, a potom fiksiraju u hladnom metanolu.

Komete se boje sa akridin-oranZzom (stok 2 pg/ml) i posmatraju pod fluorescentnim mikroskopom
(Leica, DMLS, Austrija, 400 x uvecanje, 510-560 nm ekscitacionim filterom i 590 nm barijera
filterom). Za merenje kometa koristili smo paket Comet IV softver (Perceptive Instruments, UK). Po
plogici se skoruje ukupno 50 kometa.

Dobijeni podaci obradeni su koriS¢enjem neparametrijskog Mann-Whitney U-testa, softverskog paketa
StatSoft Statistica. Elektroforeza se odvijala 20 min., pri voltaZi 0.75 V/cm i jatini struje od 300 mA.

Slika 1. Lokalitet uzorkovanja Duboko: 1 vanja, 2. Us¢e Kolubare u Savu, 3. Rudnik uglja,
4. TE ,Nikola Tesla A“, 5. Pepeliste
Figure 1. Sampling site Duboko: 1. Precise sampling site, 2. Mouth of the Kolubara River, 3. Coal mine,
4. PP ,Nikola Tesla A, 5. Ash disposal field
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REZULTATI I DISKUSIJA

Nivo o3te¢enja DNK molekula krvi, jetre i krga krupatice, tokom tri meseca uzorkovanja, izraZen je
preko OTM (Slika 2). Za krv i jetru najvisi nivo odtecenja zabeleZen je u januaru i postepeno opada
tokom februara i marta. Za Skrge, najviSi nivo o3tecenja zabeleZen je u februaru. NajniZi nivo
ofte¢enja DNK molekula, za sva tri tkiva, zabeleZen je u martu.

U poredenju sa bazalnim nivoom osteéenja kod jedinki iz familije Cyprinidae uzetih sa nezagadenog
lokaliteta (Sunjog i sar.,, 2014), nivo o3teéenja kod jedinki krupatice imao je signifikantno vise
vrednosti u sva tri tkiva, tokom svih meseci uzorkovanja. Mikrobioloske i fizi¢ko-hemijske analize
ukazale su na prisustvo fekalnog zagadenja tokom uzorkovanja.

Poviden nivo oste¢enja ukazuje na prisustvo genotoksi¢nog zagadenja koje se moZe pripisati
nepreradenim otpadnim vodama manjih naselja u okolini kao i gradskim i industrijskim otpadnim
vodama grada Obrenovca. U prethodnim istraZivanjima pokazali smo da otpadne vode mogu imati
znatajan genotoksiéni potencijal (Vukovi¢-Gaéié i sar., 2013). Takode genotoksitno zagadenje moZe
imati poreklo i iz reke Kolubare. Rezultati nase prethodne studije (Sunjog i sar., 2014) ukazuju da je
veliki deo sliva reke Kolubare pod snaZnim uticajem zagadenja, usled priliva otpadnih voda
elektroprivrede (elektrana ,,Nikola Tesla®, rudnik uglja ,.Kolubara®).

Na osnovu postepenog pada oStecenja DNK u tkivima krupatice, koje pokazuje korelaciju sa
temperaturom vode, moZemo zakljugiti da su promene nivoa o3teéenja DNK molekula tokom perioda
uzorkovanja verovatno povezane i sa sezonskim ili endogenim efektima (starost, razvoj i reprodukcija
jedinki) sli¢no kao i kod jedinki klena (Sunjog i sar., 2014).

Vrednosti OTM u tri tkiva krupatice tokom januara,
februara i marta 2014.godine

o

w

F
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w

letra
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Slika 2. O8tecenja DNK molekula krvi, jetre i $krga krupatice, izraZeno pomocu Olive tail moment-a (OTM) na
reci Savi sa vrednostima standardne gredke
Figure 2. DNA damage level in blood, liver and gills of the silver bream expressed using the Olive tail moment
(OTM) on the river Sava with the values of standard error
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ZAKLIUCAK

Na osnovu preliminarnih rezultata, dobijenih u ovom istraZivanju, pokazana je sli¢na osetljivost sva tri
tkiva na prisustvo genotoksi¢nih agenasa. Dalja istraZivanja su neophodna da bi se utvrdio potencijal
krupatice za detekciju genotoksiénosti.

ZAHVALNICA

IstraZivanje je radeno u okviru projekta Ministarstva za obrazovanje, nauku i tehnolodki razvoj
Republike Srbije (OI 173045).
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