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REZIME
Allium anafazno-telofazni test se preporučuje za monitoring i može da posluži za otkrivanje prisustva genotoksičnih zagađivača životne sredine. Veoma je važno utvrditi procenat genotoksičnosti reka, koje služe kao izvor pitke vode. Prikupljena su tri uzoraka vode 21. januara 2013. iz Save kod ušća u Dunav, Dunava kod Zemuna i Dunava kod 25. maja, i analizirana Allium anafazno–telofaznim testom, kako bi se otkrili potencijalni toksični i genotoksični efekti. Nije zabeležena značajna inhibicija rasta korena u odnosu na negativnu kontrolu u svim uzorcima. Analiza genotoksičnih efekata, prebrojavanjem aberacija u anafazama i telofazama, pokazala je da se svi uzorci značajno razlikuju u odnosu na pozitivnu kontrolu (metilmetansulfonat), dok se samo jedan uzorak vode iz Save značajno razlikovao u odnosu na negativnu kontrolu. 
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Summary

Allium anaphase–telophase test is recommended for monitoring and can be used to detect the presence of genotoxic environmental pollutants. It is very important to determine the percentage of genotoxicity of river water, which serves as a source of drinking water. Three water samples were collected on 21th of January 2013 from the confluence of the Sava and Danube rivers, the Danube near Zemun and Danube at Sport center 25. May, and analyzed using the Allium anaphase–telophase test, in order to detect potential toxic and genotoxic effects. Significant inhibition of root growth in relation to the negative control was not recorded. Analysis of genotoxic effects, counting aberrations in anaphase and telophase, showed that all samples were significantly different compared to the positive control (metilmetansulfonat), while only one sample of water from the Sava river was significantly different compared to the negative control.  
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Uvod

Voda je hemijska supstanca koje je od neprocenjivog značaja za kompletan živi svet na Zemlji. Kao posledica rasta ljudske populacije i industrijskog razvoja, u akvatičnim sistemima dolazi do konstantnog povećanja nivoa zagađenosti i sniženja kvaliteta vode. Najveći zagađivači reka (koje su i glavni izvor vode za piće) su industrijske i otpadne vode koje sadrže mnogobrojne supstance sa kako genotoksičnim, tako i kancerogenim efektom. Genotoksičnim efektima se bavi naučna disciplina koja se naziva genotoksikologija i čiji je osnovni cilj otkrivanje agenasa koji izazivaju promene na genetičkom materijalu i njihovo proučavanje. Genotoksičnost se definiše kao kvantitativna mera potencijala nekog agensa da prouzrokuje oštećenja na DNK. Ove promene označene su kao mutacije.

Polazeći od same činjenice da se u Srbiji dnevno koristi više desetina hiljada hemijkalija, uviđamo da je veoma velika potencijalna opasnost da neka od ovih supstanci, koja ima genotoksični potencijal dospe u vodu.. 

Analize uzoraka vode, koje se danas kod nas rade, obuhvataju ispitivanje fizičko-hemijske i mikrobiološke ispravnosti. Međutim, zbog toga što su vode zagađene različitim izvorima i smešama hemijskih supstanci, čiju je opasnost nemoguće proceniti samo na osnovu hemijskih pokazatelja kvaliteta vode, bitno je uraditi i analizu njenog biološkog kvaliteta.

Najveći rečni tokovi Srbije izloženi su i najrazornijim zagađenjima. Na toku Dunava kroz našu zemlju najveći zagađivač je Beograd.

U genotoksikologiji se koriste brojni testovi radi ispitivanja genotoksičnog efekta nekog agensa. Među onima koji se preporučuju kao rutinski testovi za ispitivanje uticaja hemijskih agenasa u životnoj sredini, najistaknutije mesto zauzima Allium anafazno-telofazni test. Ovaj test podrazumeva isklijavanje luka u vodi poznatog sastava, sve do pojave korenčića veličine 1-2 cm, a zatim njihovo izlaganje odabranim uzorcima vode koji se ispituju. Rezultati se mogu posmatrati makroskopski kao promena dužine rasta korenčića (toksični efekat) ili mikroskopski, kao promene na genetičkom materijalu koje se prate u anafazi i telofazi mitotičke deobe.  Anafaza je faza mitoze u kojoj se hromatide svakog hromozoma razdvajaju i postepeno pomeraju ka onom polu deobnog vretena ka kome su okrenute. Tokom telofaze hromatide su na polovima ćelije. Aberantne promene tokom ove dve faze, izražene su promenama na molekulu DNK - mostovi i fragmenti hromozoma i promenama na samom deobnom vretenu - multipolarnost, zaostali hromozomi i C-mitoze.
Prednosti korišćenja biljnih sistema uključuju činjenicu da je organizacija hromozoma biljaka slična onoj kod čoveka, pa se rezltati mogu interperetirati u tom smislu. 
Cilj ovog istraživanja bio je upoređivanje biološkog kvaliteta uzoraka vode iz Save i Dunava, kao i utvrđivanje uticaja Save na zagađenje Dunava, kod Beograda. Allium anafazno-telofazni test je korišćen kao test za utvrđivanje prisustva toksičnih i genotoksičnih efekata uzoraka vode.

Materijal i metode

Uzorci vode, koji su ispitivani ovim istraživanjem, uzeti su 21. januara 2013. godine iz Save (ispod Brankovog mosta) i Dunava (kod Zemuna i 25.maja). Uzorci su uzimani na dubini 1m od površine vode. 

[image: image1.emf]20,0

21,0

22,0

23,0

24,0

25,0

26,0

27,0

28,0

29,0

30,0

Sava Dunav kod Zemuna Dunav kod 25. maja K-

dužina korenčića (mm)

Uzorci

Slika 1. Lokacije sa kojih su prikupljeni uzorci voda (1 – Sava kod Brankovog mosta, 2 – Dunav kod Zemuna, 3 – Dunav kod Sportskog centra 25. maj)
Kao test organizam korišćen je crni luk, Allium cepa, težine između 2 i 4 grama, koji je prethodno bio uskladišten u mraku u periodu od nekoliko meseci. Lukovima su odstranjeni postojeći suvi korenčići i spoljašnji deo epiderma (žuta ovojnica), pazeći da se ne ošteti primordijalni vrh. 

Prvih 24 časa postavljeno je 100 lukova u kontrolnu vodu, a sledećeg dana je na osnovu stepena klijavosti odabrano po deset najbolje isklijalih lukova za svaki uzorak vode i obe kontrole.  Odabrani lukovi su gajeni u uzorcima vode iz reka. Kao pozitivna kontrola korišćen je rastvor mutagena MMS (metilmetansulfonat) u koncentraciji 10µg/l, a kao negativna korišćena je flaširana voda standardnog kvaliteta.
Tokom čitavog eksperimenta, lukovi su gajeni u 25 ml vode i održavani u termostatu na temperaturi od +25°C. Svaka 24 časa uzorak vode menjan je sa svežim.
Četvrtog dana eksperimenta luk je izvađen iz flakona, korenovi su odsecani i merena je njihova dužina, kao makroskopski parametar toksičnosti vode. Korenovi dužine ispod 10mm nisu korišćeni u daljoj analizi. 

Nakon merenja dužine korena, pravljeni su mikroskopski preparati, na sledeći način. Odsečeni korenovi su podvrgavani hidrolizi u 1N HCl na temperaturi od 60°C u trajanju od 12 minuta. Ovim postupkom se tkivo korena omekšava. Nakon hidrolize korenovi se boje Orcein-om u trajanju od najmanje 24h. Dalje se po pet korenčića prebacuje na mikroskopsku pločicu, gde im se skalpelom odsecaju vršni, meristemski delovi. Na odsečene vršne delove korena, nanosi se kap boje i materijal se prekriva pokrovnim staklom. Preparat se zagreva i skvošuje (pritiska), kako bi se istisnuo sav vazduh koji se može naći između mikroskopske pločice i pokrovnog stakla. Ovako napravljen preparat može se čuvati u frižideru preko 2 meseca. Preparati su šifrovani, kako ne bi bilo predrasuda pri pregledu.

Na preparatima su praćene anafazne i telofazne promene hromozoma, kao mikroskopski parametar genotoksičnosti. Pregledano je oko 100 anafaza i telofaza po preparatu, odnosno oko 500 ćelija iz svake serije. Mikroskopski preparati su pregledani na mikroskopu Jenaval, pri uvećanju od 400x. Pored normalnih anafaza i telofaza, detektovane su i prebrojene promene na genetičkom materijalu: mostovi, fragmenti, zaostali hromozomi, multipolarne ćelije, kao i kombinacije ovih promena. 

Nakon detekcije i prebrojavanja, preparati su dešifrovani i dobijeni rezultati su statistički obrađeni upotrebom Two-by-Two table testa, u programu Statistica 6.0.

Rezultati i diskusija

Za istraživanje su korišćeni uzorci iz Save, Dunava pre ušća i Dunava posle ušća. Uporedo su korišćeni i uzorci pozitivne i negativne kontrole. 

Stepen toksičnosti analiziranih uzoraka vode procenjen je na osnovu srednje vrednosti dužine rasta korena (grafik 1).


Grafik 1. Prosečna dužina rasta korena luka u analiziranim uzorcima vode
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Statističkom obradom rezultata utvrđeno je da se uzorci ne razlikuju značajno od negativne kontrole. Najveća inhibija rasta je primećena kod uzoraka vode iz Save što predstavlja razliku od 10,9% u odnosu na negativnu kontrolu. Na osnovu ovih rezultata možemo smatrati da su u svim ispitivanim uzorcima nisu prisutne toksične materije u tolikoj meri da inhibiraju rast korenčića. 
Kao mikroskopski pokazatelj genotoksičnosti praćene su hromozomske aberacije (promene) tokom anafaze i telofaze ćelijske deobe (slika 3, 4, 5, 6, 7). Na slici 2. i 3. prikazane su normalne anafaze i telofaze.
Rezultati analize po uzorcima, prikazani su u tabeli 1. 
Kao što je i očekivano najveći procenat aberacija primećen je u pozitivnoj kontroli (23.22%), a najmanji u negativnoj kontroli (7.58%), dok su se ostale vrednosti ispitivanih uzoraka nalazile između ove dve. Tako je u uzorku vode iz Dunava, pre ušća, procenat aberacija nešto niži nego u ostalim uzorcima, pa samim tim i manje odstupa od negativne kontrole i od ostalih. Za razliku od toga, uzorak vode iz Save je po procentu aberacija najveći i najbliži pozitivnoj kontroli.


Tabela 1. Ukupna učestalost aberatnih ćelija i raspodela analiziranih genetičkih promena po grupama

	Uzorak
	Broj aberatnih ćelija
	Ukupan broj aberatnih ćelija
	Ukupan broj normalnih ćelija
	Procenat aberatnih ćelija

	
	Most 
	Fragment 
	Zaostali hromozom
	Multipolarno vreteno 
	Višestruke aberacije
	
	
	

	Negativna kontrola
	12
	0
	9
	19
	3
	43
	524
	7.58

	Pozitivna kontrola
	26
	6
	22
	15
	52
	121
	400
	23.22

	Sava
	30
	0
	20
	27
	16
	93
	524
	15.07

	Dunav (pre ušća)
	9
	1
	16
	23
	8
	57
	520
	9.88

	Dunav (posle ušća)
	9
	4
	8
	29
	13
	63
	519
	12.14

	Ukupan broj promena u uzorcima voda iz reka
	48
	5
	44
	79
	37
	213
	1563
	13.63

	%
	22.53
	2.35
	20.66
	37.09
	17.37
	
	
	


Štetne materije u vodama Save i Dunava, imaju najveći efekat na nivou deobnog vretena. Važno je napomenuti da se C-mitoze ne pojavljuju ni u jednom od analiziranih uzoraka, što znači da zagađujuće materije ne inhibiraju, već samo remete formiranje deobnog vretena.
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Slika 2. Normalna anafaza

Slika 3. Normalna anafaza i telofaza

Slika 4. Višestruki mostovi

Slika 5. Zaostali hromozom

Slika 6. Multi polarnosti i most

Slika 7. Most i zaostali hromozom 
Hromozomske promene na nivou DNK imaju manju učestalost. Od ovog tipa promena najčešće su one koje dovode do formiranja mostova (Slika 4), a najređi tip promena su fragmenti.

Odnosi između aberacija vezanih za deobno vreteno i aberacija vezanih za DNK uzoraka voda prikazani su u Tabeli 2. Raspodela ovih tipova promena u uzorku vode iz Save sličnija je raspodeli kod pozitivne konrole, dok su oba uzorka vode iz Dunava sličnija negativnoj kontroli.
Tabela 2. Učestalost različitih tipova genetičkih promena po uzorcima

	Uzorak
	Promene vezane za deobno vreteno
	Promene vezane za DNK

	Negativna kontrola
	12 (27.9%)
	28 (65.12%)

	Pozitivna kontrola
	32 (26.45%)
	37 (30.58%)

	Sava
	30 (32.26%)
	47 (50.54%)

	Dunav pre ušća
	10 (17.54%)
	39 (68.42%)

	Dunav posle ušća
	13 (20.63%)
	37 (58.73%)


*p<0,05
Ukupne učestalosti aberatnih ćelija takođe smo poredili two-by-two table testom (tabela 3). Svi ispitivani uzorci se statistički visoko značajno razlikuju u odnosu na pozitivnu kontrolu. Poređenjem negativne kontrole sa uzorcima vode iz reka, utvrđeno je da se uzorci iz Dunava ne razlikuju značajno, dok se uzorak vode iz Save visoko značajno razlikuje. Takođe, kada uporedimo uzorke reka međusobno, dobijeni rezultati pokazuju da statistički značajna razlika postoji između Save i Dunava pre ušća, kao i između Save i Dunava, posle ušća, iako je ova razlika malo manja. Uzorci vode iz Dunava, pre i posle ušća, ne razlikuju se značajno.

U rečnoj vodi se nalaze mnogobrojne hemijske supstance, kako poznate strukture, tako i nepoznate. U najvećoj meri, hemijske smeše ostvaruju uticaj na živi svet vode. Ovim istraživanjem pokušali smo da utvrdimo kvalitet vode iz Save i Dunava u oblasti Beograda, jednog od najvećih zagađivača. Cilj je bio da se utvrdi nivo genotoksičnih efekata u navedenim rekama, bez pokušaja detekcije agenasa koji su za te efekte odgovorni.

Rezultati su pokazali da se pri ispitivanju toksičnosti, svi uzorci ne razlikuju od negativne kontrole. 


Tabela 3. Rezultati poređenja ukupne učestalosti aberacija u analiziranim uzorcima (Two-by-Two table test)
	Uzorci
	Negativna
 kontrola
	Sava
	Dunav 
pre ušća
	Dunav 
posle ušća

	Pozitivna kontrola
	51.89***
	12.29***
	35.9***
	30.41***

	Negativna kontrola
	
	16.30***
	1.89 n.s.
	3.6 n.s.

	Sava
	
	
	7.32**
	4.78*

	Dunav pre ušća
	
	
	
	0.28 n.s.

	*p<0.05; **p<0.01; ***p<0.001; n.s. nesignifikantno


U svim uzorcima dobijeni nivo aberacija manji je od pozitivne kontrole što znači da ne možemo govoriti o postojanju genotoksičnih efekata kod analiziranih uzoraka. Uzorci vode iz Dunava ne razlikuju se statistički od negativne kontrole, pa ih možemo smatrati prihvatljivim, dok se nivo aberacija uzorka vode iz Save značajno razlikuje, što znači da je Sava mnogo zagađenija od Dunava. U svakom slučaju uzorci vode iz Save su umereno zagađeni različitim hemikalijama i njihovim kombinacija i treba ozbiljno razmišljati o smanjenju tog zagađenja i sprečavanju novog, većeg zagađenja, kako bi se reka sačuvala. To je posebno značajno zbog činjenice da se za potrebe snabdevanja Beograda vodom prerađuje voda Save.
Vrlo je značajno neposotojanje razlike u genotoksičnim efektima između uzoraka vode iz Dunava pre i posle ušća. Ovo nam pokazuje da zagađena voda iz Save, ipak značajno ne utiče na zagađenje Dunava. 

Zaključci

Od velike je važnosti održavati čistoću rečnih tokova, jer se iz njih voda prerađuje u pijaću vodu koju direktno unosimo u organizam. Osim toga, velika količina ove vode se koristi za navodnjavanje, a na taj način štetne supstance imaju šansu da se akumuliraju u biljkama koje se koriste u ishrani ljudi i životinja.

Zato je potrebno što češće proveravati kvalitet vode kako bi se na vreme preduzele sve potrebne mere da bi se zagađivanje sprečilo. Klasična hemijska ispitivanja pokazuju stanje, ali ne daju sliku o mogućim efektima pojedinačnih zagađujućih materija i njihovih kompleksnih mešavina. Da bi se zagađenje smanjilo, potrebno je i smanjiti, što je više moguće količinu otpadnih voda i materija iz industrijskih procesa koji se izlivaju direktno u reke. Postoje i razni savremeni postupci prerade otpadnih voda koje bi bilo poželjno primenjivati. Takođe, poznato je da biljni svet ima ulogu filtera, te je stoga važno obezbediti opstanak i razvoj takvih biljnih vrsta. 

Trenutno su glavni izvori zagađenja sanitarne otpadne vode, vode sa mini i velikih farmi, klanica i mlekara. Iako je smanjeno hemijsko zagađenje voda, što se ispoljava preko sniženog genotoksičnog efekta, povećano je organsko zagađenje.

Hemijske supstance, kako prirodne tako i sintetičke, osim svoje pozitivne uloge imaju i one negativne. Obzirom da one štetne ne možemo eliminisati, možemo se potruditi da njihov nivo smanjimo na što manje vrednosti. Time štitimo sebe, ali i opstanak drugih organizama.

Allium test nam omogućava da na jednostavan način uočimo da zagađenost rečnog toka nije ista duž cele reke. Na osnovu različitih toksičnih i genotoksičnih promena definisali smo kvalitete uzoraka vode sa različitih lokacija na Dunavu i Savi.

Allium testom nismo mogli utvrditi o kojim se precizno hemijskim agensima u vodi radi, ali smo definisali i utvrdili njihove moguće efekte na živi svet, odnosno njegov genetički materijal. Ovakva vrsta analiza pogodna je upravo za kompleksne mešavine zagađujućih materija.

Iako imamo blago povećanje procenta aberacija između uzoraka Dunava pre ušća i Dunava posle ušća, oni se ipak statistički ne razlikuju, pa ne možemo govoriti o uticaju Save na zagađenje Dunava.
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