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SAZETAK

Uvod

Slatkovodni sunderi predstavljaju zanimljivu grupu bentosnih organizama sa vaZnom ulogom
u akvaticnim ekosistemima. Ciljevi ove studije bili su identifikacija razli¢itih vrsta
slatkovodnih sundera u lentickim i lotickim ekosistemima Zapadnog Balkana i Panonske
nizije, procena njihove rasprostranjenosti u ispitivanom regionu, kao i analiza distribucije
vrsta u odnosu na parametre okruZenja - fizicko-hemijske karakteristike vode i na prisustvo
zagadivaca.

Materijali i metode

IstraZivanjem je obuhvacen 171 lokalitet na Dunavu i Savi, kao i na rekama i jezerima Srbije,
Severne Makedonije i Crne Gore. Identifikacija sundera izvrSena je svetlosnom i skeniraju¢om
elektronskom mikroskopijom skeletnih elemenata (spikula) dobijenih nakon digestije
sundera u HNOs. Determinacija sundera uradena je i putem geneticke analize, koja je
podrazumevala izolaciju DNK, zatim PCR amplifikaciju 3D regiona 28S rDNK i njeno
sekvenciranje. Podaci su statisticki obradeni u SPSS.

Rezultati

Ukupno je u toku istraZivanja prikupljeno 168 primeraka sundera. U istrazivanom podrucju
identifikovano je slede¢ih pet vrsta (poredanih po opadajucoj ucestalosti), od Sest, koje
trenutno Zive u srednjoj Evropi: Ephidatia fluviatilis, Spongilla lacustris, Ephidatia muelleri,
Trochospongilla horrida i Eunapius fragilis. Sunderi su zabeleZeni na 25% pretrazenih
lokaliteta. Abundanca , ucestalost nalaza i biomasa sundera bili su niski. Sekvenciranjem je
otkriveno pet novih haplotipova.

Zakljucci

Pet identifikovanih vrsta slatkovodnih sundera su u podrucju istrazivanja pokazali
neravnomernu distribuciju i nisku zastupljenost. Analizirane fizicko-hemijske karakteristike
kao ni zagadivaci nisu imali ve¢i uticaj na distribuciju Porifera.

Klju¢ne reci: Porifera, Slatkovodni sunderi, Zapadni Balkan, Panonska nizija, mineralni
skelet, spikule, 28S rDNK, morfologija, hidroekologija, filogenija.

Naucna oblast: Biologija.

UZa naucna oblast: Morfologija, sistematika i filogenija Zivotinja.



SUMMARY

Introduction

Freshwater sponges represent a peculiar group of benthic organisms with an important role
in aquatic ecosystems. The aims of this study were to identify different species of freshwater
sponges in lentic and lotic waterbodies of Western Balkan and Pannonian Plain and to assess
their overall distribution in the studied region. Their distribution in relation to physico-
chemical characteristics of the water bodies and to the presence of pollutants was assessed as
well.

Materials and Methods

The investigation covered 171 localities on the Danube and Sava, and on rivers and lakes of
Serbia, Northern Macedonia and Montenegro. Sponge identification was done by light and
scanning electron microscopy of skeletal elements (spicules), obtained after sponge digestion
in HNOs. Sponge identification was also done by genetic analysis, including sponge DNA
isolation followed by PCR amplification of the 3D region of 28S rDNA and its sequencing. Data
were statistically analyzed in SPSS.

Results

During this research 168 samples of sponges have been collected. In the studied area, the
following five Porifera species (ordered by decreasing incidence) have been identified, out of
six presently extant in Central Europe: Ephydatia fluviatilis, Spongilla lacustris, Ephydatia
muelleri, Trochospongilla horrida and Eunapius fragilis. Only 25% of explored localities
harbored sponges. Sponge abundance and biomass were also very low. Sequencing revealed
four new haplotypes.

Conclusions

Five identified freshwater sponges proved to be scarce and unevenly distributed along the
explored region of the Western Balkan and Pannonian plain. Evaluated physico-chemical
characteristics and pollutants did not seem to have a major impact on Porifera distribution.

Keywords: Porifera, Freshwater sponges, Western Balkan, Pannonian plain, mineral skeleton,
spicules, 28S rDNA, morphology, hydroecology, phylogeny.

Scientific field: Biology.

Narrower scientific field: Morphology, Systematics and Phylogeny of Animals.
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Uvod

“To the natural philosopher there is no natural object unimportant or trifling. From the least
of nature’s works he may learn the greatest lessons. The fall of an apple to the ground may raise
his thoughts to the laws which govern the revolutions of the planets in their orbits.”

- John Herschel section 9, Preliminary Discourse on the
Study of Natural Philosophy (1830).



Uvod

Phylum Porifera (od grcke reci ,poros” - pora i ,ferro“ - nositi, dakle ,nosioci pora“), u naSem
jeziku poznati kao sunderi, smatraju se najstarijim metazoama na planeti. Uz grupe
Ctenophora i Cnidaria spadaju i u naprimitivnije viSecelijske organizme. Sunderi nemaju
telesnu simetriju, ne poseduju tkiva, pa tako, za razliku od njima evoluciono bliskih grupa,
nemaju ni nervni sistem ni muskulaturu. Njihov izuzetno dug opstanak kroz istoriju Zivog
sveta pripisuje se velikoj sposobnosti prilagodavanja klimatskim i drugim sredinskim
promenama, ukljuc¢ujudi i one najekstremnije, kao Sto su periodi glacijacija, koje su se odigrale
viSe puta u toku evolutivnog Zivota ovih organizama. Visoka adaptabilnost ¢ini sundere Siroko
rasprostranjenom i veoma raznovrsnom grupom organizama. Porifera naseljavaju sva mora i
okeane sveta, od priobalnih zona do dubina preko 8.000 metara, a predstavnici familije
Spongillidae uspes$no su naselili i najrazlicitije slatkovodne ekosisteme.

Sunderi su viSecelijski organizmi izuzetno jednostavne grade, koji se cesto nalaze u
simbiozi sa mnogobrojnim drugim organizmima, od sitnih prokariota, preko eukariota, kao
$to su polihete ili hidrozoe, pa sve do krupnijih makrobeski¢menjaka, poput dekapodnih
rakova (Hooper and Van Soest, 2002; Manconi and Pronzato, 2002).

Sunderi su iskljucivo akvati¢ni organizmi, koji Zive sesilnim Zivotom, pri¢vrSceni za
razlicite podloge - kamen, ostaci egzoskeleta vodenih Zivotinja, spoljasnost drugih
zivotinjskih i biljnih organizama, a Cesto i na podvodnim delovima hidrotehnickih gradevina i
na razli¢itim potopljenim predmetima.

Hrane se cCesticama mikroskopskih dimenzija do kojih dolaze filtriranjem vode.
Posmatrano sa ekoloSkog stanovista, zahvaljujuci izraZzenom filtracionom potencijalu, Porifera
imaju znacajnu ulogu u preciS¢avanju reka i jezera u kojima mogu dostici visoku abundancu.

Kao organizmi koji naseljavaju raznovrsna vodena staniSta, ukljuCuju¢i i ona sa
relativno visokim nivoom zagadenja, a hranu obezbeduju filtriranjem vode, sunderi su
konstantno izloZeni delovanju razli¢itih polutanata, i mogu potencijalno da se koriste kao
bioindikatori u odredivanju kvaliteta/ekoloskog statusa voda (Rao et al., 2009). Neke studije
ispituju i mogucnost njihovog koriS¢enja u odredivanju koncentracije teSkih metala u vodama
(Richelle et al., 1995). Pokazali su se kao korisni i u postupku procene stanja stanista, Sto je
utvrdeno na primerima ekosistema priobalnih voda JuzZne Amerike (Volkmer-Ribeiro and
Machado, 2007) i Afrike (Manconi and Pronzato, 2007).

Poslednjih godina vlada veliko interesovanje za koriS¢enje sundera, u biomedicini i
farmakologiji. Utvrdeno je da sunderi sintetiSu mnogobrojna bioaktivna jedinjenja sa anti-
inflamatornim, anti-infektivnim i anti-neoplasti¢nim svojstvima (Van Soest et al., 2012). Osim
toga, ovi organizmi predstavljaju odli¢ne eksperimentalne modele za izu¢avanje biohemijskih
puteva razliCitih jedinjenja (Lopp et al., 2007).

1.1 Istorijat

Sistematizacija znanja o grupi Porifera pocinje joS pre nove ere sa Aristotelom, koji ih
je, medutim, zbog razgranatog oblika, pasivnog nacina Zivota i jednostavne grade svrstao u
carstvo biljaka. Sunderi su dugo predstavljali zagonetku prvim prirodnjacima, na Sta ukazuju
brojni pokusaji klasifikacije ovih organizama u ranim fazama njihovog istrazivanja. O’Sullivan
Beare ih je, na primer, u nedostatku boljeg reSenja, 1630. godine definisao kao organizme ,ni
Zivotinje, ni biljke“, dok su drugi za ovu grupu uveli termin ,nesavrSene biljke“ (K’Eogh, 1735).
[ sam Linnaeus je sundere svrstao u Alge. Zasluznim za prva otkri¢a njihove Zivotinjske
prirode smatra se Lamarkov student i mentor mladog Darvina, Robert Edmond Grant (1793-
1874.). Grant je bio Skotski ucenjak koji je zavrSio medicinu, ali se bavio marinskom
biologijom i zoologijom beski¢cmenjaka. MoZe se re¢i da su sunderi inspirisali raniji Darvinov
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rad i uopSte, zanimanje za zoologiju, pod uticajem Roberta Edmond Granta (Desmond and
Parker, 2006).

Uz razvoj naprednijih mikroskopa, kod sundera prvi put uocCenava pore, njihove
pokrete i strujanje vode, na osnovu ¢ega ih objedinjuje pod zajedni¢kim nazivom ,Porifera“.
Nakon otkrica nacina ishrane putem filtracije, nedostatka celijskog zida i prisustva
slobodnoplivajucih cilijatnih embriona (larvi), kona¢no bivaju svrstani u carstvo Animalia
(1820. godine), gde zauzimaju mesto najjednostavnijih viSecelijskih organizama (Grant, 1825,
1826). Najpre su sa koralima (klasa Anthozoa) svrstavani u danas anahronu i nevazecu
klasifikacionu grupu Zoophyta (Zivotinja-biljaka, odnosno faune koja po izgledu podseca na
floru). Nakon toga su, zbog jedinstvenih morfoloSkih karakteristika svrstani u posebno
podcarstvo - Parazoa, koje su u jednom periodu delili sa vrstom Trichoplax adhaerens F.E. von
Schultze, 1883, jedinim poznatim predstavnikom veoma specificne i primitivne grupe -
Placozoa. Najzad, na osnovu detaljnih molekularnih i filogenetskih istraZivanja, sunderi su
danas svrstani u grupu Metazoa.

Medu prvim naucnicima koji su zapoceli sistemati¢na ispitivanja sundera i koji su
zasluZni za rana saznanja o ovim organizmima svakako je i nemacki zoolog Eduard Oscar
Schmidt, koji je 1862. godine objavio knjigu o sunderima Jadranskog mora ,Die Spongien des
Adriatischen Meeres” (Schmidt, 1862). Kapitalni doprinos istrazivanju slatkovodnih sundera
dao je krajem 19. veka jedan od najznacajnih naucnika koji su se bavili ovom temom, Dr
Edward Potts, koji je 1887. godine napisao detaljnu monografiju pod naslovom , Contributions
towards a Synopsis of Fresh-Water Sponges with Descriptions of Those Named by Other
Authors from all Parts of the World“ (Potts, 1887). Izmedu ostalog zasluzan je i za termin
,2gemula“ koji oznacava propagulu, odnosno dormantno telo, koje je do tada po H. ]. Carteru
nazivano statoblast (Neidhoefer, 1940).

1.2 Grada sundera

Porifera spadaju u najjednostavnije viSecelijske organizme koji pripadaju carstvu
Animalia, a ujedno predstavljaju i jednu od najraznovrsnijih grupa Metazoa. Ono Sto ih odvaja
od drugih Metazoa je to $to ¢elije nisu povezane bazalnom membranom. Celije sundera mogu
slobodno da migriraju, nemaju organe ni simetriju tela, a njihova forma iskljucivo je
prilagodena filtriranju vode u datim uslovima (Dunn et al., 2015). Poroznom telu potporu
pruZza organska materija spongin, koju luce specijalizovane celije spongocite, a kod velikog
broja vrsta, pored spongina postoji i mikroskelet u obliku iglica, odnosno spikula ili sklerita od
kalcijum karbonata ili silicijum dioksida (Manconi and Pronzato, 2015).

Tkivo sundera sastoji se iz 3 sloja: tanki spoljni sloj ¢elija pinakocita - pinakoderm, koji
Stiti telo od spoljasnje sredine; mezohil, srediSnji sloj u kome se nalazi nekoliko vrsta celija
(arheocite, amebocite i dr.) i unutrasnji sloj, koji oblaze kanale, takozvani hoanoderm.
Hoanoderm je vaZan u ishrani sundera i sastoji se od specijalizovanih ¢elija sa cilijama koje
pokrec¢u vodu sa hranljivim ¢esticama kroz sistem pora i kanala, od ostia (ulaznih pora), kroz
ulazni sistem kanala, preko izlaznog sistema, sve do osculum-a kroz koji voda izlazi iz tela
sundera (Ruppert et al., 2004).

Ovaj tip strukture zajednicki je za sve sundere. Ono po emu se razlikuju jeste nivo
sloZenosti organizacije, odnosno rasporeda hoanocita i razvijenosti kanala (Bavestrello and
Sara, 2009).

Medu Poriferama isti¢u se tri osnovna tipa grade: askon, sikon i leukon tip (Slika 1).
Ova podela sundera na osnovu sloZenosti morfologije nije povezana sa njihovom
sistematikom.
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Slika 1. Tipovi grade sundera, od najprimitivnije ka najsloZenijoj, s leva na desno: a) askon, b)
sikon, c) leukon tip; izvor: https://www.coolgalapagos.com/animals/porifera sponges.php
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Askon tip grade je najjednostavniji, najprimitivniji tip koji se srece samo kod nekih
predstavnika klase Calcarea. KarakteriSe ga cevast izgled sa velikom centralnom Supljinom,
spongocelom, po €ijim zidovima su rasporedene hoanocite i koja je u direktnoj vezi sa jednim
centralnim otvorom, oskulumom. Telo je proZeto velikim brojem pora. Kroz ove pore voda
dopire do unutrasnjeg zida, odnosno spongocela i hoanocita koje filtriraju hranljive materije i
usmeravaju vodu ka oskulumu i u spoljasnju sredinu (Slika 2a) (Ruppert et al., 2004).

Sikon tip grade slican je askon tipu, srece se kod drugih grupa klase Calcarea. Takode je
cevast, sa centralnim otvorom - oskulum-om. Medutim, dimenzije ovih sundera su obitno
vece, odnosno telesni zid im je deblji i sloZeniji u odnosu na askon tip, jer poseduje mrezu
radijalnih kanala i prstolikih zavoja zida sundera. Ovi kanali, koji se zavrSavaju u spongocelu,
predstavljaju dodatnu povrsinu za hoanocite kojima su obloZeni, ¢ime je povecana efikasnost
filtracije (slika 2b). Voda u sunder ulazi kroz brojne dermalne otvore koji se nazivaju ostije
(ostia), potom se filtrira kroz sitne otvore, prozopile, i dospeva u radijalne kanale gde
hoanocite apsorbuju hranu (Simpson, 2012).

Leukon tip grade je najsloZeniji tip koji se srece kod svih predstavnika klasa
Demospongiae i Hexactinellida, kao i kod nekih predstavnika klase Calcarea (Ruppert et al,,
2004). Kod ovog tipa grade telo sundera proZeto je sitnijim i gusc¢e rasporedenim komorama
obloZenim hoanocitama. Ostia nema, kao ni spongocela, a voda ulazi na mikroskopske pore
izmedu celija pinakocita koje prekrivaju spoljasnju povrsinu sundera. Nakon ulaska u telo,
voda kroz sisteme kanala i Supljina takode obloZenih pinakocitama stiZze do komora sa
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hoanocitama, ulazi u komore kroz ulazne otvore, prozopile, a izlazi na apopile. Kroz izlazni
sistem kanala i Supljina, takode obloZen pinakocitama, voda se skuplja do otvora za
izbacivanje vode, osculum-a, kojih moZe biti i viSe. (slika 2c). Ovakvom organizacijom znatno
je uvecana filtraciona povrsSina sundera i njihova efikasnost u iskoris¢avanju hranljivih
materija iz vode.

1.3 Morfologija skeletnih elemenata sundera i njihova Kklasifikacija

Spikule predstavljaju osnovne elemente grade sundera, koji se Kkoriste u njihovoj
taksonomiji i identifikaciji. Zbog velike raznovrsnosti formi, spikule su podeljene na veci broj
kategorija (Bergquist, 1978).

Spikule ili skleriti najceS¢e su iglicastog oblika i staklastog izgleda. Sacinjene su od
kalcijum karbonata ili hidratisanog silicijum dioksida (SiO2), nataloZenog oko organske
osovinske niti, u slu¢aju klase Demospongia (Hooper and Van Soest, 2002).

Osnovna podela spikula zasniva se na veli¢inskim klasama, a veli¢ina spikula je povezana i
sa njihovom funkcijom. Megasklere su vece i predstavljaju osnovni skeletni element tela
sundera, koji ujedno odreduje i njegovu formu. Mikrosklere su manji skeletni elementi (Slika
2). One su utkane u mezenhimski sloj, nemaju ulogu u formiranju oblika tela, ali pruzaju
dodatnu potporu (Bavestrello and Sara, 2009).

Postoji i tre¢a klasa spikula - gemulosklere, koje ulaze u gradu gemula, odnosno cCine
njihov zastitni sloj (Slika 3). Ova vrsta spikula srece se iskljucivo kod slatkovodnih sundera. S
obzirom na svoju veliku morfoloSku raznovrsnost, predstavljaju najvazniji element za
identifikaciju i razlikovanje vrsta (Pronzato and Manconi, 2001).

Megasklere mogu biti prave ili blago zakrivljene i dele se na osnovu broja osovina na
monaksone, triaksone, tetraksone i poliaksone (Butler, 1961). Pored ovih postoje i dva reda
oblika tipa sfere, sa koncentricnim rastom oko srediSnjeg dela i dezme, ¢ija se osnova sastoji
od nekog od prethodno navedenih tipova megasklera, na koje su nepravilno nataloZeni slojevi
silicijuma (karakteristican za podklasu Heteroscleromorpha, zove se jos i litistidni skelet, po
starom nazivu ove grupe - red Lithistida) (Boury-Esnault and Rutzler, 1997; Kelly-Borges and
Pomponi, 1994). Kod slatkovodnih sundera srecu se monoaksijalne spikule, odnosno
monaksoni. Dele se na nekoliko podtipova u zavisnosti od izgleda zavrSetaka:

akantostile/oksee - megasklere ostrih vrhova

strongile - megasklere koje su zatupljene/zaobljene na oba kraja
stile - jedan kraj oStar, drugi zaobljen

tilote — zadebljanja na oba kraja

Postoji velika raznovrsnost mikrosklera i gemulosklera. Kod evropskih sundera,
mikrosklere su kao i megasklere monaksonske, ponekad Spicaste (oksee) ponekad zatupaste
(mikrostrongile). Gemulosklere su takode monaksonske, manje ili vise zakrivljene, prekrivene
mikrospinama ili glatke. Osim ovog oblika, mogu biti i u formi birotule. Ova forma se sastoji iz
dve tanjiraste strukture (rotule), povezane zajednickom osovinom (Butler, 1961).
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Slika 2. Sematski prikaz osnovnih tipova grade i osa spikula (sklerita).
Izvor: http://paleo.cortland.edu/tutorial /Protista/porifera.htm



Slika 3. Razliciti tipovi a) megasklera, b) mikrosklera i c) gemulosklera slatkovodnih
sundera (skenirajuca elektronska mikroskopija - SEM). Izvor: Thorp and Covich's
Freshwater Invertebrates.

Povrsina gemulosklera obi¢no je prekrivena granulacijama, tuberkulama, trnovima ili
mikrospinama. Birotule, prisutne kod nekoliko rodova imaju dobro razvijene tanjiraste ili
zakrivljene rotule, ponekad bodljikave, sa osovinom koja se nastavlja blago izvan povrsSine
rotule u vidu ispupcenja na obe strane. (Slika 3). Pseudobirotule, takode prisutne kod nekoliko
rodova, nemaju razvijene rotule ve¢ samo radijalno rasporedene kukice oko krajeva osovine.
Grozdaste gemulosklere, slozene grade, prisutne su samo kod roda Pectispongilla.
Parmuliformne gemulosklere, nalaze se iskljucivo kod roda Drulia, poseduju samo jednu rotulu
u bazalnom delu kratke, konusne i Spicaste osovine. Tubeliformne-boletiformne gemulosklere
tipicne su za rodove Acalle i Metania. Na proksimalnom kraju tanke i glatke osovine ove
gemulosklere, u ulozi potpore, nalaze se kruZne rotule nepravilnog oboda, dok se na
distalnom kraju nalaze izrastaji u vidu kukastih trnova.
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1.4 Sistematika

Tokom evolutivne istorije Animalia, phylum Porifera odvojio se veoma rano od ostalih
Metazoa i njihovi fosilni ostaci spadaju medu najstarije pronadene Zivotinjske fosile (Brain et
al,, 2012).

U okviru kola Porifera do sada je opisano preko 8.500 vrsta (Van Soest et al.,, 2012), a
procenjuje se da je izmedu 17 i 18 hiljada vrsta joS uvek neotkriveno (Itskovich et al., 2013;
Morrow et al,, 2013). Sunderi su preteZno morski organizmi, ali postoje, iako su manje
poznati, i slatkovodni predstavnici. Ima ih u svim okeanima sveta, na svim svim dubinama.
Brojnost vrsta opada ka polovima i sa porastom dubine, a najveca je u tropskom pojasu.
Takoreci sve vrste Zive na ¢vrstom supstratu, sa izuzetkom malobrojnih oblika koji Zive na
peskovitom ili muljevitom dnu i poseduju posebne izrastaje u vidu peteljki, bazalnih vlakana
itd., koja ih odZavaju iznad rastresitog supstrata (Hogg et al., 2010).

Sunderi vode poreklo iz kasnog prekambrija i starost im se procenjuje na oko 500
miliona godina. Do sada je otkriveno preko 900 fosilnih rodova (Rigby, 1983).

Phylum Porifera se na osnovu grade skeletnih elemenata deli na tri klase: Calcarea,
Hexactinellida i Demospongiae.

1.4.1 Hexactinellida Schmidt, 1870

Ova Kklasa isklju¢ivo morskih silikatnih sundera Zivi uglavnom na velikim dubinama i
nastanjuje sve okeane sveta. Posebno je Cesta u oblasti Antarktika. Hexactinellida, ili staklasti
sunderi, vaZna su komponenta bentosnih zajednica, a ponekad mogu ¢initi i dominantni deo
biomase dna (Barthel and Tendal, 1994; Krautter et al., 2001; Rice et al., 1990). Najstariji fosili
ove klase sundera datiraju iz Neoproterozoika (Brasier et al., 1997; Gehling and Rigby, 1996;
Steiner et al., 1993) i do danas se nisu mnogo menjali (Mehl, 1996, 1992). Poznato je oko 500
recentnih vrsta koje predstavljaju 7% ukupnog biodiverziteta Porifera (Reiswig, 2002). S
obzirom da su dubinski delovi okeana skoro potpuno neistrazeni, pretpostavlja se da je
raznovrsnost ove klase znatno veca (Janussen et al., 2004). Karakteristi¢ni su po tome Sto su,
bez izuzetaka, vertikalno orijentisani, sa strukturama za pricvrsScivanje za supstrat u osnovi
tela. Uglavnom su radijalno simetric¢ni. Cilindri¢nog su oblika, ponekad podsecaju na urne ili
pehare, a mogu se i granati. U proseku njihove dimenzije krecu se izmedu 10-30 cm, ali mogu
biti i ve¢i. Poseduju centralnu Supljinu (atrium), kroz koji cirkuliSe voda, oskulum je pokriven
isprepletanim spikulama. Boja im je uglavnom beli¢asta, bleda. Karakterisu ih spikule koje se
sastoje iz tri perpendikularna zraka, odnosno Sest vrhova, po kojima su i dobili naziv. Spikule
su Cesto stopljene, Sto im daje dodatnu rigidnost (Leys et al, 2007). Imaju sposobnost da
prenose signal kroz sincicialno telo bez nervnog sistema (Leys and Mackie, 1997), Sto je
takode njihova jedinstvena osobina. Klasa Hexactinellida se deli na dve podklase,
Amphidiscophora i Hexasterophora (Reiswig, 2002), ¢ija je osnovna i vrlo jasna razlika u gradi
mikrosklera, koje su kod prvih amfidiskusi a kod drugih heksasteri.

1.4.2 Calcarea Bowerbank, 1864

Ova klasa predstavlja najprimitivnije sundere. Mineralni skelet sac¢injen od kalcijum
karbonata, po ¢emu su i dobili naziv, predstavlja njihovu sinapomorfnu karakteristiku. Ne
sintetiSu spongin. Obi¢no su manjih dimenzija (do 10 cm), oblika vaze radijalne simetrije, ili u
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obliku sa¢a. Cesto poprimaju vrlo interesantne geometrijske oblike (Manuel et al, 2003,
2002). Predstavnici ove grupe Siroko su rasprostranjeni, Zive isklju¢ivo u morima i, osim
retkih izuzetaka, nastanjuju plitke priobalne zone tropskih mora (Rapp et al,, 2011). Klasa je
podeljena na dve podklase i Sest redova: podklasa Calcinea, sa redovima Clathrinida i
Murrayonida, i podklasa Calcaronea sa redovima Baerida, Leucosolenoida, Lithonida i
Pharetronida. Ukupno je registrovano 675 vrsta (Van Soest et al., 2018).

1.4.3 Demospongiae Sollas, 1885

Ova klasa sundera je daleko najraznovrsnija i najbrojnija. Prve dve klase c¢ine 10-20%
svih vrsta sundera dok 80-90% vrsta pripada klasi Demospongiae. Takode, Kklasi
Demospongiae pripadaju i svi slatkovodni sunderi. Mogu se naci u velikom opsegu boja, oblika
i veli¢ina. Po organizaciji pora i kanala svi pripadaju leukon tipu grade. Skelet im je graden od
sponginskih vlakana (organska materija) i mineralnih spikula od silicijuma (Kelly-Borges and
Pomponi, 1994; Reitner and Mehl, 1996). Nakon detaljne globalne revizije sprovedene nakon
dvehiljadite godine, klasa Demospongiae organizovana je u 14 redova sa 88 familija i 500
rodova (Hooper and Van Soest, 2002; Van Soest et al., 2018, 2012).

1.5 Slatkovodni sunderi

Do sada je otkriveno 217 slatkovodnih vrsta, rasporedenih u 45 rodova i 6 familija:
Lubomirskiidae, Malawispongiidae, Metaniidae, Metschnikowiidae, Potamolepidae i
Spongillidae. Sve one pripadaju redu Spongillida Manconi & Pronzato, 2002, klasi
Demospongiae Sollas, 1885 (Manconi and Pronzato, 2007). Najveci diverzitet zabeleZen je u
neotropskom regionu, a zatim u Palearktiku (Manconi and Pronzato, 2002).

1.5.1 Familije slatkovodnih sundera

Ono Sto je slatkovodnim sunderima omogucilo osvajanje kopnenih voda i odvojilo ih od
morskih predstavnika jeste pojava gemule - rezistentnog dormantnog tela, koje im
omogucava preZivljavanje promenljivih uslova sredine kopnenih voda. Pretpostavlja se da se
kolonizacija kopnenih voda odigrala u periodu Jure, pre 210-140 miliona godina, u oblasti
JuZnog Atlantika. Tokom ovog razdoblja otpocelo je razdvajanje africkog i juznoamerickog
kontinenta i Atlantik je jo$ uvek bio fjord sa plitkim bocatim vodama, koje su karakterisale
velike temperaturne oscilacije (Pearson, 1978). Ovaj zakljuak potkrepljen je najstarijim
registrovanim fosilom sundera, Paleospongilla chubutensis iz Patagonije, koji potice jo$ iz
perioda Mezozoika (Racek and Harrison, 1975). Uprkos starosti, ovaj fosil sadrzi gemule koje
sa svojim debelim pneumatskim slojem i oblogom od spikula, podseéaju na gemule recentnih
vrsta. Ovo takode govori o tome da su gemule konzervativne strukture, koje se nisu mnogo
menjale tokom evolucije slatkovodnih sundera (Manconi and Pronzato, 2002).

U nastavku su date osnovne karakteristike recentnih familija slatkovodnih sundera.

1.5.1.1 Spongillidae Gray, 1867

Javljaju se u raznim oblicima, od loptastih do masivnih razrastaja, kao prekrivajudi slojevi, ili
mogu biti razgranati. Boja varira od beli¢asto-Zuckaste do braon, a u zavisnosti od simbionata
moZe da bude zelena, od svetlih do tamnih nijansi. Telo im je glatko ili hrapavo, konusno. U
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skeletnoj gradi prisutan je i spongin, ali u malim koli¢cinama. Megasklere su po tipu oksee i
strongile, glatke ili hrapave, prekrivene trnolikim strukturama, ili granulisane. Mikrosklere,
kada su prisutne, po tipu mogu biti oksee, strongile, zvezdaste (asteri), ili pseudobirotule. Sve
vrste poseduju gemule, osim retkih vrsta koje Zive u stabilnim uslovima, kakvi postoje u
tropskim jezerima. Svi, osim roda Nudispongilla, poseduju foramen na gemulama. Teka
gemule moZze imati jedan, dva, ili tri sloja. Gemule su uglavnom prekrivene gemulosklerama,
retko su bez. Kada su prisutne, gemulosklere su uglavnhom tangencijalno pozicionirane u
odnosu na povrSinu gemule, delimi¢no ili potpuno uronjene u teku. Oblik gemulosklera je
najcesSce specifican za vrstu, sa velikom raznovrsnos¢u formi, od bodljikavih do glatkih, a po
tipu mogu pripadati grupi oksea, strongila, birotula, pseudobirotula, itd. Kosmopolitskog su
rasprostranjenja. Familija Spongillidae sadrzi 21 rod:

Anheteromeyenia, Corvoheteromeyenia, Corvospongilla, Dosilia, Duosclera, Ephydatia,
Eunapius, Heteromeyenia, Heterorotula, Nudospongilla, Pachyrotula, Pectispongilla, Racekiela,
Radiospongilla, Sanidastra, Saturnospongilla, Spongilla, Stratospongilla, Trochospongilla,
Umborotula i Uruguayella.

1.5.1.2 Malawispongiidae Manconi & Pronzato, 2002

Oblik tela moZe biti u vidu tankog sloja kod mladih jedinki do vecih, globularnih kod
razvijenijih jedinki. Uglavnom su neelasti¢ni, tvrdi ali krhki. Postoji centralna telesna Supljina.
Megasklere su po tipu oksee, Spicaste ili zaobljene. Mikrosklere ne postoje, gemule i
gemulosklere su takode odsutne. Postoji pet rodova: Malawispongia, Cortispongilla,
Ochridaspongia, Pachydictyum i Spinospongilla.

Njihova distribucija je izrazito diskontinuirana. Uglavnom se nalaze u starim jezerima:
Kinneret (Srednji Istok), Malawi (Afrika), Ohrid (Isto¢na Evropa) i Posso (Sulawesi/Celebes,
Indonezija).

1.5.1.3 Metaniidae Volkmer-Ribeiro, 1986

Telo ovih sundera uglavnom je krupno, loptasto, u vidu bulbusa ili u vidu sloja koji
prekriva supstrat. Mogu biti glatki ili hrapavi, od krhkih do veoma tvrdih i ¢vrstih. Kod rodova
u kojima su prisutne, mikrosklere su tipa akantostrongile, akantoksee, asteri ili
pseudobirotule. Gemule su subsferi¢ne ili jajaste i poseduju foramen. Teka gemule uglavnom
je troslojna, sa radijalno rasporedenim gemulosklerama. Gemulosklere mogu biti
boletiformne-tubeliformne, parmuliformne ili u vidu pseudobirotula. Ova familija sadrZzi pet
rodova: Metania, Acalle, Drulia, Houssayella, i Corvomeyenia. Rasprostranjena je u Nearktiku,
Neotropima, Afrotropima, Indomalajskoj i Australijskoj zoni.

1.5.1.4 Metschnikowiidae Czerniavsky, 1880

Telo ovih sundera je globularno ili u vidu sloja na supstratu, izrazito ¢vrsto. Ova
porodica ne poseduje gemule. Megasklere, po tipu oksee, mogu biti glatke, sa tuberkulama, ili
gusto zbijenim spinama, sa Spicastim vrhovima. Mikrosklere i gemulosklere su potpuno
odsutne. Postoji samo jedan, monotipski rod Metschnikowia, sa jednom vrstom Metschnikowia
tuberculata Grimm, 1876. Ova vrsta nalazi se iskljucivo u Kaspijskom moru.
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1.5.1.5 Potamolepidae Brien, 1967

Ovi sunderi obitno su krupni, sa nepravilnim lobusima, grebenima ili granama.
Ponekad mogu biti i u vidu sloja na supstratu. Tvrdo¢a im varira, ali su uglavnom c¢vrsti, a
povrSina im je najceS¢e glatka. Megasklere tipa strongile, variraju od glathih do granulisanih
ili prekrivenih trnovima, sa proSirenim krajevima. Kod rodova koji ih poseduju, mikrosklere
su tanke oksee. Gemule se nalaze u bazalnom delu sundera i u tesnoj su vezi sa supstratom.
Teka se sastoji od jednog sloja spongina sa tangencijalno rasporedenim gemulosklerama.
Gemulosklere su u obliku kratkih ili jajastih strongila (Manconi and Pronzato, 2015). Familija
Potamolepidae sadrzi Sest rodova: Potamolepis, Echinospongilla, Potamophloios, Oncosclera,
Sterrastrolepis, i Uruguaya. Predstavnici ove familije naseljavaju delove Afrotropa, Neotropa i
Australijske regije (Copeland et al., 2015).

1.5.1.6 Lubomirskiidae Rezvoi, 1936

Oblik tela pripadnika porodice Lubomirskiidae varira od sasvim tankog sloja, preko
jastuCaste forme do potpuno razgranatih primeraka. Pripadnici ove familije bogati su
sponginom. Megasklere su tipa oksea i strongila. Mikrosklere kod ovih vrsta ne postoje, kao ni
gemule, a samim tim ni gemulosklere. Ova familija obuhvata tri roda: Lubomirskia,
Baikalospongia, i Swartschewskia. Sva tri roda endemicna su za Bajkalsko jezero (Rezvoi,
1936).

1.5.2 Ekologija slatkovodnih sundera

Slatkovodni sunderi Siroko su rasprostranjeni i cesto predstavljaju uobicajenu
komponentu mnogih slatkovodnih ekosistema. Nastanjuju lenticka i loticka vodna tela i mogu
se naci u efemernim i stalnim vodenim ekosistemima, na svim geografskim Sirinama i u svim
klimatskim pojasevima na Zemlji. Nastanjuju reke, potoke, izvore, brzake, us¢a, jezera (¢ak i
alpska i slana), pecine, bare, antropogene akumulacije, bazene, itd. (Pronzato and Manconi,
2001).

Zahvaljuju¢i gemulama i estivaciji, odnosno hibernaciji, mogu preZiveti nepovoljne
uslove - visoke temperature, susu i duge periode mrazeva. Gemula, odnosno dormantno telo,
im omogucava da preZive i periode anoksije, visoku eutrofizaciju i razne vrste zagadenja - od
organskog zagadenja, do povecanih koncentracija teSkih metala (Richelle-Maurer et al., 1994;
Sara and Vacelet, 1973). Sunderi se smatraju sesilnim organizmima, iako postoje istrazivanja
koja su pokazala da manje jedinke poseduju odreden nivo mobilnosti (Bond and Harris,
1988). Uglavnom su vezani za ¢vrstu podlogu, Sto podrazumeva krupno, sitno kamenje, stene,
potopljene grane, korenje i vegetativne organe razli¢itih vodenih biljaka. Cesto se mogu sresti
i na ljuSturama mekusaca, kao i na zivim Skoljkama ili puZevima. Pokazuju veliki afinitet i
prema raznim vrstama antropogenih supstrata potopljenih u vodi, kao $to su staklo, cement,
plastika, predmeti od metala (Pronzato and Manconi, 2001). Za kolonizaciju sundera narocito
su pogodne vestacke obalne utvrde i naperi.

U nekim staniStima su sporadic¢ni, sa veoma malim u¢eS¢em u ukupnoj biomasi, do su u
drugim veoma abundantni (Frost, 2002; Penney and Racek, 1968; Ricciardi and Reiswig,
1993).

Sistemi za varenje i respiraciju ne postoje. Ishrana se odvija na celijskom nivou,
holozojski, a respiracija putem difuzije kiseonika iz spoljasnje sredine u ¢elije (Ruppert et al.,
2004). Oba procesa omogucena su usmeravanjem vode pokretima biCeva hoanocita kroz
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sistem kanala i pora. Dermalne pore predstavljaju pore na koje voda ulazi u telo sundera, dok
spongocel predstavlja glavni otvor ka kojem svi kanali konvergiraju i kroz koji se voda, koja je
veC proSla kroz sistem kanala, izbacuje u spoljaSnju sredinu (Langenbruch, 1983). Kao
filtratorni organizmi koji apsorbuju Sirok spektar Cestica, od zoo-fito-piko planktona, sve do
rastvorene organske materije (Pile et al., 1997) i bakterija, neupotrebljivih vecini drugih
beski¢menjaka, sunderi imaju znacajnu ulogu u prirodnim procesima preciS¢avanja vode
(Lucey and Cocchiglia, 2014; Sara, 1973). Dokazano je da sunder veliCine prsta moZe
profiltrirati i do 125 1 vode dnevno (Frost, 1978), ili po drugim procenama 1.000 puta svoju
tezinu za 24 Casa (Reiswig, 1971). Smatra se da pokazuju sklonost ka mirnijim i Cistijim
vodama, u kojima je manja mogucénost zacepljenja pora i sprecavanja disanja i ishrane.
Medutim, neretko su pronalaZeni i u zagadenijim vodama (Harrison, 1974). Sunderi Cesto Zive
u simbiozi sa jednocelijskim algama iz roda Zoochlorella (Manconi and Pronzato, 2015), koje
pospesuju efikasnost njihove ishrane. S obzirom na njihovu nisku nutrititivnu vrednost, zbog
visokog udela mineralne komponente, sunderi nemaju mnogo predatora. Ipak, postoje
primeri Zivotinja koji se mogu hraniti i njima. U retke predatore sundera spadaju patke
(McAuley and Longcore, 1988), rakovi (Williamson, 1979), neki akvati¢ni insekti i puzevi
(Frost, 1991; Resh et al., 1976).

1.5.3 Razmnozavanje

Sunderi se razmnoZavaju seksualno, naj¢eS¢e hermafroditski, proizvodeci
spermatozoide i jajne Celije u razli€itim periodima. Sunderi spermatozoide ispustaju u vodu u
vidu oblaka i do jajne Celije bivaju transportovani arheocitama. Iz zigota nastaju cilijatne larve.
Neke vrste sundera larve odmah ispustaju u spoljaSnju sredinu, dok se kod drugih one
zadrZzavaju u telu (Ruppert et al, 2004). Sunderi se takode razmnoZavaju aseksualno,
pupljenjem, ili formiranjem otpornih diseminacionih telasaca gemula. Gemule sadrZe sve
neophodne Celije za nastanak nove jedinke, zasticene viSeslojnom opnom od posebne vrste
spikula - gemulosklera i proteinskog omotaca - spongina. Ova dormantna diseminaciona
telaSca u stanju su da preZive duge i hladne zime, kao i visoke letnje temperature, pa cak i
velike suSe. Kada se ponovo uspostave povoljni sredinski uslovi, iz gemula se formiraju nove
jedinke (Erpenbeck et al., 2020; Manconi and Pronzato, 2007).

Iz svega prethodno navedenog proistice da sunderi predstavljaju veoma zanimljivu
grupu organizama, znacajnu za akvati¢ne ekosisteme. Vodeni ekosistemi jugoistocne Evrope,
Zapadnog Balkana, pa i izvesni delovi Panonske nizije slabo su istrazeni u pogledu prisustva
slatkovodnih sundera, zastupljenosti odredenih vrsta i njihove precizne distribucije (Andjus
et al., 2019a, 2019b). Takode, postoje i mnoge nepoznanica u pogledu delovanja faktora
sredine na rasprostranjenje Porifera u zavisnosti od tipa lokaliteta i njegovih fizicko-
hemijskih karakteristika. Pored toga, neophodna su i nova znanja o slatkovodnim sunderima,
kako bi se sagledala moguc¢nost ukljuenja ove grupe u sisteme ocene ekoloSkog statusa
vodenih ekosistema kao indikatora opSte degradacije, ili indikatora posebnih vidova
zagadenja, kao Sto je prisustvo teSkih metala i metaloida.

Stoga smatramo da nasa studija predstavlja znacajan korak u istraZivanju ove grupe
organizama, a njeni ciljevi koncipirani su kako bi se doprinelo upotpunjavanju znanja o
taksonomiji, autekoloSkim Kkarakteristikama slatkovodnih sundera, kao i o njihovom
aktuelnom rasprostranjenju.
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Predmet ove doktorske disertacije je analiza raznovrsnosti i distribucije slatkovodnih
sundera na podrucju zapadnog Balkana i Panonske nizije na osnovu klasi¢nih i molekularnih
metoda taksonomske analize, kao i ispitivanje delovanja faktora sredine na njihovu
rasprostranjenost i diverzitet.

Ciljevi ove doktorske disertacije su:

- utvrdivanje prisutnih vrsta Porifera u Dunavu i Savi, njihovim glavnim pritokama u
Srbiji, u jezerima Srbije i u jezerima i rekama Crne Gore i Severne Makedonije na osnovu:

a) analize spikula primenom svetlosne mikroskopije;
b) analize spikula skeniraju¢om elektronskom mikroskopijom (SEM);
c) analize sekvence 3D domena 28S ribozomske DNK;
- utvrdivanje rasprostranjenosti Porifera u vodnim telima ispitivanog podrucja;

- korelisanje rasprostranjenosti Porifera sa fizickim i hemijskim parametrima
spoljaSnje sredine, odnosno vode (temperatura, pH, koncentracija kiseonika, elektri¢na
provodljivost, prisustvo organskih i neorganskih jedinjenja) i

-korelisanje rasprostranjenosti Porifera i pojave anomalija u gradi spikula sa
prisustvom teSkih metala.
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Materijal je prikupljen prilikom realizacije istrazivanja obavljenih u okviru Odeljenja za
hidroekologiju i zaStitu voda Instituta za bioloSka istrazivanja ,Sinisa Stankovic¢“ - Instituta od
nacionalnog znacaja za Republiku Srbiju (IBISS), Univerziteta u Beogradu. U sklopu ove
doktorske disertacije prisustvo sundera ispitivano je u viSe tipova vodnih tela, od velikih
medunarodnih reka do tokova lokalnog karaktera, kao i staja¢ih voda.

3.1 Oblast uzorkovanja
Terenski rad i uzorkovanja sprovedena su u tri faze.

Najveci broj uzoraka sa Dunava obezbeden je zahvaljuju¢i medunarodnom projektu
monitoringa ove reke - ekspedicije ,Zajednicko ispitivanje Dunava“ (,Joint Danube Survey 3 -
JDS 3) realizovane u periodu avgust - septembar 2013. godine. Medunarodna komisija za
zastitu reke Dunav (,International Commission for the Protection of the Danube River” -
ICPDR) svakih Sest godina organizuje medunarodnu ekspediciju (JDS), u kojoj ucestvuju
naucnici iz svih podunavskih zemalja. Veliki broj razli¢itih vrsta uzoraka (vode za
mikrobioloska i hemijska testiranja, fitoplanktona, fitobentosa, makrofita, makrozoobentosa,
ihtiofaune, itd.), prikupljen je sa plovnog dela Dunava, koji obuhvata sektor duzine od 2.500
km, od Regenzburga (Nemacka) do delte (Rumunija i Ukrajina).

U okviru medunarodnog projekta GLOBAQUA (,Upravljanje efektima viSestrukih
stresora u uslovima nedostatka vode“ - the European Union’s Seventh Programme for
research, technological development and demonstration under grant agreement No 603629),
tokom perioda od 01. do 10. septembra 2014. i 2015. godine, prikupljen je materijal iz Save
(duz celog toka reke - 937 km). GLOBAQUA projekat, koji pripada projektima Sedmog
okvirnog programa Evropske Unije za istraZivanje, tehnoloski razvoj i ogledne aktivnosti (FP7
projekat), bavi se istrazivanjem efekata viSestrukih stresora u uslovima nedostatka vode, sa
ciliem da se poboljSa upravljanje vodama i modifikuju zakonodavne mere kako bi se
prilagodile novonastalim uslovima u Zivotnoj sredini.

Treca faza podrazumevala je uzorkovanje pritoka Save i Dunava u Srbiji i istraZivanje
lokaliteta u Crnoj Gori i Makedoniji. Ispitane su sve glavne pritoke odnosno sledecih 16 reka:
Tisa, Velika Morava, Zapadna Morava, Ibar, Juzna Morava, Nisava, Drina, Jadar, Uvac, ZloSnica,
Kolubara, Mlava, Pek, Borska reka, Porecka reka, Beli i Crni Timok.

Pored ispitivanih tekuc¢ih voda, istrazivanja su vrSena i na slede¢im jezerima i
akumulacijama Srbije: Perucac, Zaovine, Potpe¢, Pali¢, Ludos, Bela reka, Duboki potok,
Pariguz, Srebrno jezero, Zavoj i Bovan.

Treca faza je pripremljena na osnovu analize dostupnih podataka o tipovima voda
podrudja ispitivanja, odnosno uzimajuci u obzir staniSta na kojima se sunderi potencijalno
mogu detektvati.

Teritorija Republike Srbije se prema opsStim karakteristikama moze podeliti na dva
regiona: Panonski basen (severno od Dunava) i brdsko-planinski region (juZno od Dunava).
Prelazno podrudje cCini sliv reke Save, nizvodni deo sliva Drine i deo sliva Kolubare. Brdsko-
planinsko podrucje je raznovrsnije u pogledu opstih prirodnih karakteristika u odnosu na
znatno homogeniju oblast severno od Dunava, Sto pogoduje rasprostranjenju flore i faune,
ukljucujuci i vodene organizme. Reke Srbije pripadaju slivovima Jadranskog, Egejskog i Crnog
mora (Gavrilovi¢ and Duki¢, 2002), od kojih je najveci crnomorski sliv (92% teritorije Srbije).
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Sve vece reke pripadaju ovom basenu, a preko Dunava se ulivaju u Crno more. Jadranski sliv
zahvata priblizno 5% povrSine Srbije, dok Egejski sliv koji je najmanji, zahvata priblizno 3%
teritorije.

Reke Crne Gore gore pripadaju Crnomorskom i Jadranskom slivu. Jezera u planinskom
delu Crne Gore su ledni¢kog porekla. Najznacajnija od njih su Plavsko, Biogradsko, Sasko i
Crno. Najvece jezero Crne Gore, a ujedno i celog Balkanskog poluostrva, je Skadarsko jezero.
Ono je po tipu kriptodepresija (povrSina mu je iznad, a dno ispod nivoa mora), i predstavlja
najzanimljivije i diverzitetom najbogatije jezero u Crnoj Gori (Markovi¢, 1990).

U Crnoj Gori ispitivane su reke Komarnica, Piva, Tara i Moraca, a od staja¢ih voda
Plavsko i Skadarsko jezero.

Severna Makedonija deli se na tri reljefne celine: Zapadna Severna Makedonija,
srediSnji deo ili Povardarje i Istocna Severna Makedonija. Najve¢i deo zemlje pripada
Egejskom slivu, preko reke Vardar, duZine 388 km (od toga 301 km u Severnoj Makedonij).
Manji deo je u Jadranskom slivu preko reke Crni Drim i njegovih pritoka, a Crnomorskom slivu
pripada reka Binacka Morava. U Severnoj Makedoniji nalaze se i tri znac¢ajna prirodna jezera,
Dojransko, Prespansko i Ohridsko. Ohridsko jezero spada medu najstarija jezera na planeti.
Flora i fauna Severne Makednonije odlikuje se velikom raznovrsnosc¢u i prisustvom brojnih
endemskih vrsta (Markovi¢, 1990).

U Severnoj Makedoniji istrazivanja su vrSena na velikim jezerima Dojran, Prespan i
Ohrid.

Deo podataka dobijen je na osnovu pregleda uzoraka koji su dobijeni iz Prirodnjackog
muzeja u Skoplju.

3.2 Prikupljanje bioloskog materijala

Na svim pomenutim rekama i jezerima, ukupno je pregledan 171 lokalitet, od toga je na
46 ustanovljeno prisustvo sundera. Sakupljeno je 168 primeraka sundera (u proseku 2-3 po
lokalitetu). Nakon uzorkovanja i fotografisanja sunderi su odlagani u etanol.

S obzirom da sunderi retko bivaju detektovani standardnim metodama istraZivanja
akvati¢nih makrobeski¢menjaka, bio je neophodan monitoring specifi¢nih stanista i ciljano
pretraZivanje supstrata (stene i kamenje, korenje, potopljena debla i granje, betonski blokovi
nasipa i dr.). Manje reke koje su po pravilu bile plice i koje je bilo moguce pregaziti,
pretraZivane su celom Sirinom. Vece reke su pretrazivane u priobalnim zonama u transektima
od 100 metara duzine sa oko metar Sirine, do dubine od 1,5 m. Jezera su pretrazivana
pretezno ronjenjem, do dubine od oko 10 m. Detaljno je pregledan veliki broj pogodnih
supstrata na kojima bi potencijalno sunderi mogli da rastu (Slika 4).

Kvantifikacija

IzvrSena je i procena abundance prema modifikovanoj metodi Droeschner-a (Dorschner et
al,, 1993), po slede¢im kriterijumima:

e male pojedinacne kolonije oznacene su kao abundanca 1 (kada je na lokalitetima
pronalaZen samo jedan ili par primeraka);

e kada je na lokalitetu bilo viSe od 2-3 kolonije, a manje od 10 ovo je oznaceno kao
abundanca 2;

e preko 10 primeraka po lokalitetu oznaceno je abundancom 3;

18



Materijal i Metode

Slika 4. a) Izgled lokaliteta na manjoj reci na kome je utvrdeno prisustvo sundera. b) Potopljeno granje
sa velikom kolonijom E. fluviatilis na Savi kod Ostruznice.

3.3 Odredivanje fizicko-hemijskih parametara

Na terenu su mereni slededi fizicki i hemijski parametri: temperatura vode, elektricna
provodljivost odnosno konduktivitet, pH i zasi¢enost kisenikom. Temperatura je merena
digitalnim termometrom TFA EN 13485, a ostali parametri instrumentima HANNA HI 9126,
HI 9146, i HI98130 (HANNA Instruments), odnosno digitalnim pH-metrom, oksimetrom i
meracem konduktiviteta. Ostatak podataka iskoriS¢enih u istraZivanju preuzet je iz godiSnjeg
izveStaja Agencije za zastitu Zivotne sredine. Fizicko-hemijski parametri koji su na osnovu
literaturnih podataka uzeti kao relevantni za Zivot sundera i koji su uSli u statisticku analizu
su slededi: temperatura vode, pH, elektroprovodljivost, suspendovane materije, rastvoreni
kiseonik, zasi¢enje kiseonikom, ukupna tvrdoca vode, rastvoreni ugljen dioksid, bikarbonati,
ukupne rastvorene solj, silikati, i kalcijum. U obzir su uzete prose¢ne vrednosti parametara na
nivou celog toka reke, za period od Sest meseci (juni-novembar) koji odgovara periodu
uzorkovanja. Ovaj period smatra se optimalnim za prikupljanje sundera (Schletterer and
Eggers, 2006), posto se ocekuje da je tada vegetativno telo sundera, zajedno sa gemulama,
dovoljno razvijeno.

Deo podataka preuzet je iz godiSnjih izveStaja o kvalitetu vode Agencije za zaStitu
Zivotne sredine — Ministarstvo zastite Zivotne sredine Republike Srbije, za period 2015-2018,
kao i iz JDS3 izveStaja Medunarodne komisije za zastitu reke Dunav (,International
Commission for the Protection of Danube River” - ICPDR). Preuzeti parametri su:
suspendovane materije, ukupna tvrdoca vode, rastvoreni ugljen dioksid, bikarbonati, ukupne
rastvorene soli, silikati, i kalcijum.

Po istom principu su koris¢eni podaci iz godiSnjeg izveStaja Agencije za zaStitu Zivotne
sredine, za prisustvo polutanata u rekama (nitrata, ortofosfata, natrijuma, hlorida, gvozda,
mangana, cinka, bakra, olova, aluminijuma i Zive).
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3.4 Preparacija spikula za svetlosnu i elektronsku mikroskopiju

Da bi se omogucilo posmatranje finih karakteristika i razlika u mikroskeletu sundera,
neophodno je da se njihove spikule Sto bolje izoluju, Sto se postiZe rastvaranjem okolnog
organskog tkiva. Za ovaj proces postoji viSe metoda, a naj¢eS¢e upotrebljivani reagensi su
varikina i azotna kiselina. U ovom radu kori$¢ena je metodologija preparacije spikula opisana
od strane Manconi i Pronzato (Manconi and Pronzato, 2015), koja podrazumeva rastvaranje
organske materije pomocu koncentrovane azotne kiseline (65% HNOs). Pincetom i
makazama, od svakog uzorka odvaja se fragment sundera veliine 2-5 mm, pri ¢emu treba
obratiti paZnju da se zahvate i gemule koje su obicno, ako ih ima, vidljive golim okom. U maloj
posudi komad sundera se po potrebi ispiraprvo vodom, a zatim 96% etanolom kako bi se
uzorak oslobodio od primesa mulja, peska, kamenci¢a, drugih organizama, itd. a zatim se
ostavlja na suSenje oko sat vremena na sobnoj temperaturi (ili u su$nici da bi se proces
ubrzao). OsuSeni fragment stavlja se u staklenu epruvetu od 50 ml i preliva sa oko 5 ml
koncentrovane 65% HNOs. Uzorak se ostavlja u kiselini minimum 24 casa, kako bi se
mineralna komponeta oslobodila od organske. Nakon 24 casa, dobija se talog spikula na dnu
epruvete. Pipetom, koja mora biti posebna za svaki uzorak, kako bi se izbegla kontaminacija,
izvlaci se i uklanja kiselina, a zatim preliva sa slicnom koli¢inom destilovane vode (5 ml). Ovaj
proces ponavlja se dva do tri puta kako bi se isprala zaostala azotna kiselina. Najzad, pri
poslednjem pipetiranju, destilovana voda zamenjuje se 96% etanolom.

3.4.1 Svetlosna mikroskopija

Za pripremu preparata spikula za svetlosnu mikroskopiju, kap suspenzije sa spikulama
se iz epruvete pipetom nanosi na pokrovno staklo. Kada alkohol ispari, preko spikula se
nanosi kap kanada balzama a pokrovno staklo spusta na predmetnu ploc€icu. Preparat se zatim
zagreva na izvoru toplote, postepeno, dok se isparljiva komponenta balzama skoro potpuno
ne oslobodi. Nakon hladenja, preparat je spreman za posmatranje.

3.4.2 Skenirajuca elektronska mikroskopija

Za skenirajucu elektronsku mikroskopiju (SEM), kapi suspenzije spikula u etanolu se
nanose na drZace uzoraka obloZene zlatom u zlatnom rasprsivacu, na 18 mA tokom 1 minuta.
Uzorci su analizirani i fotografisani na Institutu za fiziku - Institut od nacionalnog znacaja za
Republiku Srbiju, Univerziteta u Beogradu na VEGA TS 5133MM SEM-u, u reZimu visokog
vakuma, koriste¢i detektor za sekundarne elektrone (SE), sa ubrzavaju¢im naponom.

3.4.3 Analiza anomalija spikula

Na preparatima pripremljenim za svetlosnu mikroskopiju ispitano je i prisustvo
deformisanih, nestandardnih oblika spikula. Preparati su u celini pregledani i sve anomalije su
klasifikovane i pobrojane. S obzirom da su se preparati znacajno razlikovali po ukupnom
broju spikula bilo je neophodno utvrditi njihov broj u svakom uzorku. On je izraCunat
prebrojavanjem svih spikula u 5 vidnih polja na uvecanju od 20x, iz cega je izraCunata
prosecna vrednost po vidnom polju, a taj broj pomnoZen sa ukupnim brojem vidnih polja na
preparatu. Oblici i u€estalosti anomalija zabeleZeni su tamo gde ih bilo. Najzad, broj anomalija
izraZen je na 1.000 spikula. Vrednosti fizicko-hemijskih parametara i koncentracija teskih
metala u vodi su korelisani sa prisustvom anomalija.

3.5 Izolacija DNK

Uzorci koji su koriS¢eni za ekstrakciju genomske DNK su najpre osuSeni na 56 °C, a
potom homogenizovani u rastvoru za lizu (u odnosu teZina:zapremina 1:5), koji sadrzi 4 M
guanidin hidrohlorid, 50 mM Tris-HCI pH 8,0, 0,05 M EDTA, 20 mg / mL proteinaze K i 1% 13-
merkaptoetanol. Suspenzija je inkubirana na 50 °C tokom jednog sata. Zatim je dodata ista
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zapremina smeSe fenol/hloroform (u odnosu 1:1), uz blago muckanje da bi rastvor bio $to
homogeniji. Nakon ovog koraka vrsi se centrifugiranje na 3.000 obrtaja u trajanju od 5 minuta
kako bi se odvojile organska i vodena faza. Vodena faza odvaja se u cistu mikrotubu. Po
potrebi se postupak moZe ponoviti visSe puta, dok se ne izdvoji bistra vodena faza. Zatim se
nalije identi¢ni volumen smeSe fenol/hloroform/izoamilalkohol (u odnosu 25:24:1) i nezno
mucka da bi se postigla homogenost. Rastvor se ponovo centrifugira se na 3.000 obrtaja u
trajanju od 5 minuta radi ponovnog razdvajanja faza. Vodena faza prebacuje se u novu
mikrotubu. Dodaje se 2-3 volumena hladnog apsolutnog etanola (-20 °C), 1/10 volumena
tromolarnog natrijum acetata i blago se mucka dok DNK u vidu belog konci¢a ne postane
vidljiva u rastvoru. Centrifugira se nekoliko sekundi i etanol se odliva. Zatim se talog (DNK)
ispira sa hladnim 70% etanolom (-20 °C) i ostavlja da se osuSi na vazduhu, na sobnoj
temperaturi. DNK se potom rastvara u destilovanoj vodi (u ~200 pl).

Odredivanje koncentracije DNK vrsi se pomo¢u spektrofotometra.
3.5.1 Odredivanje koncentracije DNK u uzorku

Za odredivanje koncentracije DNK neophodno je merenje apsorbance rastvora na 260 i
280 nm na spektrofotometru (BioPhotometer Plus, Eppendorf, Nemacka). Vrednost
apsorbance na 260 nm omogucava racunanje koncentracije DNK u uzorku, a vrednost
apsorbance izmerene na 280 nm daje koli¢inu proteina u uzorku. Cisto¢a uzorka procenjuje se
na osnovu vrednosti odnosa ovih apsorbanci (A26onm/A280nm). Uzorak DNK zadovoljavajuce
Cisto¢e (bez kontaminacije proteinima) ima odnos Azeonm/Azsonm oko 1.8 (Hernandez-
Rodriguez, 2012).

Vrednost Azeonm merilo je koncentracije DNK: jedna jedinica Az6onm (OD = 1, od engl.
optical density), predstavlja koliCinu DNK sadrZzanu u 1 ml rastvora i 1 OD na 260 nm za
dvolancanu DNK jednako je koncentraciji od 50 ng/pl.

Postupak rada je bio sledeci: pripremani su rastvori 1 ul DNK u 50 pl vode, kako bi se
postiglo razblaZenje od 50 x. Nakon ocitavanja vrednosti OD2s0nm , koncentracija se racuna
prema formuli: OD260 x 50 ng/ul x faktor razblaZenja.

Na primer, ukoliko je OD260nm= 1,2, onda je koncentracija DNK u uzorku:

1,2x 50 ng/pl x 50 = 3.000 ng/ul, odnosno 3 pg/pl.

3.5.2 Amplifikacija DNK

Lancana reakcija polimeraze (engl. Polymerase Chain Reaction, PCR) je in vitro sinteza,
odnosno umnozavanje specificne, Zeljene DNK sekvence, koja u znacajnoj meri imitira proces
replikacije unutar celije (Hernandez-Rodriguez, 2012). Ovo umnoZavanje segmenta DNK
katalizovano je termostabilnom Taq polimerazom. Eksponencijalna amplifikacija Zeljenog
DNK fragmenta postiZe se ponavljanjem ciklusa denaturacije DNK, hibridizacije prajmera za
matri¢ne lance DNK i potom ekstenzije (elongacije) hibridizovanih prajmera od strane enzima
Taq polimeraze (MBI Fermentas, Vilnius, Litvanija).

PCR reakcija odvija se u mikrotubama u PCR aparatu (Peqlab PeqSTAR 2X; Erlangen,
Nemacka), a reakciona smesa, zapremine obi¢no izmedu 25 i 50uL, podvrgnuta je strogo
definisanim, ciklicnim promenama temperature (Hernandez-Rodriguez, 2012). U ovom
slucaju PCR je izveden u 25 pl reakcione smeSe koja sadrzi izmedu 100 i 500 ng DNK sundera,
2.5 mM MgClz, 200 uM svakog od nukleotida (dATP, dCTP, dGTP i dTTP), 0.5 uM svakog
primera i jednu jedinicu Taq polimeraze (Tabela 1). Reakciona smeSa u koju je umesto uzorka
DNK dodata voda, sluzila je kao negativna kontrola.
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MgCl2 (25 mM)

Tabela 1. Komponente reakcione smese za PCR.

10 x PCR pufer
dNTP (10mM)

prajmer F (5 pM)
prajmer R (5 pM)

ddH20

Taq polimeraza

DNK uzorak (c =200 pg/ pL)

DNK je denaturisana na 95° C u trajanju od 3 min, a inicijalna denaturacija je zatim
pracena sa 35 ciklusa denaturacije na 94° C tokom 45 s, hibridizacije prajmera na 55° C tokom
45 s, i ekstenzije na 72° C, tokom 1 min, sa finalnom ekstenzijom na 72° C tokom 5 min

1,5 pL
2,5 plL
0,5 plL
0,5 pL
0,5 plL
16,5 pL
0,2 pL

3,0 puL

(Tabela 2).
Tabela 2. Temperaturni profil PCR reakcije.
35 ciklusa
Inicijalna Finalna
denaturacija | Denaturacija Hibridizacija  Elongacija | ekstenzija
3 minuta 45 sekundi 45 sekundi 1 minut 5 minuta
94°C 95°C 55 °C 72°C 72°C

KoriS¢en je par prajmera koji specificno prepoznaje D3 domen 28S DNK i Cije su

sekvence, kao i duZina generisanog amplikona date u Tabeli 3.

Tabela 3. Prajmeri kori$¢eni za amplifikaciju 28S DNK sundera.

Duzina
PCR
Gen Sekvenca prajmera produkta
28S 5 - GAC CCG TCT TGA AACACGGA - 3’ 340 bp
5 - TCG GAG GGAACCAGCTACTA-3
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Nakon reakcije umnozavanja ciljnog fragmenta DNK, dobijeni amplikoni su podvrgnuti
elektroforezi na poliakrilamidnom gelu.

3.6 Poliakrilamidna gel elektroforeza (PAGE)

Gel elektroforeza se zasniva na razli¢itoj pokretljivosti molekula u elektricnom polju.
Pokretljivost zavisi od nekoliko faktora i svi imaju bitan uticaj na kretanje molekula kroz gel:
molekulska masa, prostorna konformacija, a iznad svega koli¢ina naelektrisanja (od
presudnog znacaja za smer kretanja makromolekula u elektricnom polju). DNK molekul je
bogat fosfatnim grupama koje koje ga ¢ine negativno naelektrisanim. Ovakvo ravnomerno
rasporedeno naelektrisanje omogucava kretanje ovog makromolekula od katode (negativne
elektrode) ka anodi (pozitivnoj elektrodi).

Polimerizacijom monomera akrilamida dobijaju se dugacki lanci polimera, medu
kojima bis-akrilamid formira poprecne veze, te se na taj nacin dobija mreZasta struktura.
Inicijatori i katalizatori reakcije polimerizacije akrilamida su amonijum persulfat (APS) i N, N,
N’, N’- tetrametiletilendiamin (TEMED). U tabeli 4 su dati odnosi zapremina komponenti
poliakrilamidnog gela (Barril and Nates, 2012).

Tabela 4. Sastav 8% poliakrilamidnog gela.

ddHz0 3,9 mL
5 x TBE pufer 1,3 mL
AKrilamid / bis-akrilamid (40%) 1,3 mL
APS (10%) 46 pL
TEMED 8,4 uL

UspeSnost PCR reakcije, odnosno prisustvo PCR produkata, provereno je analizom
produkata vertikalnom elektroforezom na poliakrilamidnom gelu. PAGE je jedna od najceSce
koriS¢enih metoda za razdvajanje nukleinskih kiselina, zbog velike brzine kojom moZe da se
izvede i visoke rezolucije (Barril and Nates, 2012).

Za potrebe ovog istrazivanja elektoforeza je radena na 8% poliakrilamidnom gelu
(Tabela 4) u 1 x TBE puferu, pri konstantnom naponu struje od 200 V, u trajanju od oko 45
minuta. Da bi produkti PCR-a postali vidljivi, gel je nakon potapan u vodeni rastvor etidijum
bromida, koji se kao interkalirajuc¢i agens ugraduje unutar molekula DNK koji fluorescira kada
se osvetli UV svetlom na transiluminatoru. Prisustvo fluorescentne trake ciljnog fragmenta
detektovano je poredenjem poloZaja ispitivanih PCR produkata sa polozajem DNK fragmenata
poznatih duZina u gelu, odnosno standardom poznatim kao lestvica ili “ladder” (Slika 5).
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Slika 5. Poliakrilamidni gel sa PCR produktom 28S DNK.

3.7 Sekvenciranje

vav 7

3.7.1 Precis¢avanje PCR produkta

U postupku sekvenciranja koriste se produkti dobijeni PCR-om, kao Sto je prethodno
opisano. Osim Zeljenog PCR produkta u reakcionoj tubici se nalaze i preostali neugradeni
nukleotidi kao i neiskoriS¢eni prajmeri koji mogu negativho da se odraze na proces
sekvenciranja. Kako bi se ovo izbeglo, PCR produkti moraju da produ najpre kroz proces
preciS¢avanja da bi se odstranile sve necisto¢e (viSak nukleotida i prajmera) (Joshi and
Deshpande, 2010).

Za sundere je koriS¢eno takozvano enzimsko preciS¢avanje uz upotrebu dva enzima:
egzonukleaza 1 (Fermentas, Nemacka) i alkalna fosfataza (Fast alkaline phosphatase) istog
proizvodaca. Egzonukleaza razlaZe jednolancane molekule DNK, drugim rec¢ima uklanja
neugradene prajmere, dok alkalna fosfataza oslobada 5'- i 3'- fosfatne grupe sa neugradenih
nukleotida.

Reakcija se odvija na slede¢i nacin:

= pripremi se smesSa enzima koja se sastoji od 20 U egzonukleaze i 2 U alkalne fosfataze
(po uzorku);

= 2 ul ove enzimske smeSe se dodaje u 5 ul PCR produkta;
= inkubacija PCR produkata i enzima traje 15 minuta i odigrava se na 37°C;

= sledi inaktivacija enzima u trajanju od 15 minuta na temperaturi od 80° C.
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Reakcija je pripremana na ledu, a inkubacija i inaktivacija su izvedene u aparatima koji
se koriste i za PCR. Ovako precis¢eni uzorci se mogu c¢uvati na 4° C do nedelju dana, ili na -20
oC tokom duZeg vremenskog perioda.

3.7.2 Direktno sekvenciranje

Metoda “direktnog sekvenciranja” koja je primenjena u ovoj disertaciji se naziva Dye-
terminator sekvenciranje i u reakciji se koriste dideoksiribonukleozid trifosfati obelezeni
razli¢itim fluorescentnim bojama (Sanger et al., 1977). Za reakciju su potrebni DNK matrica,
DNK polimeraza, jedan prajmer i smesa 2"-deoksiribonukleotid-trifosfata (dATP, dGTP, dCTP i
dTTP). Pored toga se dodaje i smeSa dideoksiribonukleotid-trifosfata (ddATP, ddGTP, ddCTP
ili ddTTP), koji su fluorescentno obeleZeni razli¢itim bojama (Wong et al., 2019).
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Slika 6. Prikaz principa sekvenciranja po metodi terminacije sinteze DNK lanca (preuzeto
i modifikovano sa http://www.qiagen.com).

U toku procesa sekvenciranja sintetiSe se novi lanac DNK, sve dok se umesto 2’-
deoksiribonukleotida ne ugradi 2°,3"-dideoksiribonukleotid (Slika 6). Kada se ovo desi, dolazi
do prekida sinteze, jer se za dideoksiribonukleotid ne moZe vezati sledeci nukleotid. Na taj
nacin se dobija DNK fragment koji na svom 3" kraju ima fluorescentno obeleZeni 2°,3"-
dideoksiribonukleotid (Smith et al, 1986). Ugradnja fluorescentno obeleZenih ddNTP je
stohasticki proces, koji zavisi od koncentracije ovih gradivnih jedinica u reakcionoj smesi. Kao
produkt reakcije sekvenciranja dobija se smesa fragmenata razlic¢itih duZina.

Za sekvenciranje potrebna je matrica i odgovaraju¢i prajmer dok su ostale komponente
obezbedene u komercijalnom kitu BigDye® Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit (Life
Technologies, SAD).

Reakcija sekvenciranja se izvodi na slede¢i nac¢in (Smith et al., 1986):
= Pripremljena je smesa za sekvenciranje sledeceg sastava:
- 2 ul 5X pufera za sekvenciranje (BigDye® Terminator Sequencing Buffer),

- 0,5 pl BigDye® Terminator v3.1 Ready Reaction Mix-a,
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- 0,2 pl prajmera,
- redestilovane vode do ukupne zapremine reakcije od 10 pl.

= U reakciju se dodaje precis¢en PCR produkt (za produkte velicine od 200 do 500 bp, u
koje spada i D3 domen 28S DNK, dodaje se 3-10 ng po reakcionoj smesi).

= Reakcija sekvenciranja se sastoji od inicijalne denaturacije na 96 °C u trajanju od 3
minuta, zatim 25 ciklusa koji se sastoje od denaturacije na 96 °C u trajanju od 20
sekundi, hibridizacije na 50 °C u trajanju od 5 sekundi i elongacije na 60 °C u trajanju
od 4 minuta.

Reakcija je pripremljena na ledu, a izvedena u aparatu za PCR. Produkti reakcije su ¢uvani u
mraku na 4 °C.

3.7.3 Preciscavanje produkata reakcije sekvenciranja

Produkti sekvenciranja se precis¢avaju kako bi se uklonili neiskoriS¢eni gradivni
elementi, kao i ostale komponente reakcione smeSe (fluorescentni ddNTP, na prvom mestu,
da ne bi remetio oCitavanje fluorescentnog signala koji potice od ugradenih nukleotida u
fragmentima DNK koji se analiziraju) (Smith et al., 1986).

Primenjen je protokol precis¢avanja precipitacijom uz upotrebu etanola i natrijum-
acetatom (Walker and Lorsch, 2013). Do precipitacije DNK dolazi usled formiranja jonskih
veza izmedu jona natrijuma i fosfatnih grupa u DNK. Na ovaj nacin u talogu ostaju fragmenti
DNK, a u supernatantu neugradeni nukleotidi koji ¢e se odbaciti. Nakon precipitacije talog je
rastvoren u formamidu koji denaturiSe DNK fragmente i odrzava ih u jednolancanoj
konfiguraciji kako bi mogli biti analizirani tehnikom kapilarne gel elektrogoreze.

PreCiS¢avanje reakcije sekvenciranja i denaturacija DNK molekula uradeni su prema
instrukcijama proizvodaca na sledeci nacin:

= u ukupnu kolic¢inu reakcije od 10 pl dodata je ista koliCina redestilovane vode, 2 ul 3M
Na-acetata i 50 ul 99% etanola, navedenim redosledom;

= inkubacija je trajala 15 min. na sobnoj temperaturi, u mraku;

= uzorak je centrifugiran na 13.000 rpm tokom 15 min.;

* supernatant je pazljivo uklonjen pipetiranjem;

= zatim je dodato 70 pl 70% etanola;

= uzorak je centrifugiran na 13.000 rpm tokom 10 min,;

= supernatant je ponovo uklonjen pazljivim pipetiranjem;

= potom je talog osuSen na 90 °C (tokom dva minuta, sa otvorenim poklopcima tubica);
= na osuSen talog naliveno je 20 pl formamida i tubica je vorteksovana oko 10 sek.;

= DNKje denaturisana na 95°C tokom 2 min;

=  uyzorci u formamidu su ¢uvani na -20 °C do elektroforeze.

26



Materijal i Metode

3.7.4 Kapilarna gel elektroforeza

Razdvajanje fragmenata dobijenih sekvenciranjem vrsSi se kapilarnom gel
elektroforezom koja predstavlja visokosenzitivnu metodu zasnovanu na principima klasi¢ne
tehnike gel elektroforeze, ali se izvodi u tankoj staklenoj kapilari (Barril and Nates, 2012;
Swerdlow et al., 1990). Visoka moc¢ rezolucije ove metode omogucava takode razdvajenje
fragmenata koji se razlikuju u duzini za samo jednu bazu. Ekscitacija fluorescentnih boja na 3’
kraju DNK fragmenta i detekcija svetlosne emisije pomo¢u CCD kamere (svaka boja ima
specificnu talasnu duZinu) omogucava vizuelizaciju fragmenata. Informacija se softverski
obraduje, odnosno, automatski se dobija podatak o svakom ugradenom nukleotidu. Koris¢en
uredaj je automatski sekvenator ABI3500 (Life Technologies, SAD).

Sekvence su analizirane koriS¢enjem Sequencher softvera (Gene Codes Corporation,
Ann Arbor, MI), proverene su citanjem u oba smera uz pomo¢ BLAST (the Basic Local
Alignment Search Tool) pretrazivaca i poredenjem sa sekvencama iz banke gena (GenBank)
(http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi).

3.8 Konstrukcija filogenetskog stabla

Za prikupljene sundere, uradeno je filogenetsko stablo primenom Neighbor-Joining
(N]J) metode u programu MEGA 7 (Saitou and Nei, 1987). Procenat iteracija (replikata) stabla
u kojima su se srodni (povezani) uzorci grupisali u bootstrap testu (5.000 replikata) prikazan
je uz grane. Analiza je obuhvatila 57 nukleotidnih sekvenci od ukupno 340 baznih parova. Za
izraCunavanje evolutivnih distanci koris¢en je Kimura dvoparametarski metod (Kimura,
1980), a distance su izraZene u broju baznih supstitucija po lokusu. Kao , outgroup” koris¢en
je isti region morskog sundera Scopalina ruetzleri (AY561872) iz banke gena (GenBank).

3.9 Statisticka analiza

Statisticka obrada podataka uradena je koriS¢enjem deskriptivnih i analitickih statistickih
metoda.

0d deskriptivnih metoda koris¢eni su:

e apsolutni i relativni brojevi (%);

e mere centralne tendencije (aritmetic¢ka sredina) i

e mere disperzije (standardna devijacija, minimum, maksimum).

Od analitickih statistickih metoda koriS¢eni su:

¢ Hi kvadrat (x?) test za utvrdivanje razlika u distribuciji sundera u razli€itim rekama;
e ANOVA

e Studentov t-test.

Dobijeni rezultati su obradeni pomocu statistickog programa SPSS 17.0 (Statistical
Package for the Social Sciences, Chicago, Illinois) i prikazani tabelarno. Sve prikazane p
vrednosti bile su two-sided i ukoliko je vrednost bila manja od 0,05, vrednosti dobijene
odgovarajucim statistickim testom su smatrane statistic¢ki znacajnim.
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4.1 Podrudje istrazivanja

Uzorkovanje sundera obavljeno je u nekoliko faza. Prva faza studije odvijala se u okviru
medunarodnih projekata, i obuhvatala je ispitivanje dve velike evropske reke, Savu i Dunav. U
drugoj fazi su ispitane pritoke ove dve reke i druga vodna tela Srbije. Treca faza obuhvatala je
analizu materijala iz Crne Gore i Makedonije. Prema ovim celinama bice izloZeni i rezultati
istrazivanja koji se odnose na distribuciju sundera.

4.1.1 DunaviSava

Uzorkovanje sundera na Dunavu bilo je omoguceno zahvaljuju¢i uc¢es¢u IBISS-a u JDS
projektu (Joint Danube Survey), ekstenzivnom istraZivanju Dunava koje se redovno sprovodi
u Sestogodisnjim intervalima u svrhu njegovog sveobuhvatnog monitoringa. U sklopu treceg
ovakvog monitoringa (JDS 3), koji je sproveden tokom 2013. godine ispitano je 68 lokaliteta u
slede¢im drzavama: Nemacka, Austrija, Madarska, Srbija i Rumunija (Slika 7). Od pretrazenih
lokaliteta sunderi su nadeni na svega 17. Sunderi su pronadeni u Nemackoj, Rumuniji i Srbiji.
lako Nemacka i Rumunija ne pripadaju podru¢ju obuhvacenim ovom studijom, zbog
sveukupno malog broja prikupljenih uzoraka i materijal iz ove dve zemlje ukljuCen je u
analizu. Nije prikupljen nijedan primerak iz austrijskog i madarskog dela Dunava. Mesta na
kojima su sunderi pronadeni su sledeca: Degendorf, Muhlau (Nemacka), Smederevo, Veliko
Gradiste, Donji Milanovac, Golubac, Kladovo, Vinca, Novi Sad, Ram, Radujevac, Brza Palanka,
Tekija (Srbija), HirSova (Rumunija). Na ovih 17 lokaliteta sakupljeno je ukupno 38 primeraka
sundera.

U sklopu medunarodnog projekta GLOBAQUA koji je za cilj imao upravljanje multiplim
stresorima na akvaticne ekosisteme u uslovima vodnog deficita, ispitana je duZ celog svog
toka i reka Sava (Slika 7). Od 20 pretraZenih lokaliteta od izvora u Sloveniji, do us¢a u Dunav u
Srbiji, na svega 7 je utvrdeno prisustvo sundera. U slovenackom delu Save nisu pronadeni
primerci sundera, dok u hrvatskom i srpskom jesu i to na slede¢im lokalitetima: Slavonski
Brod i Zupanja u Hrvatskoj, i Duboko, Ostruznica, Novi Beograd (2 lokaliteta) i Beograd (kod
Sajma), u Srbiji. Na ovih 7 lokaliteta pronadeno je ukupno 26 primeraka Porifera.
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Slika 7. Mapa lokaliteta uzorkovanja na Dunavu i Savi; vece ta¢ke oznacavaju lokalitete na
kojima su nadeni slatkovodni sunderi; manje tacke oznac¢avaju mesta uzorkovanja na
kojima prisustvo sundera nije zabeleZeno.

4.1.2 Pritoke Save i Dunava i stajace vode Srbije

U sklopu naSe studije prisustvo sundera ispitano je u slede¢ih 16 reka: Tisa, Velika
Morava, Zapadna Morava, Ibar, JuZna Morava, NiSava, Drina, Jadar, Uvac, ZloSnica, Kolubara,
Mlava, Pek, Borska reka, Porecka reka, Beli Timok i Crni Timok. PretraZivano je minimum tri
lokaliteta po reci. Pored ovih pritoka Save i Dunava, ispitana su i sledeca jezera i akumulacije
Srbije: Perucac, Zaovine, Potpe¢, Pali¢, Ludas, Bela reka, Duboki potok, Pariguz, Srebrno
jezero, Zavoj i Bovan (Slika 8). Manje reke su pretraZivane celom Sirinom, a ve¢e samo u
priobalnoj zoni. Jezera su pretraZivana ronjenjem. Sunderi su uglavnom pronalaZeni na
kamenom supstratu, a rede i na drvenom. Na svim pomenutim rekama i jezerima, ukupno je
pregledano 83 lokaliteta, od toga je na 22 ustanovljeno prisustvo sundera. U svim ovim
vodnim telima prikupljeno je ukupno 65 uzoraka sundera.
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Slika 8. Mapa Srbije sa svim mestima detekcije slatkovodnih sundera; svaki oblik
predstavlja drugu vrstu; plavi krugovi oznacavaju jezera.
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4.1.3 Crna Gora i Severna Makedonija

U okviru projekta ,Natura 2000“ ¢iji je cilj bio odredivanje i zaStita biodiverzitetski
znacajnih staniSta, u Crnoj Gori je tokom leta 2017. godine, pretrazen odredeni broj lokaliteta
na rekama i jezerima. PretrazZeni su deo reke Pive i skoro celi tok reke Tare, reka Komarnica,
Plavsko jezero i Skadarsko jezero. Od svih pregledanih lokaliteta, sunderi su pronadeni samo
u Skadarskom i Plavskom jezeru, na nekoliko lokaliteta (Slika 9). Ukupno je prikupljeno 17
primeraka.
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Slika 9. Mapa Crne Gore sa oznacenim lokalitetima gde je utvrdeno prisustvo sundera.

U Severnoj Makedoniji su pregledani lokaliteti na velikim jezerima: Dojransko,
Prespansko i Ohridsko jezero (Slika 10). Pored uzoraka prikupljenih tokom terenskog rada,
pribavljen je odreden broj primeraka iz kolekcije Prirodnjackog muzeja u Skoplju, sveukupno
22 primerka.
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Slika 10. Mapa Severne Makedonije sa oznacenim lokalitetima gde je utvrdeno prisustvo
sundera.

Tokom pretraZzivanja svih lokaliteta univerzalno zapaZanje bilo je izrazito niska
abundanca sundera. Dominirali su lokaliteti sa abundancom 1, mali broj njih je imao
abundancu 2 (Dunav, Ram; Zapadna Morava, Trstenik), dok je abundanca 3 zabeleZena samo
na Savi (Zupanja, Hrvatska; Ostruznica, Srbija).

4.2 Diverzitet sundera ispitivanog podrucja

MorfoloSka identifikacija sundera zasnovana na prisustvu specificnih kategorija
spikula (megasklera, mikrosklera, gemulosklera) analiziranih svetlosnom i elektronskom
mikroskopijom, kao i geneticka analiza koja je podrazumevala sekvenciranje 28S DNK,
pokazale su prisustvo pet razlic¢itih vrsta sundera na podru¢ju obuhvacenim ovim
istrazivanjem. Identifikovane su sledece vrste: E. fluviatilis, E. muelleri, S. lacustris, E. fragilis i

T. horrida.

U narednom tekstu bice detaljno opisane sve navedene vrste uz njihove makroskopske
i mikroskopske karakteristike, rezultate sekvenciranja 28S DNK i utvrdenu rasprostranjenost.
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4.2.1 Ephydatia fluviatilis (Linnaeus, 1759)
Makroskopske karakteristike

Makroskopski izgled E. fluviatilis je vrlo varijabilan; ova vrsta se sreée u razli¢itim
oblicima, od relativno tankog sloja na podlozi, koji po izgledu podseca na liSaj, do masivnijih,
klobucastih ili grebenastih formi.

Oblik i boja tela mogu u velikoj meri da variraju. E. fluviatilis moZe biti belicast, braon
boje, a usled simbioze sa algama mogu se sresti i primerci zelenkaste boje. Na povrsini tela
jasno se zapazaju pore (Slika 11). Gemule su sferoidnog oblika, Zu¢kasto-narandZaste boje,
mogu biti u malim grupama ili u vidu kompaktnog sloja prekrivati supstrat (Slika 12).

Slika 11. Jedan od najkrupnijih primeraka E. fluviatilis sa jasno vidljivim porama,
pronaden u Savi kod OstruZznice.
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Slika 12. a) Sloj golim okom vidljivih gemula E. fluviatilis koji prekriva povrsSinu grane i
vegetativno telo sundera u regresiji usled opadanja temperature vode pred zimu; b) grana
prekrivena gemulama.

Mikroskopske karakteristike

Mineralni skelet karakteriSu dve vrste spikula: megasklere i gemulosklere. Kod ove
vrste ne postoje mikrosklere. VeliCina megasklera (oksea) krec¢e se od 250-380 um duZine
(srednja vrednost 323 um) i 12-19 pm Sirine (srednja vrednost 16,8 um). Iglicastog su oblika,
blago zakrivljene, rede prave. PovrSina megasklere moZe biti glatka ili prekrivena mikro-
trnovima (Slika 13). E. fluviatilis produkuje brojne gemule koje su rasprostrte po supstratu,
sferoidnog oblika, veli¢ine 350-459 pm. Gemulosklere imaju formu birotula, sa glatkom ili
trnastom osovinom, pljosnatim rotulama istog precnika, sa mikro-trnovima i nepravilno
urezanim ivicama sa 15-20 zubaca. Dimenzije gemulosklera krecu se od 21-25 pm (u proseku
23 pm) visine, dok je Sirina osovine od 2-4 um (srednja vrednost 3 um). Dijametar rotule
krece se od 18-23 um Sirine (srednja vrednost 21 pm) (Slika 13 i Slika 14).

L1=262.57 ym

D1=13.86 um

LY b £
SEM HV: 20.0 kV WD: 26.36 mm | MIRA3 TESCAN| SEM HV: 20.0 kV. WD: 26.31 mm L0t MIRA3 TESCAN
View fleld: 435 ym Det: SE 100 pm View fleld: 252 ym Det: SE 50 ym
SEM MAG: 1.27 kx | Date(m/dly): 02/13/18 Performance in nanospace SEM MAG: 2.20 kx | Date(m/dly): 02/13/18 Performance in nanospace

Slika 13. a) Spikule pod svetlosnim mikroskopom (megasklere i gemulosklere); b) SEM mikrografija
megasklera; c) megasklera sa nazna¢enim dimenzijama i malformacijom u vidu trna.
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SEM HV: 20.0 kV wo:2638mm [ | | MIRAS TESCAN
View field: 574 pm | Det; SE + InBeam 10 ym
SEM MAG: 9.65 kx  Date(midiy): 07/14/16 Performance in nanos| pace

SEM HV: 20.0 kV. WD: 26.59 mm A SEM HV: 20.0 kV wo:2467mm | | | MIRA3 TESCAN|
View field: 50.8 pm Det: SE View fleld: 337 ym  Det: SE + InBeam 10 ym
SEM MAG: 10.9 kx | Date(midiy): 02/1318 e in nanos SEM MAG: 16.4 kx _ Date(midly): omms‘ Performance in nanospace

Slika 14. SEM mikrografije gemulosklera E. fluviatilis sa karakteristicnim rotulama, a i b prikazi po
longitudinalnoj osi sa dimenzijom osovine i rotule, c) detalj rotule sa mikro-trnovima i nepravilnim
zupcima.

Geneticka analiza (28S DNK)

U sklopu ove studije sekvenciran je 31 uzorak vrste E. fluviatilis i 29 je pokazalo
potpunu podudarnost sa ve¢ postoje¢om 28S sekvencom deponovanom u NCBI bazi (100%),
dok su dva uzorka predstavljala nove haplotipove koje smo registrovali u ovoj bazi: E.
fluviatilis sa Dunava kod Rama i E. fluviatilis sa Save kod Zupanje (evidencioni brojevi
MN114522 i MN098868). Geneticka identifikacija bila je u skladu sa morfoloskom. Na Slici 15
prikazan je primer reprezentativne sekvence 28S D3 domena.
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Slika 15. Hromatogram parcijalne sekvence D3 domena 28S rDNK E. fluviatilis.
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Rasprostranjenost

......

kako u ve¢im tako i u manjim rekama, jezerima, akumulacijama i kanalima. Detektovan je u
slede¢im lentickim i lotickim vodama: Dunav (u Nemackoj: Degendorf, Muhlau; u Srbiji: Veliko
Gradiste, Donji Milanovac, Kladovo, Vinfa, Ram, Radujevac, Brza Palanka), Sava (u Srbiji:
Ostruznica, Novi Beograd; u Hrvatskoj: Zupanja, Slavonski Brod), Tisa (KanjiZa), Kolubara
(Celije), Juzna Morava (Mezgraja), Velika Morava (Markovac), Zapadna Morava (Trstenik),
Crni Timok (Lukovo), NiSava (Si¢evacka klisura, Bela Palanka), Bovansko jezero i Ohridsko
jezero (Makedonija).
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4.2.2 Ephydatia muelleri (Lieberkuhn, 1856)
Makroskopske karakteristike

Makroskopski posmatrano E. muelleri i E. fluviatilis su veoma sli¢ne, do te mere da su
dugi niz godina ove dve vrste poistovecivane. Usled simbioze sa algama i E. muelleri moZe biti
zelene boje, ali sreCe se i u raznim nijansama braon, sive i Zute boje (Slika 16). Oblik tela je
nepravilan a povrsina Cesto papilozna. Gemule su Zuc¢kaste boje, sfericnog oblika i proZimaju
ceo sunder.

Slika 16. a) Lokalitet Veliki Crljeni (Kolubara); b) kamen prekriven sunderom E. muelleri u fazi
regresije.

Mikroskopske karakteristike

Zbog velike morfoloske slicnosti, tesko je razlikovati E. muelleri od E. fluviatilis, ¢ak i
mikroskopski. E. muelleri karakteriSe prisustvo dve varijante megasklera i vrlo ¢esto u istom
sunderu moZe da se uoci prisustvo oba tipa. NajceS¢e su gusto prekrivene mikro-trnovima
(osim na krajevima), a mogu biti i potpuno glatke (Slika 17). DuZina megasklera krece se od
170-320 um (srednja vrednost iznosi 250 um). Kao i E. fluviatilis, ni ova vrsta ne poseduje
mikrosklere.

Osnovna razlika izmedu ove dve vrste ogleda se u morfologiji gemulosklera. One su,
kao i kod E. fluviatilis, u formi birotula. Medutim, birotule E. muelleri imaju nesSto deblju
osovinu, €ija je duZina jednaka dijametru rotule ili manja od nje. Po pravilu su urezi u rotuli
dublji, a broj zubaca manji nego kod E. fluviatilis (Slika 18). Dijametar rotule je od 9-25 um
(srednja vrednost 15 um), dok se visina osovine birotule kre¢e od 8-24 pm (srednja vrednost
14 pm).
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3 pistance 13293 yum  +
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Slika 17. Svetlosna mikroskopija E. muelleri: a) grupa megasklera b) glatka megasklerai c)
hrapava megasklera.

Distance 249,993 um
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Slika 18. Svetlosna mikroskopija gemulosklera E. muelleri: a) dimenzije gemulosklere; b) i
¢) disk rotule sa izrazZenim zupcima.

Geneticka analiza (28S DNK)

Skvencirana su 4 uzorka vrste E. muelleri i svi su pokazali potpunu podudarnost sa
ranije deponovanim sekvencama. Registrovali smo jednu sekvencu, pod evidencionim brojem
MK483833.
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Slika 19. Hromatogram parcijalne sekvence D3 domena 28S rDNK E. muelleri.

Geneticka identifikacija bila je u skladu sa morfoloskom. Na Slici 19 prikazan je primer
reprezentativne sekvence 28S D3 domena.
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Rasprostranjenost

E. muelleri je pronadena u slede¢im rekama, odnosno na lokalitetima: Tisa (Kanjiza),
NiSava (Bela Palanka i Si¢evacka klisura), Kolubara (Veliki Crljeni), Beli Timok (nizvodno od
KnjaZevca) i u Skadarskom jezeru u Crnoj Gori.

4.2.3 Spongilla lacustris (Linnaeus, 1759)
Makroskopske karakteristike

Makroskopski posmatrano vegetativno telo S. lacustris, kada je potpuno razvijeno,
poseduje cilindri¢ne, prstolike izraStaje koji se zracno prostiru granajuéi se od osovine tela
pri¢vrS¢ene za supstrat. Zahvaljuju¢i ovim izraStajima S. lacustris se u vecini slucajeva, sa
visokom sigurnoséu, moze razlikovati od ostalih vrsta. Boja tela je, usled prisustva
simbiontskih algi najcesce zelenkasta, dok je u apikalnim delovima izrastaja bela ili svetlo Zuta
(Slika 20). Inace moZe biti i braon ili belicasta.

Slika 20. S. lacustris u prirodnom stani$tu: a) Kolubara, Celije: uz obalu reke na submerznom korenju
riparijalne vegetacije; b) Sava, OstruZnica: grupacija sundera obrasta potopljene grane, na oko 4 m
dubine.

Mikroskopske karakteristike

Mikroskelet S. lacustris razlikuje se od prethodno pomenutih vrsta i po tome Sto
poseduje jo$ jednu klasu spikula - mikrosklere. Ove spikule nalaze se izmedu megasklera i
daju sunderu dodatnu potporu. Megasklere su u obliku glatkih amfioksea duZine od 160-350
um (srednja vrednost 259 pum), Sirine od 5-17 pm (srednja vrednost 13 pm). Mikrosklere su
takode po tipu amfioksee, blago do jako zakrivljene, gusto prekrivene sitnim trnovima. DuZina
mikrosklera krece se od 35-95 pum (srednja vrednost 70 pum). Gemulosklere su po tipu
amfioksee, blago do jako zakrivljene, prekrivene trnolikim, isto tako zakrivljenim, skoro
kukastim izrasStajima. Duzina gemulosklera krece se od 18-70 pum (srednja vrednost 40 um),
Sirina od 3-10 um (srednja vrednost 4 pm) (Slika 21).
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. Ty % »
SEM HV: 20.0 kV WD: 11.38 mm MIRA3 TESCAN SEM HV: 20.0 kV WD: 11.42 mm | MIRA3 TESCAN
View field: 928 pm Det: SE + InBeam 200 pm View field: 120 pm Det: SE + InBeam 20 pm

SEM MAG: 697 x  Date(m/dly): 07/14/16 Performance in nanospace SEM MAG: 4.62kx Date(m/dly): 07/14/16 Performance in nanospace

L1=70.40 pm

SEM HV: 20.0 kV WD: 11.38 mm ] | MIRA3 TESCAN SEM HV: 20.0 kV WD: 11.39 mm | | | | I MIRA3 TESCAN|
View field: 65.3 ym Det: SE + InBeam 20 pm View field: 38.1 um Det: SE +InBeam 10 pm
SEM MAG: 8.47 kx Date(m/dly): 07/14/16 Performance in nanospace SEM MAG: 145 kx Date(m/dly): 07/14/16 Performance in nanospace

Slika 21. SEM spikula S. lacustris: a) mikrografija grupe glatkih megasklera (oksea); b)
mikrosklera gusto prekrivena trnovima; c) i d) gemulosklere - izrazito zakrivljena i blago
zakrivljena varijanta (na obe su vidljivi tipi¢ni kukasti trnovi).

Gemule su braonkaste, sfericnog do ovalnog (elipsoidnog) oblika, sa foramenom koji
poseduje ,kragnu“ili bez nje (Slika 22).
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SEM HV: 20.0 kV WD: 11.04 mm MIRA3 TESCANE SEM HV: 20.0 kV WD: 3.13 mm \ MIRA3 TESCAN
View field: 621 ym Det: SE + InBeam 1‘100 pum View field: 923 pm Det: SE + InBeam 200 ym
SEM MAG: 881 x | Date(m/dly): 07/14!16\ Performance in nanospace SEM MAG: 600 x  Date(m/dly): 07/14/16 Performance in nanospace

Slika 22. SEM gemula: a) gemula sa foramenom bez ,kragne”; b) gemula sa foramenom sa
»Kkragnom®.

Geneticka analiza (28S DNK)

U sklopu ove studije sekvencirano je 11 uzoraka vrste S. lacustris i svi su pokazali
podudarnost sa sekvencama iz NCBI baze. Deponovana je sekvenca uzorka sa Mlave (lokalitet
Bradarac) pod evidencionim brojem MK483709.
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Slika 23. Hromatogram parcijalne sekvence D3 domena 28S rDNK S. lacustris.
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Geneticka identifikacija bila je u skladu sa morfoloSkom. Na slici 23 prikazan je primer
reprezentativne sekvence 28S D3 domena.

Rasprostranjenost

Nakon E. fluviatilis, S. lacustris je bila najrasprostranjenija vrsta na istrazZivanom
podrudju. ZabeleZena je iurekama ijezerimaito: u Dunavu (u Nemackoj: Degendorf, Muhlau;
u Srbiji: Golubac, Veliko Gradiste, Ram), Savi (u Srbiji: Beograd kod sajma, Novi Beograd,
Ostruznica, Duboko; u Hrvatskoj: Zupanja), Tisi (Kanjiza, Sanad), Kolubari (Celije), Zapadnoj
Moravi (Cacak), Mlavi (Bradarac), Plavskom i Skadarskom jezeru u Crnoj Gori i Dojranskom
jezeru u Makedoniji.
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4.2.4 Eunapius fragilis (Leidy, 1851)
Makroskopske karakteristike

E. fragilis je takode Cesto u simbiozi sa algama i tada mu je boja zelena, a inace je braon ili
sivkasto-belic¢ast. NajCeS¢e je nalaZen na kamenu, a kada je telo dovoljne veli¢ine poprima
jastucast oblik sa vidljivim porama (ostia) na povrSini. Ponekad se mogu primetiti mali
izrastaji u vidu pupoljaka (protuberanci) (Slika 24). U slucaju E. fragilis, bez obzira $to je na
preparatima bilo gemulosklera ¢ime je potvrdeno prisustvo gemula, one in situ nisu zapaZene
(golim okom).

Slika 24. a) lokalitet Markovac na Velikoj Moravi; b) E. fragilis prekriva u tankom sloju
donju povrsinu kamena.

Mikroskopske karakteristike

E. fragilis karakteriSu megasklere tipa amfioksea, glatke i slicnih dimenzija kao kod
prethodne dve vrste (165-261 um). Ova vrsta sundera ne poseduje mikrosklere. Gemulosklere
su po tipu amfistrongile, zatupastih krajeva i prekrivene trnovima koji su uglavnom
koncentrisaniji u vrhovima (Slika 25). Dimenzije izuzetno variraju: duzina se krec¢e od 50-110
um (prosecna vrednost 75 um) a Sirina od 4-9 pm (u proseku 6 um).
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Slika 25. Svetlosna mikroskopija spikula E. fragilis: a) megasklere b) gemulosklere.

Geneticka analiza (28S DNK)

Sekvencirano je 4 uzorka vrste E. fragilis. Zanimljivo je da je do sada samo u jednom
radu iz Estonije publikovana 28S sekvenca ove vrste. Haplotip koji je zabelezen u toku ovog
istrazivanja na svim sekvenciranim primercima razlikovao se od postojece sekvence
(DQ454155) za dve baze i evidentiran je pod brojem MK483946 (Slika 26).

Eunapius fragilis 28S ribosomal RNA gene, partial sequence
Sequence ID: DQ454155.1 Length: 301 Number of Matches: 1

Range 1: 1 to 301 GenBank Graphics Next Match Previous Match
Score Expect Identities Gaps Strand
545 bits(295) 2e-151 299/301(9%%) 0/301(0%) Plus/Plus
Query 1 GGAGTGCAACATGCCCGCGAGTC GACGAAAAGCCCTGTGGLGCAATG

; |H|||H|||l||||ll||l|||||| HIIIIIIHIIIIIIIHIIIIHIIIII
Sbjct 1 GTGCAACATGCCCGCGAGTC GACGAAAAGCCCTGTGGLGCAATG
Query 61 GTCGGCTTGCCGACG 12e

: ||||||Il||l|||||ll||||||||| | IIIII ||||I | III
Sbjct 61 CGTCGGCTTGCCGACGCGA GCGA GTGCCCATCG 120
Query 121 CCGATCCTATTCACTTGT GAGTGAGAGCGTGCCTGTTGCGACCCGAAA 13@

> |I|||IHIIIIIIIIIIIIII||IIIIIIHHI||||II||||IIIIIIIIIHIIII
Sojct 121 CCGATCCTATTCACTTGTGAAGGGATTCGAGTGAGAGCGTGCCTGTTGCGACCCGAAA 180
Query 181 TGGTGAACTATGCCTGAGTAGGGTGAA TGGTGGAAGCTCGTA 240

] |||||Illl||||||||||||||||||||l|||||||||l| ||l||||l|||||||||l
Sbjct 181 TGGTGAACTATGCCTGAGTAGGGTGAA GAGGAAACTCTGGTGGAAGCTCGTA 240
Query 241 300

; |IIIIIIHIlIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII|l|||||l|||||IlIHIlIIIIIIII
Sbjct 241 380

Query 301 C 301
Sbjct 301 C 301

Slika 26. Poredenje 28S rDNK sekvenci E. fragilis iz Estonije i sa Balkana (crvenim
zaokruzene razlike u bazama).
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Slika 27. Hromatogram parcijalne sekvence D3 domena 28S rDNK E. fragilis.

Geneticka identifikacija bila je u skladu sa morfoloskom. Na Slici 27 prikazan je primer
reprezentativne sekvence 28S D3 domena.

Rasprostranjenost

Ova vrsta je, zajedno sa T. horrida, najrede nalaZena vrsta. Ukupno je sakupljeno pet
primeraka na cetiri lokaliteta: Dunav (Donji Milanovac, Kladovo), Sava (Zupanja), Velika
Morava (Markovac).

4.2.5 Trochospongilla horrida Weltner, 1893
Makroskopske karakteristike

Telo T. horrida uglavnom je pljosnato i prekriva supstrat u vidu tankog sloja
nepravilnog oboda (Slika 28). Boja tela ove vrste krece se od Zuckaste do tamno braon, a cest
je slucaj i da usled simbioze sa algama bude zelenkasta.
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Slika 28. StaniSte i makroskopski izgled T. horrida: a) Zapadna Morava, lokalitet uzvodno
od Kraljeva; b) primerak na supstratu (sa donje strane kamena).

Mikroskopske karakteristike

Megasklere ove vrste po tipu su amfioksee, gusto prekrivene zatupastim, trnolikim
izraStajima. Dimenzije se krecu od 165-245 pm (prosec¢na vrednost 210 pm). Mikrosklere ne
postoje. Gemulosklere su u formi birotule sa kratkom glatkom osovinom (duZina osovine
kraca je od precnika rotule) i rotulama sa glatkim, nenazubljenim ivicama (Slika 29 i Slika 30).
Jedna je obi¢no neSto veceg precnika od druge. Gemule su sferi¢ne, od 475-450 pm u precniku.
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Nalaze se u bazalnom delu sundera i mogu biti pojedinacno izolovane pneumatskim slojem
prekrivenim akantokseama, ili formirati gemularni sloj na povrsini supstrata.

Slika 29. Svetlosna mikroskopija spikula T. horrida: a) skupina megasklera i
gemulosklera; b) pojedinacna megasklera sa vidljivim karakteristi¢nim trnovima i
gemulosklera.
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L1 =224.77 ym

SEM HV: 20.0 kV WD: 26.45 mm | MIRA3 TESCAN| SEM HV: 20.0 kV WD: 26.56 mm MIRA3 TESCAN

View field: 230 ym Det: SE 50 um View field: 10.5 ym Det: SE
SEM MAG: 2.40 kx Date(m/dly): 02/13/18 Performance in nanospace SEM MAG: 52.6 kx Date(m/dly): 02/13/18 Performance in nanospace

L2=15.61p L1=28.85pum

L3 = 4391.61 nm

SEM HV: 20.0 kV WD: 26.63 mm l MIRA3 TESCAN SEM HV: 20.0 kV WD: 26.59 mm MIRA3 TESCAN
View field: 36.3 pm Det: SE 10 ym View field: 14.0 pm Det: SE
SEM MAG: 15.2 kx Date(m/dly): 02/13/18 Performance in nanospace SEM MAG: 39.5 kx | Date(m/dly): 02/13/18 Performance in nanospace

Slika 30. SEM spikula T. horrida: a) megasklera prekrivena trnastim izrastajima; b)
megasklera - detalj sa trnom; c) formirana gemulosklera tipa birotule; d) nezrela
gemulosklera (birotula u nastanku), sa osovinom duzZom od precnika rotula.
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Geneticka analiza (28S DNK)

Samo jedan uzorak vrste T. horrida sekvenciran je i pohranjen u NCBI bazi. Ovo je
istovremeno i prvi put da je 28S sekvenca koris¢ena za identifikaciju ove vrste i zavedena je
pod Sifrom MH569483 (Slika 31).

u.s.mmhu&_ mul -Muﬂum UU.M‘

Slika 31. Hromatogram parcijalne sekvence D3 domena 28S rDNK T. horrida.

Rasprostranjenost

Uz E. fragilis, T. horrida je bila najreda vrsta. Nadeno je svega 7 primeraka u 4 reke: u
Dunavu (HirSova), Tisi (kod KanjiZe), Zapadnoj Moravi (uzvodno od Kraljeva), JuZnoj Moravi
(Sveti Roman).
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4.3 Muzejski primerci iz Severne Makedonije

Pored opisanih pet vrsta sundera, koje su prikupljene tokom terenskih istrazivanja,
ustupleno je i 13 primeraka sundera iz zbirke Prirodnjackog muzeja u Skoplju (Severna
Makedonija). Medu njima su detektovane sledece vrste, za koje nije bilo moguce uraditi
kompletnu analizu (makroskopski opis, sekvenciranje i utvrdivanje rasprostranjenosti), ve¢
samo identifikaciju zasnovanu na morfologiji spikula. To su: Eunapius carteri (Bowerbank,
1863), Spongilla stankovici Arndt, 1938, Ochridaspongia rotunda Arndt, 1937 i Spongilla
prespensis Hadzische, 1953.

4.3.1 Eunapius carteri (Bowerbank, 1863)

Kod ove vrste sundera megasklere su glatke, najceSc¢e blago zakrivljene, ponekad mogu
biti i prave. Skoro celom duZinom imaju istu debljinu. Oba vrha su zaobljena. DuZina
megasklera krece se od 202-300 pm (srednja vrednost 258 um), dok se debljina kreée od 9-16
um (srednja vrednost 12,5 pm). Rede se mogu pronadi tanje, krace spikule oStrih vrhova za
koje se ne moze sa sigurnoscu tvrditi kojoj klasi pripadaju (Slika 32). Njihova duzina se krece
od 140-200 pum (u proseku 168 pm), a Sirina od 4-7 um (u proseku 5,4 um).
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SEM HV: 20.0 kV
View field: 327 um
SEM MAG: 1.69 kx

SEM HV: 20.0 kV
View field: 2566 ym

WD: 36.64 mm
Det: SE + InBeam
Date(m/dly): 07113116

L1

WD: 36.67 mm

L2=28.93 um

MIRA3 TESCAN

100 pm
Performance in nanospace

= 28254 ym

MIRA3 TESCAN

e L1l

Det: SE + InBeam 50 ym

SEM HV: 20.0 kV
View field: 212 pm
SEM MAG: 2.61 kx

SEM HV: 20.0 kV
View field: 168 pm

L1 =202.60 um

WD: 36.52 mm
Det: SE + InBeam
Date(m/dly): 07/13/16

WD: 36.56 mm

L2 =13.39 um

MIRA3 TESCAN

50 pm
Performance in nanospace

| MIRA3 TESCAN

Det: SE + InBeam 50 pm

SEM MAG: 217 kx  Date(midly): 07/13/16

Performance in nanospace SEM MAG: 3.50 kx Date(m/dly): 07/13/16 Performance in nanospace

Slika 32. SEM spikula E. carteri: a, b, c) primeri tipicnih megasklera glatke povrsine,
ravnomerne debljine i zaobljenih krajeva; d) glatka, tanka i Spicasta mikrosklera.
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4.3.2 Spongilla stankovici Arndt, 1938

Megasklere ove vrste najceSce su glatke, tipa oksea, oStrih vrhova, ali Cesto se mogu
naci i hrapave, sa sitnim trnjem ravnomerno rasporedenim celom duZinom, koja se krece od
195-250 um (srednja vrednost 228 pm), dok im je Sirina od 7-14 pm (srednja vrednost 10
um). Mikrosklere su takode oblika oksea, prave ili blago zakrivljene, gusto prekrivene
trnovima. Duzina im se kre¢e od 97-190 pum, (srednja vrednost 156 pm), a Sirina od 3-6 pm
(srednja vrednost 4 um). Gemulosklere su vrlo retke, uocena je samo jedna, zakrivljena i gusto
prekrivena trnolikim izrastajima (Slika 33). Zbog poloZaja na preparatu, dimenzije spikula
nije bilo moguce odrediti.

L1=203.62 pm

-
e

SEM HV: 20.0 kV WD: 13.25 mm MIRA3 TESCAN| SEM HV: 20.0 kV WD: 13.23 mm LI MIRA3 TESCAN|
View field: 209 pm Det: SE + InBeam 50 ym View field: 262 ym Det: SE + InBeam 50 pm
SEM MAG: 2.65 kx Date(m/dly): 07/13/16 Performance in nanospace SEM MAG: 2.12 kx Date(m/dly): 07/13/16 Performance in nanospace

_ - -
SEM HV: 20.0 kV WD: 16.16 mm | | MIRA3 TESCAN SEM HV: 20.0 kV WD: 16.96 mm L ‘ MIRA3 TESCAN

View field: 188 ym Det: SE + InBeam 50 ym View field: 78.9 ym Det: SE + InBeam 20 pm
SEM MAG: 2.96 kx  Date(m/dly): 07/14/16 Performance in nanospace SEM MAG: 7.02 kx  Date(m/dly): 07/14/16 Performance in nanospace

Slika 33. SEM spikula S. stankovici: a) Tipi¢na glatka megasklera; b) megasklera
prekrivena trnolikim izrastajima; c) megasklera i mikrosklera, obe prekrivene trnolikim
izraStajima; d) gemulosklera (u sredini) prekrivena trnovima.

50



Rezultati

4.3.3 Ochridaspongia rotunda Arndt, 1937

Ovaj poznati reliktni endemit Ohridskog jezera, specifi¢an je kako po makroskopskim,
tako i po mikroskopskim karakteristikama. Megasklere ove vrste su oksee, izrazito
varijabilnog izgleda. Od tankih do debelih, od pravih do blago zakrivljenih, od glatkih do formi
prekrivenih trnolikim izrastajima. Gustina ovih izrastaja takode je veoma heterogena, pa tako
sreCemo oblike sa retkim trnovima, one srednje prekrivene, do spikula sa gusto zbijenim
trnovima rasporedenim celom njenom duZinom. Na pojedinim spikulama se mogu uociti i
sferi¢na ispupcenja (Slika 34 i 35). DuZina je varirala od 250-356 pm (u proseku 313 um), a
Sirina od 7-19 um (u proseku 13 pm). Mikrosklere ne postoje, a zbog stabilnih i slabo
promeniljivih uslova sredine O. rotunda ne proizvodi gemule, pa nema ni gemulosklera.

R ¢

Ll W . ¥
SEM HV: 20.0 kV WD: 36.60 mm || ‘ SEM HV: 20.0 kV WD: 34.43 mm |
View field: 405 ym Det: SE + InBeam 100 pm View field: 197 pm Det: SE + InBeam 50 pm
SEM MAG: 1.37 kx  Date(m/dly): 07/13/16 Performance in nanospace SEM MAG: 2.81 kx Date(m/dly): 07/13/16 Performance in nanospace

SEM HV: 20.0 kV WD: 36.52 mm | | | | MIRA3 TESCAN SEM HV: 20.0 kV WD: 6.31 mm | MIRA3 TESCAN|

View field: 324 ym Det: SE + InBeam 100 ym View field: 303 pm Det: SE + InBeam 50 pm
SEM MAG: 1.71 kx  Date(m/dly): 07/13/16 Performance in nanospace SEM MAG: 1.83 kx Date(m/dly): 07/14/16 Performance in nanospace

Slika 34. SEM spikula O. rotunda: a, b, c) megasklere koje se razlikuju po dimenzijama i stepenu
pokrivenosti trnovitim izrastajima; d) tanka, glatka megasklera sa naznakom sferi¢nog zadebljanja.
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-

3 - RSB
SEM HV: 20.0 kV WD: 36.58 mm | MIRA3 TESCAN

View field: 39.8 pm Det: SE + InBeam 10 ym
SEM MAG: 13.9 kx Date(m/dly): 07/13/16 Performance in nanospace

SEM HV: 20.0 kV WD: 36.47 mm MIRA3 TESCAN
View field: 29.8 pm Det: SE + InBeam |5 pym
SEM MAG: 18.5 kx  Date(m/dly): 07/13/16 Performance in nanospace

Slika 35. SEM spikula O. rotunda: a) detalj vrha spikule sa silikatnom algom; b) detalj
trnolikih izrastaja na spikulama sa dimenzijama.
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4.3.4 Spongilla prespensis Hadzische, 1953

S. prespensis je endemit Prespanskog jezera. Njegove spikule (sva tri tipa) najcesce su
pokrivene razli¢itom gustinom trnolikih izrastaja. Megasklere duZine 166-235 um (srednja
vrednost 204 um) i Sirine 6-8 pm (srednja vrednost 7 um), mogu biti blago savijene ili prave,
na vrhovima su zaoStrene. Obi¢no su prekrivene sitnim trnovima, c¢ija je gustina vrlo
varijabilna. Rede mogu biti i glatke. Mikrosklere su nesto krace, duZine oko 120 pm i Sirine od
2-4 um (Slika 36). Gemulosklere nisu pronadene na nasim preparatima.

2=
by L1=211.81pm

\ y

SEM HV: 20.0 kV WD: 36.43 mm MIRA3 TESCAN SEM HV: 20.0 kV WD: 36.41 mm MIRA3 TESCAN

View field: 1.33 mm Det: SE + InBeam 200 pm View field: 200 pm Det: SE + InBeam 50 pm
SEM MAG: 415x  Date(m/dly): 07/13/16 Performance in nanospace SEM MAG: 2.77 kx  Date(m/dly): 07/13/16 Performance in nanospace

L2 =261 um 28

L1=121.81 um

~k2.= 6.18 il

L1=166.62 ym

[
-
SEM HV: 20.0 kV WD: 36.47 mm l | ‘ MIRA3 TESCAN SEM HV: 20.0 kV WD: 36.46 mm | MIRA3 TESCAN
View field: 241 um Det: SE + InBeam 50 pm View field: 178 ym Det: SE + InBeam 50 pm
SEM MAG: 2.30 kx Date(m/dly): 07/13/16 Performance in nanospace SEM MAG: 3.11 kx Date(m/dly): 07/13/16 Performance in nanospace

Slika 36. SEM mikrografije megasklera i mikrosklera S. prespensis sa dimenzijama.
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4.4 Distribucija Porifera u ispitivanim vodnim telima

Generalno posmatrano, slatkovodni sunderi su bili slabo zastupljeni organizmi u
istraZivanim vodnim telima. Broj lokaliteta na kojima su nadeni predstavlja manji deo (jednu
Cetvrtinu) ukupnog broja pretraZenih lokaliteta. Takode, njihova abundanca je, osim u par
izuzetaka, bila vrlo niska, odnosno mali broj primeraka je prikupljen sa mesta gde je utvrdeno
njihovo prisustvo. Sunderi su nadeni u slede¢im rekama: Dunav (u Nemackoj, Srbiji i
Rumuniji), Sava (u Hrvatskoj i Srbiji), Tisa, Velika Morava, Zapadna Morava, JuZna Morava,
NiSava, Kolubara, Mlava, Porecka reka, Beli Timok i Crni Timok, kao i u sledeé¢im jezerima
odnosno akumulacijama: Bela reka, Duboki potok, Zavoj, Bovan, Skadarsko jezero (Crna
Gora), Ohridsko jezero, Prespansko i Dojransko jezero (Makedonija). Ukupno je prikupljeno
164 primerka.

U Dunavu su zabeleZene Cetiri vrste sa sledec¢om ucestaloScu: E. fluviatilis (oko 80%), S.
lacustris (10%), E. fragilis (10%) i samo jedan primerak T. horrida (kod HirSove). Zanimljivo je
da je u srpskom delu reke Dunav dominantna bila vrsta E. fluviatilis i samo je na jednom
lokalitetu (Tekija) pronaden i E. fragilis. U reci Savi detektovane su iste vrste kao i u Dunavu,
ali sa drugacijom ucestalos¢u: S. lacustris je bila najzastupljenija vrsta i cinila je 46%
sakupljenih primeraka. Sledeca je bila vrsta E. fluviatilis sa zastupljenos¢u od 37%, a najredi je
i ovde bio E. fragilis sa ucestalo$¢u od 17%. Samo na jednom lokalitetu na Savi (Zupanja,
Hrvatska) pronadene su sve tri vrste.

U pritokama Save i Dunava zabeleZeno je ukupno 5 vrsta Porifera, navedenih po
opadajucoj ucestalosti: E. fluviatilis, S. lacustris, E. muelleri, T. horrida i E. fragilis.

Vrsta E. fluviatilis je predstavljala 45% svih prikupljenih primeraka sundera, nadena u
8 od 17 istrazenih reka (Tisa, NiSava, Velika Morava, Juzna Morava, Zapadna Morava, Crni
Timok, Porecka reka, Kolubara), dok je vrsta S. lacustris ¢inla 21% sakupljenih primeraka.
Pomenuta vrsta nadena je u Cetiri reke: Tisi, Zapadnoj Moravi, Kolubari i Mlavi. Vrsta E.
muelleri (18% prikupljenih sundera) je bila nadena takode u cCetiri reke i to: Tisi, NiSavi,
Kolubari i Belom Timoku. T. horrida predstavljala je svega 10% ukupnog broja primeraka i
nadena je u tri reke: Tisi, Zapadnoj Moravi i JuZznoj Moravi. U rekama Srbije uzetim u obzir za
ovo istrazivanje najrede je bio zastupljen E. fragilis ¢ija je ucestalost u ukupnom broju
uzorkovanih primeraka sundera bila samo 6%. Naden je u Tisi i Velikoj Moravi.

U jezerima i akumulacijama konstatovane su svega dve vrste: E. fluviatilis u Bovanskom
jezeru i Beloj reci (Cetiri primerka) i S. lacustris u Zavojskom jezeru (tri primerka).

U povrsinskim vodama Crne Gore sunderi su takode bili retki, tj. zabeleZeni su na
malom broju lokaliteta i bili su malobrojni. ZabeleZeni su samo u Plavskom i Skadarskom
jezeru. U Plavskom jezeru je pronadena samo vrsta S. lacustris (dva primerka). U Skadarskom
jezeru je zastupljenost sundera bila nesto veca. Od 15 prikupljenih primeraka identifikovane
su dve vrste: S. lacustris i E. muelleri.

U Severnoj Makedoniji primerci sundera prikupljeni su tokom terenskog rada na
velikim jezerima Dojranskom, Prespanskom i Ohridskom (10 primeraka), a deo je ustupljen
od strane Prirodnjackog muzeja u Skoplju (12 primeraka).

U toku terenskog rada na jezerima konstatovani su samo malobrojni primerci E.
fluviatilis. Nije zabeleZena nijedna endemska vrsta. Medutim, pregledom primeraka sundera
ustupljenih iz muzejske zbirke bili su prisutni i endemiti karakteristi¢ni za ovo podrucdje.
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4.5 Distribucija Porifera u odnosu na fizicko-hemijske karakteristike vodnih tela

Na svim lokalitetima, sa ili bez pronadenih sundera, mereni su osnovni fizicko hemijski
parametri: temperatura, pH, konduktivitet i zasi¢enost vode kiseonikom. Ostali fiziCko-
hemijski parametri koriS¢eni su iz godiSnjih izveStaja Agencije za zastitu Zivotne sredine
Republike Srbije, koja vrsi redovan monitoring kvaliteta vode i raspolaZe detaljnim podacima
o prisustvu mnogih vaZznih jedinjenja/indikatora statusa voda. S obzirom da Agencija vrsi
merenja na mesecnom nivou, koristili smo podatke koji odgovaraju mesecima u kojima je
vrSeno uzorkovanje. Za reke Savu i Dunav analiza fizicko-hemijskih parametara uradena je
pojedinacno, zbog postojanja podataka za veliki broj lokaliteta (lokaliteti sa sunderima i
lokaliteti bez sundera). PoSto je na pritokama Save i Dunava pregledan manji broj lokaliteta,
analiza fizicko-hemijskih parametara radena je objedinjeno za reke sa sunderima s jedne
strane, i reke bez sundera sa druge. Za jezera Srbije, kao i za vodna tela Severne Makedonije i
Crne Gore, s obzirom na mali broj nalaza, nije uradena analiza distribucije u odnosu na
pomenute parametre.

4.5.1 Dunavi Sava

Duz reke Dunav ispitan je veliki broj lokaliteta od Nemacke do delte u Rumuniji i
UKkrajini. FiziCko-hemijski parametri koje smo na osnovu literaturnih podataka (Richelle-
Maurer et al., 1994) smatrali relevantnim za Zivot sundera i koji su usli u statisticku analizu su
sledeci: temperatura vode, pH, elektroprovodljivost, suspendovane materije, rastvoreni
kiseonik, zasi¢enje kiseonikom, ukupna tvrdoca vode, rastvoreni ugljen dioksid, bikarbonati,
ukupne rastvorene solj, silikati, i kalcijum.

Za statisticku analizu fiziCko-hemijskih parametara koriS¢eni su podaci sa ukupno 74
lokaliteta, pribavljeni iz izveStaja ICPDRa za JDS3, odnosno iz Agencije za zaStitu Zivotne
sredine Srbije. U Tabeli 5 je prikazan zbirni pregled vrednosti fizicko-hemijskih parametara
na lokalitetima sa sunderima i onim na kojima sunderi nisu nadeni.

U Dunavu su samo dva parametra pokazala statisticki znacajnu razliku izmedu
lokaliteta na kojima su pronadeni sunderi, u odnosu one na kojima ih nije bilo. To su
suspendovane Cestice i ugljen dioksid.

U Savi nijedan od izmerenih parametara nije se razlikovao sa statistickom znacajnoscu
izmedu lokaliteta sa i bez sundera. Na granici znacajnosti bili su parametri elektricna
provodljivost (p= 0,053) i rastvoreni organski ugljenik - DOC (p= 0,060) (Tabela 6).
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Tabela 5. Srednje vrednosti i standardne devijacije izmerenih fizicko-hemijskih parametara na
Dunavu. Poredenje izmedu lokaliteta gde je zabeleZeno prisustvo sundera i onih gde sunderi nisu

nadeni.
PARAMETRI Sunderi prisutni Sunderi odsutni Sign.
Sred. STD Sred. STD (T-

vrednost vrednost test)
Temperatura °C 19.08 3.03 20.38 2.02 0.084
Suspend. Cestice mg/1 8.80 6.22 19.41 14.55 0.027
Rastvoreni 02 mg/1 8.11 1.06 8.09 1.17 0.964
Zasicenje 02 % 87 5.04 89.75 6.68 0.519
Tvrdoca vode 181.31 7.88 174.5 2.07 0.102
CO2mg/1 3.68 1.29 1.55 0.94 0.021
HCO3 mg/1 187.88 6.31 182.55 2.27 0.119
pH 8.00 0.20 8.08 0.24 0.324
Konduktivitet uS/cm 404 48.18 395.87 102.96 0.728
Ukupne soli mg/1 226.63 6.63 223.70 9.05 0.607
Silikati mg/1 5.43 0.58 5.67 1.14 0.717
Kalcijum (Ca2*) mg/1 56.15 10.31 62.21 23 0.417

Tabela 6. Fizicko-hemijski parametri izmereni u Savi na lokalitetim sa i bez sundera.

PARAMETRI Sunderi prisutni Sunderi odsutni Sign.
Sred. STD Sred. STD (T-test)
vrednost vrednost

Temperatura °C 24.20 0.56 20.218 4.43 0.157
pH 8.18 0.34 8.00 0.54 0.603
Rastvoreni O2 ppm 7.44 0.69 8.46 1.25 0.210
Zasicenje 02 % 89.37 9.39 94.55 13.22 0.541
Konduktivitet uS/cm 362.33 56.32 269.27 68.32 0.053
DOC mg/I1 2.75 0.34 2.20 0.42 0.060
Silikati mg/1 2.06 0.07 1.48 0.56 0.108
Kalcijum (Ca%*) mg/1 66.32 8.27 59.21 7.42 0.175
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4.5.2 Pritoke Save i Dunava

U pritokama Save i Dunava, Sest fizicko-hemijskih parametara je pokazalo statisticki
znacajnu razliku vrednosti izmedu reka sa sunderima i reka u kojima sunderi nisu zabeleZeni.
To su: rastvoreni kiseonik, tvrdoc¢a vode, bikarbonati, konduktivitet, ukupne rastvorene soli i
kalcijum (Tabela 7).

Tabela 7. Uporedni prikaz srednjih vrednosti i standardnih deviacija izmerenih
parametara pritoka Save i Dunava sa i bez sundera i znacajnost (p-vrednost) za svaki

parametar.

PARAMETRI Sunderi prisutni Sunderi odsutni Sign.
Sred. STD Sred. stp | (T-test)
vrednost vrednost

Temperatura °C 16.09 6.12 14.82 6.23 0.364

Suspend. Cestice mg/1 25.11 72.41 4.79 3.96 0.173

Rastvoreni 02 mg/1 9.09 1.59 10.19 2.38 0.040

Zasicenje 02 % 92.45 205.2 99.37 19.79 0.068

Tvrdoc¢a vode 205.2 50.95 313.25 162.8 0.004

CO2mg/1 2.39 2.27 1.92 2.81 0.380

HCO3 mg/1 222.11 57.93 264.96 78.62 0.003

pH 8.05 0.24 8.12 0.38 0.364

Konduktivitet uS/cm 454 97.29 645.92 329.71 | 0.009

Ukupne soli mg/1 262.41 55.96 379.63 200.31 | 0.009

Silikati mg/1 8.02 3.85 8.42 2.96 0.662

Kalcijum (Ca**) mg/1 61.25 18.13 88.52 34 0.001

Da bi se utvrdilo da li odredene fizicko-hemijske karakteristike uticu povoljno na
pojavu veceg broja vrsta tj. veci biodiverzitet, poredeni su parametri reke Tise u kojoj su
zabeleZene Cetiri vrste sundera, sa rekama u kojima nije naden nijedan primerak. Kao
znacajan parametar, izdvojila se dodatno i koncentracija silikata (Tabela 8).
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Tabela 8. Poredenje reke Tise sa rekama u kojima nema sundera.

PARAMETRI

Temperatura vode
Susp. materije

Rastv. kiseonik
Zasicenje kiseonikom
Ukup. tvrdoca

Rastv. CO2
Bikarbonati

pH

Elektroprovodljivost
uS/cm

Ukup. rastv. soli
Silikati
Ca

Tisa

sred.
vrednost

18.15
23.92
8.68
90.67
152.08
1.93
158.33
8.00
458.83

274.42
6.21
46.23

STD

7.82
17.80
1.58
7.64
9.64
0.69
8.95
0.07
47.12

20.95
2.16
3.33

Reke bez sundera

sred. STD
vrednost

15.13 5.92
4.66 3.85
9.90 2.17
97.75 17.80
275.03 155.59
2.20 2.55
246.25 75.36
8.10 0.34
562.66 319.63
330.06 193.36
7.52 3.21
79.82 33.13

p vrednost
(t-test)

0.192
0.003
0.075
0.075
0.000
0.738
0.000
0.147
0.009

0.015
0.011
0.000

4.6 Distribucija Porifera u odnosu na prisustvo zagadivaca

Pored opstih fizickih i hemijskih parametara kvaliteta vode, u razmatranje je uzeto
prisustvo odredenih zagadivaca i njihov uticaja na rasprostranjenje sundera.

Ispitana je povezanost prisustva ili odsustva sundera sa razli¢itim koncentracijama
slede¢ih parametara: nitrata, ortofosfata, natrijuma, hlorida, gvozda, mangana, cinka, bakra,
olova, aluminijuma i Zive. Treba napomenuti da nije bilo moguce do¢i do podataka o
koncentracijama svih navedenih jedinjenja i teskih metala na svim vodotokovima, pa se stoga

i tabele razlikuju.
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4.6.1 Dunavi Sava

U Tabelama 9 i 10 prikazane su vrednosti glavnih zagadivaca i vrednosti t-testa,
odnosno statiticka znacajnost, ukoliko je postojala, izmedu lokaliteta sa i bez sundera. Razlike
za Savu i Dunav su gotovo zanemarljive.

Tabela 9. Koncentracije polutanata na lokalitetima na Dunavu i njihov uticaj na
rasprostranjenje slatkovodnih sundera.

PARAMETRI Sunderi prisutni Sunderi odsutni Sign.
Sred. STD Sred. stp | (T-tesy)
vrednost vrednost

N-NO3 0.007 0.004 0.006 0.003 0.515

0-PO4 0.0002 0.00005 0.0002 0.0003 | 0.648

Hloridi (CI-) 0.024 0.003 0.024 0.011 0.966

Natrijum (Na) 0.016 0.001 0.018 0.011 0.580

Ziva (Hg) 0.004 0.001 0.004 0.001 0.631

Bakar 2.51 0.93 2.31 2.00 0.763

Cink (Zn) 4.35 3.45 6.32 7.83 0.546

Olovo (Pb) 0.452 0.210 0.801 1.159 0.466

Tabela 10. Koncentracije polutanata na lokalitetima na Savi i njihov uticaj na
rasprostranjenje sundera.

PARAMETRI Sunderi prisutni Sunderi odsutni Sign.
Sred. STD Sred. stp | (T-test)
vrednost vrednost

Cink (Zn) 4 1.010 3.585 2.571 0.797

Olovo (Pb) 0.486 0.089 0.500 0.484 0.959

Mangan (Mn) 50.667 23.260 21.669 17.730 | 0.035

Gvozde (Fe) 127.500 49.160 70.296 70.045 | 0.215

Natrijum (Na) 11.069 6.027 7.238 2.796 0.123

Hloridi (CI) 25.063 20.138 13.237 8.090 0.126

Nitrati (N-NO3) 3.233 0.496 2.693 0.653 0.212
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4.6.2 Pritoke Save i Dunava

Slicno Savi i Dunavu, ni u pritokama ovih reka nisu se izdvojili parametri koji su
pokazali statisti¢ki znacajnu razliku (Tabela 11).

Tabela 11. Polutanti u pritokama i uticaj na prisustvo sundera.

PARAMETRI Sunderi prisutni Sunderi odsutni Sign.
Sred. STD Sred. STD (T-test)
vrednost vrednost

Nitrati (N-NO3) 0.890 0.346 1.104 0.308 0.234

Ortofosfati (O-PO4) 0.068 0.031 0.064 0.029 0.795

Natrijum (Na) 14.931 10.476 13.947 4.723 0.834

Hloridi (Cl) 18.710 14.766 13.017 3.957 0.378

Gvozde (Fe) 429.518 1605.647 | 483.456 841.365 | 0.607

Mangan (Mn) 66.466 75.309 65.353 38.166 0.974

Cink (Zn) 25.720 6.794 266.322 4,071 0.851

Bakar 5.694 2.874 13.056 11.589 0.184

Olovo (Pb) 21.774 53.328 3.240 2.705 0.416

Aluminijum (Al) 260.235 217.976 274.406 252.451 | 0915

Posto nije ustanovljen znacajniji uticaj bilo kog od ispitivanih zagadivaca na prisustvo
odnosno odsustvo sundera, u razmatranje je uzet njihov uticaj na pojavu anomalija u gradi
spikula. Poredene su koncentracije zagadivaca u reci u kojoj su sunderi imali najmanje
anomalija (Tisa), sa rekom u kojoj su sunderi imali najviSe anomalija (Velika Morava). Uo¢ena
je statisticki znacajna razlika u koncentracijama ortofosfata, natrijuma i hlorida na ova dva
lokaliteta (Tabela 12).

Treba uzeti u obzir da vrste pronadene na ovim lokalitetima nisu iste, Sto poredenje i
statisticku analizu Cini sloZenijim. Ovom problematikom je potrebno baviti se detaljnije u
daljim istraZivanjima.
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Tabela 12. Pregled znacajnosti razlika parametara sa lokaliteta u kome je detektovano najvise
anomalija spikula (Velika Morava, Bagrdan) i tamo gde ih je uoeno najmanje (Tisa, Martonos).

PARAMETRI Tisa, Martono$ V. Morava Bagrdan Sign.
Sred. STD Sred. STD (T-test)
vrednost vrednost

Nitrati (N-NO3) 0.675 0.314 1.200 0.455 0.106

Ortofosfati (O-PO4) 0.050 0.004 0.090 0.014 0.001

Natrijum (Na) 41.700 1.871 15.300 6.284 0.000

Hloridi (Cl) 55.600 4.412 14.650 3.535 0.000

Gvozde (Fe) 501.175 326.819 966.250 1495.120 | 0.566

Mangan (Mn) 43.050 22.329 110.625 69.893 0.115

Cink (Zn) 21.800 5.213 31.875 13.413 0.211

Bakar 5.850 0.968 6.975 3.625 0.571

Olovo (Pb) 1.725 1.103 5.375 7.040 0.378

Aluminijum (Al) 343.875 225.354 533.550 751.903 0.646

4.6.3 Morfoloske anomalije spikula

Na odredenom broju uzoraka sundera prikupljenih na terenu uoceno je, sa razlicitom
uCestaloS¢u, prisustvo atipi¢nih spikula, odnosno spikula sa razli¢itim anomalijama.
ZabeleZene su sledete vrste anomalija: zalomljene spikule, zatim spikule sa racvastim
krajevima, odnosno bifurkacijama. NeSto rede zastupljene bile su anomalije u vidu krupnijih,
pojedinacnih trnova, pozicioniranih pod pravim uglom duZ tela spikule. Najinteresantniju
anomaliju predstavljala su sferi¢na zadebljanja, jedno ili viSe, naj¢es¢e na sredini, ali ponekad i
u nizovima celom duzinom spikule. Vrste anomalija kao i njihove ucestalosti varirale su u u
vecoj meri izmedu prikupljenih jedinki sundera. Uglavnom su se sretale na megasklerama i
mikrosklerama, a izuzetno retko anomalije su nalaZene i na gemulosklerama.

PokuSali smo da utvrdimo da li postoji povezanost prisustva anomalija sa
koncentracijom poznatih zagadivaca medu kojima je posebna paZnja posvecena teSkim
metalima (Tabele 9-12).

Frekvencije anomalija kretale su se od 1x10-3 do 97x10-3 (prose¢na vrednost 12x10-3).
Najveci broj anomalija zabeleZen je kod primeraka vrste E. fragilis (97x10-3), uzorkovanih na
Velikoj Moravi kod Markovca. Kod ovog primerka naj¢eS¢e anomalije bile su u vidu sferi¢nih
zadebljenja spikula. NajniZa ucestalost anomalija zabeleZena je kod primerka vrste E.
fluviatilis (1x10-3), prikupljenog na Tisi kod KanjiZe, ¢ije su se anomalije uglavnom bile u
obliku zalomljenih megasklera na jednom od krajeva. Iako su se lokaliteti na kojima su se
nalazili sunderi sa najviSe i oni sa najmanje anomalija u spikulama znacajno razlikovali u
koncentracijama merenih jedinjenja, ni jedna od koncentracija razmatranih jedinjenja nije
prelazila granice propisane regulativama.

U ovom radu prikazani su osnovni tipovi anomalija spikula.
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Racvaste spikule

Ova vrsta anomalija je bila relativno ¢esto zapaZena. Racvanje, odnosno bifurkacije
mogu da se formiraju na jednom kraju, ili na oba, sa dubljim ili pli¢im usecima. Na Slici 37 se
moZe videti nekoliko karakteristicnih primera rac¢vastih megasklera.

100 pm

100 pm

Slika 37. Svetlosna mikroskopija nekoliko reprezentativnih primera anomalija u obliku
bifurkacija.
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Makazaste spikule

Ova vrsta anomalija je relativno Cesta. Kraci ,makaza“ mogu da budu istih ili razlicitih
dimenzija. Makaze mogu da budu zatvorenije i otvorenije tj. da formiraju krstastu strukturu.
Na Slici 38 je dato nekoliko tipi¢nih primera makazastih megasklera.

100 pm. : 100 pum

"

50 um

Slika 38. Svetlosna mikroskopija: reprezentativni primeri anomalija u obliku makaza.
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Zalomljene spikule

Zalomljene spikule su najc¢es¢e zabeleZene anomalije i njihovo prisustvo utvrdeno je
kod viSe vrsta. Neke megasklere su bile savijene bliZe jednom od vrhova, neke na oba kraja, a
neke po sredini. Uglovi pod kojim spikule mogu biti zalomljene variraju od tupih do ostrih. Na
Slici 39 dato je nekoliko primera spikula savijenih na jednom i oba kraja, pod tupim i oStrim
uglom. Ova vrsta anomalija najcesce je bila prisutna kod vrste E. fluviatilis i E. muelleri.

D N

\\ r@—/
v X  /

SEM HV: 20.0 kV WD: 26.56 mm MIRA3 TESCANJl  SEM HV: 20.0 kv ‘ WD: 26.49 mm | MIRA3 TESCAN|

View field: 85.6 um Det: SE 20 ym View field: 253 ym Det: SE 50 pm
SEM MAG: 6.46 kx Date(m/dly): 02/13/18 Performance in nanospace SEM MAG: 2.19 kx | Date(m/dly): 02/13/18 Performance in nanospace

100 um

Slika 39. Reprezentativni primeri zalomljenih spikula. a) i b) SEM, c) i d) svetlosna
mikroskopija.
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Spikule sa proSirenjima

Ova zanimljiva anomalija bila je relativno retka u prikupljenom materijalu, i zabeleZena
je u najvetem broju kod vrste E. fragilis, u najrazlicitijim varijantama, od pojedinac¢nih
zadebljanja, preko zadebljanja samo na krajevima spikula, do Ccitavih nizova perlastih
struktura duz cele spikule (Slika 40). Ova proSirenja su primecena i kod megasklera i kod
mikrosklera.

. SEM HV: 20.0 kV WD: 26.34 mm MIRA3 TESCAN

View field: 255 ym Det: SE 50 pm
SEM MAG: 2.17 kx  Date(m/dly): 02/13/18 Performance in nanospace

o
SEM HV: 20.0 kV ‘ WD: 26.49 mm | MIRA3 TESCAN|

View field: 253 ym Det: SE 50 pm
SEM MAG: 2,19 kx | Date(m/dly): 02/13/18 Performance in nanospace
\ TY ke

50 um

Slika 40. Reprezentativni primeri spikula sa anomalijama u vidu prosirenja: a) i b) SEM, c)
i d) svetlosna mikroskopija.
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Retke anomalije

U veoma malom broju ili ¢ak kao pojedinacni slucajevi, zapazZene su sledece anomalije:
kruzno uvijene gemulosklere, stopljene megasklere i zvezdaste poliaksijalne spikule (Slika
41).

[ / 2
) ) 7N\
% °
§ 50 pm { 100 pm
A

Slika 41. Retke anomalije: a) uvrnuta gemulosklera S. lacustris; b) rac¢vasta mineralna
tvorevina koja podseca na nekoliko naizgled stopljenih spikula; c) atipi¢na tvorevina koja
podseca na poliaksijalnu spikulu morskih sundera.

4.7 Objedinjena geneticka i filogenetska analiza
4.7.1 Uporedna analiza 28S

Primarni cilj genetickih analiza je potvrda rezultata dobijene putem morfoloSke
identifikacije (svetlosna mikroskopija i SEM). Ukupno je sekvencirano 53 uzorka i dobijena je
znacajna podudarnost izmedu dva pristupa u determinaciji vrsta (morfoloske i geneticke).
Kao $to je prethodno istaknuto, u sklopu analize pojedinacnih vrsta, bez obzira na ograniCenja
geneticke analize, doSlo se i do znacajnih rezultata. Treba istaéi da je prvi put parcijalna 28S
sekvenca upotrebljena u identifikaciji vrste T. horrida. Takode, otkrivena su i dva nova
haplotipa E. fluviatilis, kao i novi haplotip vrste E. fragilis. Na Slici 42 istaknute su sli¢nosti i
razlike izmedu 28S sekvenci svih zabeleZenih vrsta i haplotipova.
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Za razlikovanje ovih pet vrsta sundera najznacajniji je region sekvence koji se prostire od
90-134. baznog para, gde se nalazi najveci broj mutacija (,hotspots®).
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Slika 42. Komparativna analiza sekvenci najceS¢ih evropskih sundera (istaknuti
novootkriveni haplotipovi T. horrida, E. fragilis i E. fluviatilis).
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4.7.2 Filogenetska analiza

Filogenetsko stablo konstruisano je na osnovu pojedinacnih predstavnika razlicitih
haplotipova, primenom Neighbor-Joining (N]) metode sa Kimura dvoparametarskim
modelom na 5.000 iteracija, u programu MEGA X (Saitou and Nei, 1987).

U Tabeli 5 prikazan je spisak svih sekvenciranih sundera po mestu nalaZenja. Osim za
identifikaciju vrsta sundera, dobijene sekvence iskoriS¢ene su i za filogenetsku analizu,
koja je obavljena na sedam prethodno navedenih haplotipova (od kojih tri karakteriSu E.
fluviatilis, dok su Cetiri preostala haplotipa specificna za Cetiri preostale vrste).

Uocava se da su analizirane vrste slatkovodnih sundera grupisane u dva sestrinska
skupa (Slika 43). U prvu grupu izdvojili su se haplotipovi vrste E. fluviatilis, dok se u drugoj
grupi nalaze sve preostale zabeleZene vrste slatkovodnih Porifera. Druga grupu odlikuje
slabija statisticka podrSka (verovatnoca ovakvog ishoda je ispod 50%), tako da je
prezentovana topologija upitna.

Tabela 13. Spisak sekvenci analiziranih u ovoj studiji, vodna tela i zemlje porekla uzoraka.
Sekvence sa ,,GenBank Accession brojem preuzete su iz NCBI baze radi poredenja.

redni GenBank
br PCR 28S vodno telo zemlja Accession #
64 Ephydatia fluviatilis NiSava Srbija

12 Ephydatia fluviatilis Dunav Nemacka
30 Ephydatia fluviatilis Dunav Srbija

31 Ephydatia fluviatilis Dunav Srbija

32 Ephydatia fluviatilis Dunav Srbija

33 Ephydatia fluviatilis Dunav Srbija

34 Ephydatia fluviatilis Dunav Srbija

35 Ephydatia fluviatilis Dunav Srbija

38 Ephydatia fluviatilis Sava Srbija

39 Ephydatia fluviatilis Sava Hrvatska
42 Ephydatia fluviatilis Sava Hrvatska
43 Ephydatia fluviatilis Sava Hrvatska
47 Ephydatia fluviatilis Sava Srbija

25 Ephydatia fluviatilis Ohridsko jezero Makedonija
51 Ephydatia fluviatilis Dunav Srbija

52 Ephydatia fluviatilis Dunav Srbija

56 Ephydatia fluviatilis Dunav Srbija

57 Ephydatia fluviatilis Dunav Srbija

81 Ephydatia fluviatilis Dunav Srbija

81 Ephydatia fluviatilis Dunav Srbija

67 Ephydatia fluviatilis Kolubara Srbija

75 Ephydatia fluviatilis J. Morava Srbija

76 Ephydatia fluviatilis ] Morava Srbija

70 Ephydatia fluviatilis Z.Morava Srbija

73 Ephydatia fluviatilis Crni Timok Srbija

77 Ephydatia fluviatilis Crni Timok Srbija

78 Ephydatia fluviatilis Crni Timok Srbija

80 Ephydatia fluviatilis Crni Timok Srbija
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60 Ephydatia fluviatilis NiSava Srbija
59 Ephydatia fluviatilis Nisava Srbija
Bovansko
68 Ephydatia fluviatilis jezero Srbija
Ephydatia fluviatilis Estonia ~ DQ454152
Ephydatia fluviatilis Italy EF591285
Ephydatia fluviatilis var. syriaca Israel JN116226
Ephydatia fluviatilis var. syriaca Israel JN116227
Ephydatia fluviatilis var. syriaca Israel JN116228
62 Ephydatia muelleri NiSava Srbija
65 Ephydatia muelleri NiSava Srbija
Ephydatia muelleri Belgija EF591286
Ephydatia muelleri Estonia = DQ454153
71 Eunapius fragilis V. Morava Srbija
45 Eunapius fragilis Sava Hrvatska
44 Eunapius fragilis Sava Hrvatska
14 Eunapius fragilis Dunav Nemacka
Eunapius fragilis Estonia  DQ454155
36 Spongilla lacustris Sava Srbija
37 Spongilla lacustris Sava Srbija
40 Spongilla lacustris Sava Hrvatska
41 Spongilla lacustris Sava Hrvatska
46 Spongilla lacustris Sava Srbija
48 Spongilla lacustris Sava Srbija
49 Spongilla lacustris Sava Hrvatska
53 Spongilla lacustris Dunav Srbija
66 Spongilla lacustris Kolubara Srbija
69 Spongilla lacustris Mlava Srbija
Spongilla lacustris Estonia  DQ454154
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o 25 E. fluviatilis (Ohrid)

84 43 E. fluviatilis (Sava Zupanja)

52 E. fluviatilis (Dunav Ram)

69 S._ lacustris (Mlava Bradarac)

63 T. horrida (Tisa Kanjiza)

45 E. fragilis (Sava Zupanja)

62 E. mueller (Misava Ostrovica)

Suberites sp.

0.010

Slika 43. Filogenetsko stablo haplotipova slatkovodnih sundera konstruisano na osnovu
parcijalne sekvence D3 domena 28S rDNK.
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Diskusija

Sunderi ¢ine veoma vaznu komponentu slatkovodnih bentosnih zajednica. Bez obzira na
Siroku distribuciju sundera, njihov diverzitet, kao i abundanca, izrazito su varijabilni.
Prisustvo sundera zavisi od klimatskih faktora kao i od razlicitih fizicko-hemijskih i
hidromorfoloskih karakteristika vodnih tela koja naseljavaju (De Santo and Fell, 1996; Lucey
and Cocchiglia, 2014; Poirrier, 1969).

Balkansko poluostrvo i Panonsku niziju karakteriSu velika raznovrsnost i bogatstvo
vodene faune (Banarescu, 2004), Poslednjih godina se posvecuje velika pazZnja sistematicnom
i sveobuhvatnom monitoringu dve znacajne reke pomenutog podrucja, Dunavu i Savi (Graf et
al,, 2015; Navarro-Ortega et al., 2015). Ipak malo ima podataka o slatkovodnim sunderima za
pomenuto podrucje. Medu znacajnim medunarodnim studijama koje se bave monitoringom
Dunava i Save, jednu od najvecih predstavlja ,Joint Danube Survey“ (JDS), istrazivanje Dunava
u koje su ukljuc¢ene sve zemlje kroz koje Dunav protice (Graf et al., 2015; Sommerwerk et al.,
2009). Temeljnim ispitivanjem reke Save bavio se projekat ,Globaqua“, koji je objedinio
Sloveniju, Hrvatsku, Bosnu i Hercegovinu i Srbiju (Navarro-Ortega et al.,, 2015). Ovi projekti
opsezna studija makroinvertabrata, koja je ukazala na izuzetno bogatstvo vrsta. Medutim, bez
obzira na svu njihovu opseZnost, ovi veliki projekti ponudili su veoma oskudne podatke o
slatkovodnim sunderima.

Pored nekoliko studija starijeg datuma, medu kojima svakako treba spomenuti
kapitalno delo Rudesku-a o sunderima u Rumuniji ,Porifera Potamospongiae“ (Rudescu,
1975), Gilberta i HadZiSCea o makedonskim sunderima (Gilbert and Hadzisce, 1984), Bedeka i
saradnika o slatkovodnim sunderima u pecinama Jugoslavije (Bedek et al., 2008), generalno,
malo je radova koji se bave grupom Porifera u oblasti Zapadnog Balkana i Panonske nizije.
Treba ista¢i Cinjenicu da podataka o slatkovodnim sunderima u rekama i jezerima Srbije do
sada nije bilo, pa se stoga javila potreba za ovom studijom. Takode, treba imati na umu da
sunderi postaju sve aktuelniji organizmi u domenu bioindikacije stanja voda. IstraZivanja u
tom smeru uglavnom su vezana za morske sundere, tako da bi proucavanje diverziteta i
rasprostranjenja slatkovodnih sundera na prostoru Zapadnog Balkana i Panonske nizije
obezbedilo temelje za nova saznanja o bioindikatorskom potencijalu sundera kopnenih voda.

[straZivanja u okviru ove disertacije predstavljaju pocetak rada na ovoj problematici.

Kao jedan od klju¢nih nalaza ove studije treba istaci da je uzorkovanje sundera duz
Dunava (od Nemacke do Rumunije), Save (od Slovenije do Srbije), veéine njihovih pritoka, kao
i u jezerima Zapadnog Balkana i Panonske nizije, pokazalo nisku zastupljenost populacija
sundera, malu gustinu, mali broj vrsta po lokalitetu, i u vecini slu¢ajeva malu biomasu.
ZabeleZena je velika raznovrsnost oblika i boja sundera, Cije varijacije nisu bile u korelaciji sa
vrstama, ve¢ su zavisile od faktora Zivotne sredine, na Sta ukazuju Manconi i Pronzato
(Manconi and Pronzato, 2002).

Detektovane vrste Porifera

Od ukupno Sest vrsta registrovanih u Centralnoj Evropi (Droscher and Waringer,
2007), u podruc¢ju obuhvacenim ovom studijom zabeleZeno je pet vrsta: E. fluviatilis, S.
Lacustris, E. muelleri, E. fragilis i T. horrida. 1z literaturnih podataka moze se zakljuciti da vrste
rodova Ephydatia, Spongilla i Eunapius spadaju u najrasprostranjenije (Manconi et al., 2013;
Manconi and Pronzato, 2008, 2002; Van Soest et al., 2018), Sto su potvrdili i rezultati ovog
istrazivanja.
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U ovoj studiji E. fluviatilis je vrsta koja je detektovana na najve¢em broju lokaliteta i u
akumulacijama i kanalima. ZabeleZen je u slede¢im vodnim telima: Dunav (Degendorf i
Muhlau-Nemacka, Veliko GradiSte, Donji Milanovac, Kladovo, Vin¢a, Ram, Radujevac, Brza
Palanka-Srbija, Novoselo-Bugarska), Sava (u Srbiji: OstruZznica, Novi Beograd; u Hrvatskoj:
Zupanja, Slavonski Brod), Tisa (Kanjiza), Kolubara (Celije), Juzna Morava (Mezgraja), Velika
Morava (Markovac), Zapadna Morava (Trstenik), Crni Timok (Lukovo), Nisava (Si¢evacka
klisura, Bela Palanka), Bovansko jezero i Ohridsko jezero (Makedonija). Ovakav nalaz
potvrduje kosmopolitsku distribuciju E. fluviatilis i u saglasnosti je sa ve¢inom dosadas$njih
istraZivanja. Naime u mnogim studijama pokazano je da je E. fluviatilis Siroko rasprostranjen
na severnoj hemisferi, dok su podaci za juznu hemisferu nesto oskudniji (Manconi and
Pronzato, 2002). U evropskim rekama i jezerima, prisustvo E. fluviatilis opisali su brojni
autori: Nemacka (Gugel, 2001, 2000), Belgija (Richelle-Maurer et al., 1994), Austrija (Dréscher
and Waringer, 2007; Troyer-Mildner and Mildner, 2008), Italija (Cubeddu et al, 1995;
Manconi and Pronzato, 2015; Pronzato and Manconi, 1987), Irska (Lucey and Cocchiglia,
2014) i drugi. Kako u pogledu makroskopskog izgleda (od beli¢aste, do braonkaste ili
zelenkaste boje usled simbioze sa algama, sa jasno vidljivim porama i Zu¢kasto-narandzastim
sferoidnim gemulama) i supstrata koji ovi sunderi preferiraju, tako i u pogledu grade
skeletnih elemenata, nasi rezultati su podudarni sa rezultatima drugih autora koji su ispitivali
gradu slatkovodnih sundera (Manconi and Pronzato, 2015). Srednje dimenzije megasklera,
mikrosklera i gemulosklera, kao i njihov izgled, u saglasnosti su sa nalazima objavljenim u
nekoliko studija (Cocchiglia et al., 2013; Pronzato and Manconi, 2001; Ricciardi and Reiswig,
1993). Geneticka analiza naSih primeraka E. fluviatilis bila je u vecini sluCajeva podudarna sa
sekvencama deponovanim u bazi podataka NCBI. Naime od 31 parcijalne sekvence 28S DNK,
za 29 njih je pokazana stopostotna bazna podudarnost sa NCBI sekvencama, dok su dve
predstavljale nove haplotipove vrste E. fluviatilis.

Nakon E. fluviatilis, S. lacustris je bila najrasprostranjenija vrsta medu prikupljenim
primercima sundera. ZabeleZena je na sledec¢im lokalitetima ispitivane oblasti: u Dunavu
(Degendorf, Muhlau-Nemacka, Golubac, Veliko GradiSte, Ram-Srbija), Savi (u Srbiji: Beograd
kod sajma, Novi Beograd, OstruZnica, Duboko; u Hrvatskoj: Zupanja), Tisi (KanjiZa, Sanad),
Kolubari (Celije), Zapadnoj Moravi (Ca¢ak), Mlavi (Bradarac), Plavskom i Skadarskom jezeru u
Crnoj Gori i Dojranskom jezeru u Severnoj Makedoniji. Veéina autora koja se bavila
rasprostranjenjem ove vrste(Copeland et al., 2019; Manconi and Pronzato, 1991; Roovere et
al., 2006) se slaze da je i S. lacustris izrazito kosmopolitska vrsta poput E. fluviatilis, Sto su
potvrdili i rezultati ovog istraZivanja. Rasprostranjen je od Severne Amerike, preko Azije do
Evrope, a smatra se najceS¢om vrstom u Centralnoj Evropi (Manconi and Pronzato, 2000,
1991). Opisan je u rekama Nemacke (Gugel, 2000), Belgije (Richelle-Maurer et al., 1994),
Austrije (Droscher and Waringer, 2007), Irske (Lucey and Cocchiglia, 2014), Italije (Pronzato
and Manconi, 1987). Makroskopski izgled ove vrste u rekama i jezerima obuhva¢enim ovom
studijom, bio je slican ranije opisanom. Cilindri¢ni, prstoliki izrastaji koji se zracno prostiru
granajuci se od osovine tela pri¢vrScene za supstrat, najcesce zelenkaste boje zbog prisustva
simbiontskih algi, ponekad braon ili belicast, je opis S. lacustris koji navodi ve¢ina autora i koji
je u saglasnosti sa izgledom primeraka ove vrste koji su zabeleZeni u ovom istraZivanju
(Manconi and Pronzato, 2008, 2007; Pronzato et al, 2017). Dimenzije spikula i njihova
morfologija poklapaju su se sa prethodno objavljenim podacima o karakteristikama
mineralnog skeleta ove vrste (Pronzato and Manconi, 2001). Takode, analiza 11 parcijalnih
sekvenci 28S DNK pokazala je potpunu homologiju sa ranije publikovanim sekvencama,
deponovanim u bazi NCBI.

E. muelleri je bila tre¢a najzastuplenija vrsta u ovoj studiji, $to je takode u saglasnosti
sa literaturnim podacima o njenoj distribuciji u Evropi (Hooper and Van Soest, 2002; Lucey
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and Cocchiglia, 2014; Manconi and Pronzato, 2002; Roovere et al, 2006). E. muelleri je
pronadena na slede¢im rekama, odnosno lokalitetima: Tisa (KanjiZa), NiSava (Bela Palanka i
Si¢evacka klisura), Kolubara (Veliki Crljeni), Beli Timok (nizvodno od KnjaZevca) i u
Skadarskom jezeru, u Crnoj Gori. Makroskopski tesko razlikovati E. fluviatilis od E. muelleri, te
su ove dve vrste dugo smatrane jednom. Usled simbioze sa algama, i E. muelleri je Cesto zelene
boje, ali moZe se sresti i u raznim nijansama braon, sive i Zute boje. Oblik tela je nepravilan a
povrsina cesto papilozna, sa gemulama sferi¢nog oblika koje proZimaju ceo sunder. Opis vrste
koji su dali autori koji su se bavili njenom morfologijom poklapa se sa izgledom primeraka
zabeleZenih tokom ovog istrazivanja (Pronzato and Manconi, 2001; Ricciardi and Reiswig,
1993). Mikroskopska identifikacija omogucava sa znacajnom sigurnoséu razlikovanje E.
muelleri od E. fluviatilis, iako su im i megasklere vrlo slicne. Medutim, gemulosklere ove dve
srodne vrste pokazuju fine razlike (urezi u rotuli E. muelleri su dublji a broj zubaca manji
nego kod E. fluviatilis) Sto je dovoljno za razlikovanje ove dve vrste (Pronzato and Manconi,
2001; Ricciardi and Reiswig, 1993). Genetickom analizom utvrdena je potpuna podudarnost
Cetiri sekvencirana primerka sa odgovaraju¢im 28S DNK sekvencama iz NCBI.

Vrsta E. fragilis je bila je slabo zastupljena na lokalitetima obuhvaéenim ovim
istraZivanjem, sa uzorcima sakupljenim samo na pet lokaliteta u slede¢im rekama: Dunav
(Donji Milanovac, Kladovo-Srbija, Pristol-Rumunija), Sava (Zupanja) i Velika Morava
(Markovac). Autori ovu vrstu, uz T. horrida, navode kao najredu u evropskim rekama (Lopp et
al, 2007; Richelle-Maurer et al., 1994). Zanimljivo je da je ova vrsta pronadena na samo
jednom lokalitetu od preko 200 reka pregledanih u juZnoj Irskoj (Cocchiglia et al.,, 2013).
Makroskopske karakteristike naSih primeraka (telo jastucastog oblika sa vidljivim porama na
povrsini, braon ili sivkasto-belicaste boje, a kada je u simbiozi sa algama zelenkast), kao i
mikroskopski izgled spikula, uglavnom su u saglasnosti sa opisima ove vrste publikovanim od
strane drugih autora (Pronzato and Manconi, 2001; Schletterer and Eggers, 2006). Dimenzije
spikula izrazito su varijabilne, Sto je u skladu sa veli¢inama spikula primeraka sundera ove
vrste zabeleZenih u ovom istraZivanju. Ricciardi navodi da se duZina megasklera krece od
165-261 pm, a Sirina od 4-14 pm (Ricciardi and Reiswig, 1993), Manconi i Pronzato navode
dimenzije koje su znatno vece (265-370 pm za duZinu i 14-24 pm za Sirinu megasklere)
(Pronzato and Manconi, 2001) dok su na GBIF (Global Biodiversity Information Facility) date
vrednosti 195-291 pum duZine i 9-18 pm Sirine (“Eunapius fragilis (Leidy, 1851),” n.d.).
Gemulosklere su od 90-138 pm duzine i 6-9 pm Sirine. Ovakva varijabilnost dimenzija spikula
najverovatnije je uslovljena i geografskim poreklom (ekotip) i sredinskim faktorima. Za
morske Demospongia, potvrden je jasan uticaj dubine i temperature vode na duZinu spikula
(Bavestrello et al., 1993). Sekvenciranje Cetiri uzorka vrste E. fragilis pokazalo je izvesne
razlike u odnosu na jedinu do sada objavljenu sekvencu E. fragilis, primerka poreklom iz
Estonije. Haplotip koji je zabeleZen u toku ovog istraZivanja na svim sekvenciranim
primercima razlikovao se od postojece estonske 3D 28S sekvence (DQ454155) za dva bazna
para (Lopp etal., 2007).

T. horrida, kao i E. fragilis, bila je vrlo slabo zastupljena na ispitivanim lokalitetima.
Nadena je samo u slede¢im rekama: u Dunavu (Veliko GradisSte-Srbija i HirSova-Rumunija),
Tisi (kod KanjiZe), Zapadnoj Moravi (uzvodno od Kraljeva), Juznoj Moravi (Sveti Roman).
Makroskopski izgled primeraka sakupljenih tokom ove studije (pljosnato telo koje prekriva
supstrat u vidu tankog sloja nepravilnog oboda, od Zu¢kaste do tamno braon boje, ili zelenkast
usled simbioze sa algama), kao i grada spikula, a pre svega izuzetno Kkarakteristicna
gemulosklera, u saglasnosti su sa opisima ove vrste koji su ranije objavljeni (Manconi and
Pronzato, 2015, 2002; Schletterer and Eggers, 2006). Sto se tice geneticke analize, ova vrsta
nikada ranije nije identifikovana koriS¢enjem parcijalne 28S sekvence, tako da je nasa
sekvenca (MH569483) prva te vrste i ne moZe biti poredena sa drugima.
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U sklopu ove disertacije uradena je morfoloska analiza ograni¢enog broja endemskih
sundera poreklom iz velikih makedonskih jezera Dojranskog, Prespanskog i Ohridskog. Treba
naglasiti da tokom rada na terenu u Makedoniji nije pronaden nijedan primerak ovih
endemskih vrsta, svi primerci su ustupljeni iz zbirke Prirodnjackog muzeja u Skoplju. Mali
broj studija se bavi morfologijom endemskih vrsta sundera koji naseljavaju stara jezera
Makedonije. Morfoloske karakteristike E. carteri prespensis, endemske podvrste iz
Prespanskog jezera, analizirane u ovoj disertaciji uglavnhom su podudarne sa dimenzijama i
oblikom elemenata mineralnog skeleta odnosno megasklera, koje je dao HadziS¢e (Hadzisce,
1953). Prema HadZzisSce kod E. carteri mikrosklere postoje i po svojoj gradi dosta podsecaju na
megasklere, ali su manjih dimenzija. Gemulosklere su identi¢ne samo nesto manjih dimenzija
od mikrosklera, pa je veoma teSko razlikovati ove dve grupe spikula, Sto je u skladu s naSim
rezultatima, jer kod analiziranih muzejskih primeraka nisu nadene spikule koje po formi i
dimenzijama odgovaraju opisu mikro- i gemulosklera E. carteri prespensis. Treba napomenuti
da preparat nije sadrzao veliki broj spikula, pa je to mozda objasnjenje zasto nisu uocene ove
kategorije skeletnih elemenata. Pored megasklera jedino su uocene tanke spikule oStrih
vrhova za koje HadZisSCe, ne definiSu¢i klasu kojoj pripadaju, pretpostavlja da su spikule koje
ulaze u sastav bazalne membrane, odnosno da se nalaze u sloju koji je u kontaktu sa
supstratom (Hadzisce, 1953).

Malobrojni literaturni podaci (Hadzisce, 1953), ukazuju na to da ovu makedonsku
endemsku vrstu Cesto naseljavaju organizmi iz grupa Chironomidae, Nematoda i Hydracarina,
S$to nije uoceno kod analiziranih muzejskih primeraka.

Dimenzije analiziranih megasklera muzejskih primeraka S. prespensis, se uglavnhom
podudaraju sa malobrojnim literaturnim podacima. Naime HadZiS¢e (Hadzisce, 1953) i
Pronzato i Manconi (Pronzato and Manconi, 2001) pominju vrednosti od 170-200 um duZine,
dok megaskleremuzejskih primeraka dostizale duZine i do 235 um. Ovi autori ne navode
duzine mikrosklera, ali se njihova Sirina od 2-4 um, podudara sa onom ustanovljenom u
analiziranim muzejskim primercima. Takode, stepen ,hrapavosti, odnosno prekrivenosti

spikula trnovima se kako kod nas tako i kod ostalih autora pokazao kao izrazito varijabilan.
Distribucija

U Dunavu, od Sest zemalja koje je istraZivanje obuhvatalo, duz 2.580 km recnog toka,
sunderi su nadeni u Cetiri zemlje (u Nemackoj, Srbiji, Rumuniji i Bugarskoj). NajucCestalija
vrsta u Dunavu bila je E. fluviatilis i predstavljala je oko 80% svih prikupljenih primeraka.
Procentualna zastupljenost vrsta S. lacustris i E. fragilis u odnosu na ukupan broj prikupljenih
primeraka sundera iznosila je oko 10% dok je samo po jedan primerak vrste T. horrida
pronaden na dva lokalitetu na Dunavu (Veliko Gradiste - Srbija i HirSova - Rumunija). Sunderi
su nadeni na relativno malom broju pregledanih lokaliteta i brojnost pronadenih primeraka
bila je mala. Takode, nije utvrdeno prisustvo jedne od vrsta karakteristi¢nih za ovaj deo
Evrope, vrste Heteromeyenia stepanowii (Dybowski, 1884). Pretpostavka je da je jedan od
razloga za ovo i nivo zagadenja vode na ispitivanim lokalitetima. Znacajan je podatak da je u
reci Rajni, poc¢etkom 20. og veka bilo preko 80 zoobentosnih vrsta (Tittizer et al., 1990), da bi
sedamdesetih godina proslog veka taj broj pao na svega 12, Sto je dovedeno u vezu sa visokim
zagadenjem ove reke. Dvadesetak godina kasnije, broj vrsta je ponovo poceo da raste, ali je
zajednica bentosnih organizama bila znac¢ajno izmenjena. Sto se samih sundera ti¢e, po¢etkom
20. og veka u Rajni su zabeleZene sledece vrste sundera: S. lacustris, E. fluviatilis, E. muelleri i
T. horrida, da bi sedamdesetih godina konstatovana samo jedna vrsta - E. fluviatilis (Conrath et
al, 1977). Pocetku ovog veka dolazi do obnavljanja populacije sundera koju koju ¢ini Sest
vrsta: T. horrida, E. fluviatilis, S. lacustris, E. muelleri, E. fragilis i E. carteri (Gugel, 2001). U
periodu 2016-2018., kada je obavljeno uzorkovanje na Dunavu za potrebe ove doktorske
disertacije, primerci sundera su bili izrazito retki. Grupa Porifera zahteva detaljan monitoring
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specifi¢nih staniSta u svim tipovima vodotokova da bi se pratila promena brojnosti vrsta. Za
reku Rajnu zanimljiv je i podatak da je T. horrida bila najceS¢e zastupljena vrsta sundera, kao i
za reku Volgu (Schletterer and Eggers, 2006), Sto se ne podudara sa rezultatima ovog
istraZivanja, u kome je na Dunavu E. fluviatilis bio dominantna vrsta, a T. horrida nadena je na
samo dva lokaliteta (jedan u Srbiji i jedan u Rumuniji). Za razliku od Rajne, reke i kanali
Belgije pokazuju znacajnu podudarnost sa nasim nalazima za Dunav u pogledu zastupljenosti
vrsta (sa izuzetkom E. muelleri). Najzastupljenija vrsta je E. fluviatilis, slede vrste E. muelleri i
S. lacustris, a najrede su vrste E. fragilis i T. horrida (Richelle-Maurer et al., 1994). Sli¢na
distribucija sundera, sa izuzetkom Racekiela ryderi (Potts, 1882), registrovana je i u Juznoj
Irskoj, gde je istraZivanje obavljeno u periodu 1982-2013. Nadene su sledece vrste: E.
fluviatilis, R. ryderi, S. lacustris, E. muelleri i E. fragilis (Lucey and Cocchiglia, 2014). U rekama
Estonije najceSc¢a vrsta je E. fluviatilis, sledi vrsta S. lacustris, a najslabije zastupljena je bila E.
fragilis (Lopp et al., 2007). U rekama Ukrajine nadene su vrste S. lacustris, E. fluviatilis, E.
miielleri, E. fragilis, E. carteri, T. horrida i H. stepanovii (Trylis and Shcherbak, 1996), pri cemu
je zastupljenost bila slicna onoj zabeleZenoj u nasoj studiji.

Vel je istaknuto da postoji malo radova vezanih za rasprostranjenje sundera u Dunavu
(Andjus et al., 2017). U zajednici makrozoobentosa Dunava u austrijskom delu pominju se
sledece vrste po opadajucoj ucestalosti: E. fluviatilis, S. lacustris, E. muelleri, E. fragilis i T.
horrida (Droscher and Waringer, 2007). Od Sest centralnoevropskih vrsta ovi autori su
pronasli ¢ak pet vrsta u plavnoj zoni Dunava u blizini Be¢a. Tokom naSeg istrazivanja, u delu
Dunava koji protice kroz Austriju, nije pronaden nijedan primerak Porifera. Treba ista¢i da
nase uzorkovanje nije obuhvatilo podrucje plavne zone nizvodno od Beca, ¢ime se objasnjava
odstupanje naSih rezultata od nalaza ova dva autora.

U izveStaju ICPDR-a detaljno su analizirani podaci prikupljeni tokom Treceg
zajednic¢kog istrazivanja Dunava (JDS3) (Graf et al., 2015). Od svih zabeleZenih taksona
makrozoobentosa, navodi se da najve¢u abundancu ima grupa Amphipoda, a najve¢u biomasu
grupi Mollusca (Graf et al, 2015). Grupa Porifera se pominje kao deo zajednice
makrozoobentosa, bez detaljnijih informacija o broju vrsta, tako da je bilo tesSko porediti ove
podatke sa podacima naSeg istraZivanja.

Broj prikupljenih primeraka sundera u Savi bio je mali, kao i u Dunavu. Primerci su
pronadeni na lokalitetima u Hrvatskoj i u Srbiji, odnosno u srednjem i donjem toku reke Save.
Ovde Sava postaje tipicno ravniCarska reka koju odlikuje Sire korito, sporiji tok i pojava
muljevite podloge, Sto mogu biti faktori rasprostranjenja slatkovodnih sundera. Kao $to je veé
receno, na reci Savi sprovedeno je nekoliko medunarodnih istrazivanja, ali sunderi nikada
nisu bili u fokusu, poput situacije sa monitoringom Dunava, vec je njihovo prisustvo samo
konstatovano. U slovenackom delu sunderi nisu zabelezeni. U hrvatskom delu Save, na
lokalitetu kod Zupanje zabeleZene su tri vrste sundera, dok su na lokalitetima u Srbiji (svi u
zoni Beograda) bili retki. NajceS¢a vrsta bila je S. lacustris, praena sa E. fluviatilis, dok je vrsta
E. fragilis bila retka.

Grupa Porifera slabo je bila zastupljena i na ostalim ispitivanim lokalitetima u regionu.
Ova studija predstavlja pocetak (detaljnog) istraZivanja ove grupe organizama u Srbiji.
Slatkovodni sunderi predstavljaju relativno retku grupu organizama unutar zajednice vodenih
makrobeskitmenjaka. Njihova raznovrsnost je ograniCena na, za sada, Sest (pet u Srbiji)
opisanih vrsta, i abundanca je niska (pregledana vodna tela predstavljaju veliki procenat
vodenih ekosistema u Srbiji, te se mogu smatrati reprezentativnim). U 11 od 17 istrazivanih
reka prikupljeno je relativno malo primeraka sundera, a u tri od 11 jezera svega sedam
primeraka. U pet reka (Sava, Mlava, Beli Timok, Crni Timok i Porecka reka) nadena je samo po
jedna vrsta. U NiSavi, Velikoj Moravi i Juznoj Moravi pronadene su po dve vrste sundera. Samo
jedna ili dve vrste sundera u odredenom vodnom telu, nije retka pojava i zabeleZena je u slivu
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reke Ebro u Spaniji, gde su pronadene dve vrste, E. fluviatilis i E. fragilis (Oscoz et al., 2009), u
reci Temo (Sardinija, Italija) E. fluviatilis je jedina zabeleZena vrsta (Cubeddu et al., 1995;
Pronzato and Manconi, 1994), a E. fluviatilis je takode bio jedina zabeleZena vrsta u Rajni
sedamdesetih godina proslog veka (Conrath et al, 1977). U Kolubari i Zapadnoj Moravi
pronadene su su tri vrste, a sa najve¢im zabeleZenim diverzitetom bila je Tisa (lokalitet kod
KanjizZe) u kojoj su zabeleZene cetiri vrste sundera: E. fluviatilis, E. muelleri, S. lacustris i T.
horrida. U Drini, Ibru, Jadru, Peku, ZloSnici i Uvcu, sunderi nisu pronadeni.

Sunderi su bili slabo zastupljeni i u staja¢éim vodama koje su obuhvacene ovim
istrazivanjem. U svim jezerima u kojima su sunderi nadeni, kako u Srbiji, tako i u Severnoj
Makedoniji i Crnoj Gori, samo dve vrste su bile prisutne: E. fluviatilis i/ili S. Lacustris. U
ispitivanim jezerima sunderi su bili oskudni. Druge vrste nisu identifikovane u periodu kada je
vrSeno uzorkovanje. Prisustvo vrsta E. fluviatilis i S. lacustris sasvim je oCekivano. Izostale su
druge vrste koje su inace nadene u rekama Zapadnog Balkana i Panonske nizije tokom ove
studije. Imaju¢i u vidu (nekadasnje) bogatstvo severno makedonskih jezera endemskim
vrstama sundera, kao Sto su S. stankovici, E. carteri, S. prespensis i O. rotunda (Gilbert and
Hadzisce, 1984; Hadzisce, 1953), nalazi ovog istrazivanja za Severnu Makedoniju indikuju
smanjenje raznovrsnosti sundera, Sto ujedno moZe da bude polazna tacka za buduca
istrazivanja ove grupe organizama. Rezultati vezani za nalaZenje sundera u jezerima Evrope i
sveta uopste su veoma raznoliki. U Zenevskom jezeru pronadene su Cetiri vrste: S. lacustris, E.
fragilis, E. fluviatilis i E. muelleri, dok je u jezeru Neuchatel (Svajcarska), na jednom lokalitetu,
pored pomenute Cetiri vrste nadena i T. horrida (Manconi and Desqueyroux-Faundez, 1999).
U jezeru Bajkal (Rusija) zabeleZena je ekstremno velika raznovrsnost Porifera, sa 13 vrsta i
jednom podvrstom koja pripada endemskoj familiji Lubomirskiidae iz reda Cornacuspongida
(Maikova et al., 2017). Ne samo Sto je u pitanju veliki broj vrsta, ve¢ se radi i o velikoj biomasi,
jer ovi sunderi formiraju podvodne Sume u priobalnim delovima Bajkalskog jezera, Sto nije
slucaj u nasim krajevima (Pile et al., 1997). Jezero Kineret (Izrael) takode karakterise znacajna
raznovrsnost endemskih vrsta Malawispongiidae (Itskovich et al.,, 2013). Medutim, s druge
strane ima i jezera siromasnih sunderima, pa je tako S. lacustris jedina pronadena vrsta u
jezeru Sakligol u Turskoj (Altinsach et al., 2014). Ove nalaze treba uzimati s rezervom jer bi se
u daljim istraZivanjima na novim lokalitetima, moglo zabeleziti prisustvo drugih vrsta
sundera.

Tokom ovog istrazivanja sunderi su nacelno pokazali sklonost ka priobalnim zonama i
sporijoj vodenoj struji, ali u plitkim rekama pronadeni su i na mestima dalje od obala, u
sredini toka, bliZze matici. Uglavnhom su nalaZeni na relativno malim dubinama (1 do 2 m
dubine). ZabeleZeni su na delimi¢no potopljenom kamenju u plitkim brzacima, ali i na nesto
ve¢im dubinama u pojedinim jezerima. Bilo ih je kako na prirodnim, tako i na veStackim
supstratima Sto je u skladu sa nalazima drugih autora (Dréscher and Waringer, 2007;
Manconi and Pronzato, 2008, 1991; Schletterer and Eggers, 2006). Tipican supstrat na
istraZivanim lokalitetima u vodama Zapadnog Balkana i Panonske nizije €inilo je manje ili vece
kamenje, plutaju¢a debla ili korenje drveca, metalna burad splavova, i dr. Sunderi Cesto
obrastaju ljuSture skoljki koje za njih predstavljaju pogodnu podlogu.

U ovoj studiji sunderi nisu nalaZeni na peS¢anoj podlozi i u mulju, kao Sto navode drugi
autori (Frost, 1991). Takode nisu nadeni ni na glinenoj podlozi, kao Sto navode irski autori
(Lucey and Cocchiglia, 2014). U nekim studijama su nalaZeni na vrlo neobi¢im podlogama.
Tako je, na primer, E. muelleri zabeleZena na unutrasnjem Celi¢cnom zidu potopljenog kamiona
u jezeru Centralne Nebraske (SAD) (Paulsen and Hoback, 2011). Ustanovljeno je da
antropogene promene hidromorfologije vodnih tela, kao Sto su utvrdene obale i naperi, imaju
pozitivan uticaj na populacije sundera, jer stvaraju mikrohabitate sa sporijom strujom i
pruZzaju stabilan supstrat za rast sundera.
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S obzirom da je period godine u kom je vrSeno uzorkovanje bio adekvatan, slaba
zastupljenost sundera pripisuje se drugim faktorima, kao npr. tipu lokaliteta. Svi istrazeni
lokaliteti nisu imali podjednako povoljne uslove za Zivot i razvoj sundera. Pored
karakteristika vrsta, odsustvo odgovarajuceg supstrata, brz protok vode, visok ili nizak
vodostaj, nepovoljni fizicko-hemijski uslovi i druge karakteristike staniSta mogli su imati
uticaja na prisustvo odnosno odsustvo sundera na odredenom lokalitetu (Elexova and
Némethov3, 2003).

Fizicko hemijski parameri i distribucija sundera

Bez obzira na zanemarljive razlike u vrednostima razlic¢itih parametara zabeleZenih u
nasij studiji, moze se zakljuciti da su sunderi generalno pokazivali afinitet prema blago
alkalnoj i dobro oksigenisanoj vodi, kao i afinitet prema vis§im temperaturama (oko 20 stepeni
Celzijusa) i provodljivos¢u, srednjom koliCinom suspendovanih cestica, i neSto viSom
kolicinom Kkalcijuma i CO2. Rezultati ovog istrazivanja se ne razlikuju bitnije od rezultata
drugih studija koje su ukljucivale analizu fizicko-hemijskih karakteristika lentickih i lotickih
vodnih tela naseljenih sunderima. Tako Richelle-Maurer i saradnici navode vrednosti veoma
slicne naSim kada je re¢ o pH, njihovom konduktivitetu, temperaturi vode, rastvorenom
kiseoniku, silikatima belgijskih reka u kojima su pronadeni sunderi, (Richelle-Maurer et al.,
1994) Fizicko hemijski uslovi u Dunavu gde Droscher i Waringer nalaze sundere sli¢ni su
onima Kkoji su zabeleZeni tokom ove studije, u pogledu temperature vode, silikata,
konduktiviteta i pH (Droscher and Waringer, 2007). Ricciardi navodi sli¢ne fizicko-hemijske
podatke za reke i jezera Istocne Kanade u kojima su pronadene iste vrste sundera kao kod nas
(Ricciardi and Reiswig, 1993). Medutim, studija slatkovodnih sundera Konektikata (SAD)
pokazala je da vrste koje su detektovane i kod nas (S. lacustris, E. muelleri, E. fragilis) Zive u
vodama sa kiselim ili neutralnim pH i sa znatno niZim konduktivitetom nego Sto je zabeleZen
u naSim rekama (De Santo and Fell, 1996). Ovo upucuje na zaklju¢ak da kosmopolitske vrste
sundera karakteriSe velika mo¢ adaptacije, odnosno velika fizioloska plasti¢nost.

Zanimljivo je da je prilikom analize pritoka Save i Dunava nekoliko fizicko-hemijskih
parametara pokazalo statisticki znacajnu razliku u vrednostima izmedu reka sa sunderima i
reka u kojima sunderi nisu nadeni. To su: rastvoreni kiseonik, tvrdo¢a vode, bikarbonati,
konduktivitet, ukupne rastvorene soli i kalcijum. Iako su znacajne varijacije zabeleZene u
pogledu vecine fizickih i hemijskih karakteristika analiziranih reka, ¢ini se da samo nekoliko
parametara utice na distribuciju sundera. ZapaZeno je da je kalcijum jedinjenje koje pokazuje
najvecu statisti¢ki znacCajnu razliku izmedu reka u kojima su sunderi prisutni i onih u kojima
nisu, Sto je u skladu sa postoje¢im kako terenskim, tako i laboratorijskim istraZivanjima koja
ukazuju na znacajan uticaj koncentracije kalcijuma na rast, distribuciju i ekologiju Porifera
uopste (Belas et al., 1989; Francis et al., 1982; @kland and @kland, 1996). Ukupna tvrdoca
vode, koja je Cesto u korelaciji sa koncentracijom Kkalcijuma (@kland and @kland, 1996),
ocekivano je pokazala statisti¢ki znac¢ajne razlike u vodnim telima sa i bez sundera. Cini se i da
je prisustvo silikata takode pozitivno uticalo na diverzitet sundera, poSto se koncentracija
silikata izdvojila kao znacajan parametar u poredenju Tise, reke sa Cetiri vrste sundera i reka
bez sundera.

Poredenjem fizicko hemijskih parametra lokaliteta na Dunavu na kojima su nadeni
sunderi i onih na kojima nisu statisticki znacajnu razliku pokazala se jedino u slucaju
koncentracije CO2 dok su se u sli¢noj analizi za pritoke Save i Dunava izdvojili i drugi
parametri. Jedno od mogucih objasnjenja je da vrsti E. fluviatilis koja je najrasprostranjenija u
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Dunavu i ¢ini 80% svih zabeleZenih vrsta sundera, odgovara Siri spektar ekoloskih uslova.
PosSto je u pritokama pronaden veci broj vrsta, one zajedno, pokazuju vecu osetljivost na
pojedine faktore, pa otuda i veca znacajnost ustanovljenih razlika ispitivanih parametara.
Drugo moguce objasnjenje je da je ukupan broj lokaliteta koji su usli u analizu bio ve¢i kada se
radilo o pritokama, Sto je takode moglo da utice na rezultate.

Distribucija Porifera i zagadenost voda

Ovo istrazivanje predstavlja pokuSaj dovodenja u vezu distribucije Porifera sa
zagadenoS¢u reka, odnosno prisustvom sledeé¢ih materija: nitrata, ortofosfata, natrijuma,
hlorida, gvozda, mangana, cinka, bakra, olova, aluminijuma i Zive. Medutim, u Dunavu i u
pritokama Save i Dunava nijedan parametar se nije izdvojio kao znacajan. Samo je u Savi
mangan pokazao statisticki znacajnu razliku u koncentraciji poredenjem reka sa i bez
sundera. Treba naglasiti da je nivo antropogenog zagadenja u istraZivanoj oblasti relativno
visok i varijabilan duZ rec¢nih tokova (Antonijevic et al., 2014). Ipak, dozvoljene koncentracije
teskih metala najc¢e$c¢e nisu prekoracene. Cak i u industrijskim zonama, sa neadekvatnim
tretmanom otpadnih voda, vecina teSkih metala nije prekoracila interventne vrednosti
(Antonijevic et al., 2014). Ipak, u nesto kasnijoj studiji pokazano je da su u Dunavu prosec¢ne
godiSnje koncentracije Zive i kadmijuma premasivale standarde kvaliteta Zivotne sredine
(LAnnual Average Environmental Quality Standards“ - AA-EQS), odredene direktivom
Evropske komisije (,Directive 2008/105/EC“). Medutim ova studija takode isti¢e da druga
dva vaZzna zagadivaca, olovo i nikl, nisu premasivala dozvoljene vrednosti prema tada vaze¢im
standardima (,Direktive 2008/105/EC“) (Ferenc, 2014). Osim toga, pokazano je da sunderi
mogu opstati u relativno zagadenoj vodi kao Sto je to slucaj sa Savom i Dunavom. Richelle-
Maurer i saradnici su pokazali da vrste sundera koje su zabeleZene i u ovom istrazZivanju,
mogu da toleriSu Sirok dijapazon koncentracija aluminijuma, barijuma, kadmijuma, kobalta,
gvozda i magnezijuma. Medutim E fluviatilis i E fragilis ipak imaju usporen rast u vodama sa
visokom koncentracijom hroma, bakra, nikla, molibdena, olova i cinka, Sto nije slucaj sa E.
muelleri i S. lacustris (Richelle-Maurer et al., 1994).

Bez obzira na to Sto su sunderi nadeni i u rekama sa relativno visokim nivoom
zagadenja, pretpostavljamo da prisustvo zagadivaCa ima posledice na biologiju sundera,
izmedu ostalog, da uzrokuje malformacije spikula. Anomalije spikula su susretane kod
razli¢itih vrsta i na razli¢itim lokalitetima. U ovom istraZivanju, ucestalosti anomalija znatno
su se razlikovale, kako po lokalitetima tako i izmedu vrsta, negde i po dva reda veli¢ine. Mali
broj sakupljenih primeraka sundera, kao i ¢injenica da nisu sve vrste sundera bile prisutne na
istim lokalitetima, ogranicile su poredenje specifi¢cnih vrsta i njihovu sklonost ka aberantnoj
spikulogenezi u datoj Zivotnoj sredini. Najveci procenat anomalija naden je kod E. fragilis
(gotovo 10% spikula je bilo aberantno), dok je najniZi bio kod E. fluviatilis (samo 1%o).
Cinjenica da je vrsta E. fragilis imala 10 puta vi$e aberacija nego $to je zabeleZeno u proseku
kod drugih vrsta, sugeriSe da bi ova vrsta mogla biti osetljivija od ostalih na razli¢ite izvore
zagadenja.

Pokusali smo da utvrdimo najceS¢e anomalije koje se srecu kod zabeleZenih vrsta
Porifera u rekama Zapadnog Balkana i Panonske nizije i utvrdimo moguc¢nost postojanja veze
izmedu pojave anomalija i fizickih i hemijskih karakteristika vode. Interesantno je da su,
uprkos brojnim studijama koje su se bavile procesom geneze spikula i njenom regulacijom,
kako u morskim tako i u slatkovodnim sunderima, in vitro i in vivo (Cao et al., 2007; Imsiecke
et al.,, 1995; Miiller et al., 2009; Nakayama et al., 2015; Wang et al., 2011), informacije u vezi sa
pojavom anomalija spikula vrlo ograni¢ene. Nekoliko znacajnih radova pokrenulo je pitanje
anomalija spikula i njihove veze sa zagadenjem vode. Na primer, uoCene su nepravilnosti u
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spikulama Trochospongilla leidii (Bowerbank, 1863), koja raste u metalnim vodovodnim
cevima (Potts, 1887) i megasklerama E. fluviatilis, koja raste u vodi zagadenoj industrijskim
otpadom (Old, 1932). Neka terenska zapaZanja sugeriSu da su sunderi osetljivi na hemijsko
zagadenje (Harrison, 1974), dok druga istraZivanja nisu uspela da pronadu jasnu vezu izmedu
malformacija spikula i specificnih uzroc¢nika (Penney and Racek, 1968). U izveStaju o
sunderima iz jezera Illopango, El Salvador, velika ucestalost spikula sa zadebljalim
globularnim strukturama, opisana je kod vrste Spongilla alba Carter, 1849, a njihovo
pojavljivanje povezano je sa visokim koncentracijama arsena (Belas et al., 1989; Poirrier and
Trabanino, 1989). Ovakve strukture zabeleZene su u velikom broju kod vrste E. fragilis i u
ovom istrazivanju. Zanimljivo je da su gemulosklere E. fluviatilis iz istog jezera bile bez
malformacija. U studiji (Richelle et al., 1995) pokazano je da su na vrstu E. fluviatilis uticali
kadmijum (Cd) i Ziva (Hg), i da relativno niske Kkoncentracije metala mogu izazvati
malformacije u spikulama. U ovoj studiji sunderi su veStacki uzgajani u odabranim delovima
reka koje karakteriSu razlicite vrste zagadenja.

Postoje razlicite studije koje se eksperimentalno bave mehanizmima spikulogeneze i
Holvoet i Van de Vyver su pokazali veliki uticaj koncentracije silikata na formiranje spikula E.
fluviatilis, pre svega na njihovu brojnost (Holvoet and Van de Vyver, 1986). Broj spikula bio je
uvek obrnuto proporcionalan koncentraciji silikata, bilo da su sunderi uzgajani u standardnim
uslovima u medijumu bogatom mineralima, bilo da su drZani u medijumu sa hidroksiureom,
inhibitorom formiranja filtracionog sistema, ili pak u medijumu sa puromicinom, koji remeti
formiranje trodimenzionalne mreZe. Ipak, u toj studiji nije bilo osvrta na mogudi uticaj na
morfologiju spikula (Van De Vyver et al., 1990). U studiji Nakaiama i sar. (Nakayama et al.,
2015), detaljno je opisan sloZeni proces formiranja i pozicioniranja spikula, koji ukljucuje
aktivnost razlicitih klasa ¢elija kod E. fluviatilis, ali i u ovom slucaju razmatrana je iskljucivo
normalna morfogeneza, bez pominjanja aberantne morfogeneze. U celini posmatrano, malo je
radova u kojima se pominju i opisuju razli¢iti tipovi anomalija spikula. Jedna od retkih je
studija Richelle-Maurer i saradnika u kojoj se pominju anomalije slicne onima koje su
pomenute u ovom radu, kao Sto su spikule sa proSirenjima, spikule sa bifurkacijama i spikule
sa trnovima (Richelle-Maurer et al., 1994). Pomenuti autori dovode pojavu anomalija u vezu
sa zagadenjem bilo iz domacinstava, ili industrijskim.

Genetska studija

Molekularne metode u ovom radu su omogucile, na prvom mestu, proveru nalaza
dobijenih morfoloskim analizama, odnosno povecale su pouzdanost identifikacije i tako
omogucile potvrdu odredene vrste. Pored toga, pruZile su izvestan uvid i u filogeniju
ispitivanih vrsta. Treba napomenuti da ove metode imaju svoja ograniCenja. Naime, mogu da
se jave teSkoce prilikom izolacije DNK, kao na primer da prinos DNK bude nedovoljan, ili da se
javi kontaminacija poreklom od simbiotskih organizama. Takode, ukoliko je sunder cuvan u
formalinu, Cesta je i fragmentacija DNK, Sto za posledicu ima oteZanu reakciju amplifikacije
Zeljenog gena (Andjus et al., 2017). Osim toga, problem moZe predstavljati i odabir gena, jer su
se pojedini lokusi pokazali nedovoljno informativnim (Hooper and Van Soest, 2002).

Genetska analiza sundera bila je u skladu sa njihovom morfoloSkom analizom, a 28S
sekvence dobijene u nasem istrazivanju uglavnom su bile u skladu sa sekvencama objavljenim
od strane drugih grupa (Roovere et al., 2006). Regioni DNK molekula koji se najceSc¢e koriste
za ovu vrstu ispitivanja kod sundera su: 18S i 28S rDNK (geni za ribozomske RNK male,
odnosno velike subjedinice ribozoma), COI mtDNK (citohrom oksidaza subjedinica I
mitohondrijalne DNK) i ITS2 (“Internal trancribed spacer”) region (Addis and Peterson,
2005). Zbog spore stope evolucije, visoko konzervativna 18S rDNK najpodesnija je za analize
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sundera na nivou klase i reda (Borchiellini et al., 2004; Manuel et al., 2002). Nasuprot tome,
COI mitohondrijska DNK kod mnogih grupa Zivotinja evoluira dovoljno brzo da omogucava
razlikovanje blisko srodnih vrsta (Addis and Peterson, 2005). Medutim, kod sundera je ovaj
2002; Nichols, 2005). ITS2 rDNK ima brzu stopu evolucije (Addis and Peterson, 2005) i
koriS¢ena je za raSclanjivanje srodnih rodova i vrsta (Worheide et al., 2004), kao i populacija
(Duran et al., 2004). Prethodne studije pokazale su da je za identifikaciju sundera na nivou
vrste veoma podesna analiza dela sekvence gena za 28S ribozomsku RNK nizvodno od 1.060-
og nukleotida, za koju smo se i mi opredelili, jer sadrzi idealan odnos konzervativnih i
varijabilnih segmenata (Lopp et al., 2007; Roovere et al.,, 2006). U pitanju je sekvenca od 340
baznih parova, sa visoko o¢uvanim regionom od oko 150 baznih parova. Ova sekvenca od 340
baznih parova posluZila je i za osnovnu filogenetsku analizu. U okviru najzastupljenije vrste
na ovom podrudju, E. fluviatilis, utvrdena su tri razlic¢ita haplotipa. Od toga dva nova haplotipa,
i to po jedan u Savi kod Zupanje i Dunavu kod Rama, dok je treéi haplotip zajednic¢ki za sve
preostale primerke. NajceS¢i haplotip je podudaran sa prethodno publikovanim sekvencama
iz Italije (EF591285), Izraela (JN116226/7/8) i Estonije (DQ454152). Primerci vrste E.
muelleri iz obe reke u kojima su nadeni imali su isti haplotip, koji je bio u saglasnosti sa
haplotipom iz Estonije (DQ454153). Vrsta S. lacustris zabeleZena u ve¢em broju istrazivanih
vodotokova predstavljena je samo jednim haplotipom, koji je bio potpuno identican sa
sekvencom iz Estonije (DQ454154). Vrsta E. fragilis bila je predstavljena takode jednim
haplotipom, koji se razlikovao od jedine ranije registrovane 28S parcijalne sekvence E. fragilis
(99,34% slicnosti sa sunderom iz Estonije) za dva bazna para (Lopp et al., 2007). Za vrstu T.
horrida trenutno postoji samo nasa sekvenca ovog domena. U skladu sa rezultatima dobijenim
ispitivanjem sekvenci mozemo zakljuciti da dati 28S rDNK domen nije dovoljno varijabilan, ili
je previSe kratak, da bi omogucéio precizniju analizu intraspecijske raznolikosti. U buduc¢im
istrazivanjima bilo bi poZeljno koristiti dodatne markere kao $to su ITS1, ITS2, i COI zajedno
sa D3 domenom 28S rDNK (Itskovich et al,, 2013).

Tokom ovog istrazivanja zabeleZen je mali broj vrsta Porifera, a njihova abundanca i
frekventnost nalaza bile su niske na ispitivanom podrucju. Iako je abundanca sundera bila
izrazito niska, ipak smo uspeli da od Sest vrsta koje su zabeleZene u Centralnoj Evropi i koje su
Siroko rasprostranjene u citavoj Evropi i vecem delu sveta (Dréscher and Waringer, 2007;
Manconi and Pronzato, 2015; Pronzato and Manconi, 2001), potvrdimo prisustvo njih pet u
lentickim i lotiCkim staniStima ispitivanih vodenih ekosistema Zapadnog Balkana i Panonske
nizije. Tri najceSce vrste bile su E. fluviatilis, S. lacustris i E. muelleri, dok su dve najrede vrste
bile T. horrida i E. fragilis.

Dalja istraZivanja ovog nedovoljno ispitanog podrucija svakako se namecu i treba ih
nastaviti. Medutim, neophodno je prilagodavanje metoda uzorkovanja specificnostima
Porifera s obzirom da se klasi¢tnim naCinom uzorkovanja makrozoobentosa ne dobijaju
zadovoljavajucdi rezultati.

S obzirom na sesilan nacin Zivota, kao i ¢injenicu da mogu opstati u vodama razli¢itog
stepena zagadenja i u raznovrsnim staniStima, predstavnici grupe Porifera mogli bi
predstavljati korisne bioindikatore kvaliteta vode. Preko odredivanja vrste i broja anomalija u
gradi njihovog mineralnog skeleta, sunderi bi mogli na¢i primenu i u proceni koli¢ine teSkih
metala u vodnim telima. Pored toga, slatkovodni sunderi, za razliku od njihovih morskih
srodnika, ostaju joS uvek velika nepoznanica u pogledu bioaktivnih jedinjenja koja produkuju,
pa bi buduca istrazivanja vredelo usmeriti i u tom pravcu. Iz svega navedenog proisti¢e da
podaci dobijeni ispitivanjem ove zanimljive grupe organizama mogu imati, pored
fundamentalnog, i veliki aplikativni znacaj.
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Grupa Porifera zahteva detaljan i ciljani monitoring specifi¢nih stanista.

Slatkovodni sunderi su slabo istraZena grupa, kako u okviru ispitivanog podrucja (ceo
tok reke Dunav, Zapadni Balkan i Panonska nizija), tako i globalno i ovaj rad
predstavlja doprinos poznavanju ove grupe organizama.

Diverzitet sundera je bio ocCekivan za ovaj deo evropskog kontinenta, s obzirom da je
pronadeno pet od do sada opisanih Sest vrsta koje naseljavaju Centralnu Evropu.

Pet pronadenih vrsta, po opadajucoj zastupljenosti (iako su postojale male varijacije u
zavisnosti od regiona), su sledece: E. fluviatilis S. lacustris, E. muelleri, T. horrida i E.
fragilis.

Genetska analiza je otkrila prisustvo nekoliko novih haplotipova.

Vodna tela Zapadnog Balkana i Panonske nizije karakteriSe niska ucestalostnalaza
Porifera - sunderi su nadeni na svega jednoj ¢etvrtini ispitanih lokaliteta.

Abundanca Porifera u ispitanom regionu je takode bila niska.

Niska ucestalost i mala gustina populacija sundera na ispitivanom podrucju odraz su
karakteristika vrsta i uslova stanista.

Prema naSim rezultatima, na distribuciju slatkovodnih sundera uticu sledeci
parametri: rastvoreni kiseonik, tvrdo¢a vode, bikarbonati, elektri¢cna provodljivost,
ukupne rastvorene soli, kalcijum i silikati.

Porifera su zabeleZeni u vrlo varijabilnim sredinskim uslovima, Sto ukazuje na visoku
ekolosku plasti¢nost identifikovanih vrsta.

S obzirom na sesilan nacin Zivota, Siroko geografsko rasprostranjenje zabeleZenih
vrsta, kao i Cinjenicu da mogu opstati u vodama razli¢itog stepena zagadenja i u
raznovrsnim staniStima, predstavnici grupe Porifera mogli bi predstavljati korisne
bioindikatore kvaliteta vode i neophodna su dodatna ispitivanja u ovom pravcu.
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8 W3jaBa o ayTopcTBY

Mme n npesnme aytopa

bpoj nugekca

UsjaBrbyjem

[Ja je QOKTOpCKa aucepTaumja nog HacnoBoMm

e pe3yntaTt ConcTtBeHOr NCTpaXXmMBa4dkor paaa,

e [a OoucepTauuja y UEeNVHU HU Yy OenoBMMa Huje Guna npeanoxeHa 3a cTuuakwe apyre
AvnrnomMe npema cTyamjckum nporpammmMa Opyrmx BUCOKOLLKOSCKUX YCTAHOBA;

e [a Ccy pe3ynTaTu KOPEKTHO HaBEAEHM U
e [la HMCaM KpLuMo/Na ayTopcka npaBa U KOPUCTUO/Na UHTENEKTyarnHy CBOjUHY APYrvX nvua.

Motnuc aytopa

Y beorpagay,




9 WsjaBa 0 UCTOBETHOCTM LUTaMMNaHe U eNIeKTPOHCKe Bep3uje
AOKTOPCKOr paga

Mme u npesnme aytopa

Bbpoj nugekca

CTtyamjcku nporpam

Hacnos paga

MeHTOp

MsjaBrbyjemM ga je wrtamnaHa Bepanja MOr JOKTOPCKOr paja UCTOBETHA eNeKTPOHCKOj BEP3UjU KOjy
cam npefao/na pagu noxpaweHa y iurutanHom penosutopujymy YHusepauteta y beorpanay.

[osBorbaBam ga ce objaBe Moju NUYHM Nogauu Be3aHu 3a Aobujate akagemckor HasvBa AOKTopa
HayKa, kKao LUTO Cy MMe 1 npe3nMe, rogrMHa u mecTto pohierwa n gatym ogbpaHe paaa.

OBu nnyHM nogaum mory ce o6jaBUTU Ha MPEXHWM CTpaHuuama aurutanHe 6ubnuoteke, y
€NeKTPOHCKOM KaTanory u y nyénukaumnjama YHueepauteTa y beorpaay.

Motnuc aytopa

Y Beorpagy,




10 WsjaBa o Kopuwhekwy

Osnawhyjem YHuBepautetcky 6ubnuoteky ,Ceetosap Mapkosuh® ga y urutanHm penosnTopujym
YHuBepauteTta y beorpagy yHece Mojy OKTOPCKY AncepTtauujy nof HacnoBoM:

Koja je Moje ayTopcKo aerno.

OucepTauujy ca cBuM npunosvma npegao/na cam y enieKTpoHCKOM chopmaTy NorogHOM 3a TpajHo
apxusupatbe.

Mojy OOKTOpCKy AucepTauujy noxpaweHy Yy [HOurntanHom penosutopujymy YHuBepsuTeta y
Beorpagy v pocTynHy y OTBOPEHOM NPUCTYNy MOry [a KOpucTe CBWU KOjU MoLwTyjy oapenbe
cagpxaHe y ogabpaHom Tuny nuueHue KpeatmeHe 3ajegHuue (Creative Commons) 3a kojy cam ce
oany4yuno/na.

1. Aytopctso (CC BY)

2. AytopcTBo — HekomepuujanHo (CC BY-NC)

3. AytopcTBO — HekomepumjanHo — 6e3 npepaga (CC BY-NC-ND)

4. AyTopcTBO — HekomepuwmjanHo — genutu nog uctum ycnosmma (CC BY-NC-SA)
5. AytopcTtBo — 6e3 npepaga (CC BY-ND)

6. AytopctBo — genutu nog nctum ycrnosuma (CC BY-SA)

(Monumo fa 3aoKpyXute camo jefHy o WeCT NoHyheHnxX nuueHuu.
KpaTak onuc nuueHum je cactaBHM A0 OBE M3jaBe).

MoTnuc aytopa

Y Beorpagy,




1. AytopcTtBO. [lo3BOrbaBaTe YMHOXaBawe, OUCTPUOYLMjy M jaBHO caonliTaBakwe Aena, U
npepage, ako ce HaBede UMe ayTopa Ha HauuvH ofpefeH of CcTpaHe ayTtopa unv gasaoua
nuueHue, 4Yak n y komepumjanHe cepxe. OBo je HajcnoboaHuja o4 CBUX NULEHLN.

2. AyTtopctBO - HekomepuujanHo. [lo3BorbaBaTte YMHOXaBawe, AUCTPUBYUMj)y U jaBHO
caonwTaBawe gerna, u npepage, ako ce HaBeAe MMe ayTopa Ha HauuH ogpefneH of cTpaHe ayTopa
unu gasaoua nuueHue. Oa nvueHLa He J03BOMbaBa KoMmepuujanHy ynotpeby gena.

3. AyTopcTBO — HeKkoMepuujanHo — 6e3 npepapa. [lo3BosrbaBate yMHOXaBake, AUCTPUMOyLnjy 1
jaBHO caonwTaBake gena, 6e3 npomeHa, npeobnukoBara nnu ynotpebe gena y cBom geny, ako
Ce HaBee MMe ayTopa Ha HadvH ogpeheH o4 cTpaHe aytopa wunu gasaoua nuueHue. Osa
nMuUeHua He Jo3BorbaBa koMepuujandy ynotpeby gena. Y ogHOCY Ha CBe ocTarle fMueHLe, OBOM
NMUEHUOM ce orpaHuyaBa Hajsehu obum npaea kopuwhera gena.

4. AyTOopcTBO — HeKoMepuuvjanHO — [enuTu noa WUCTUM  ycrnoBuma. [lo3BorbaBaTe
YMHOXaBare, AucTpubyLmjy 1 jaBHo caonwitaBawe Aena, n npepage, ako ce HaBefe MMme aytopa
Ha Ha4yuH ogpeheH oa cTpaHe ayTopa Uy AaBaola N1UEHLEe 1 ako ce npepaga guctpubympa nog,
UcToM Mnu cnuyHom nuueHuom. OBa nuvueHua He 403BOrbaBa KomepuwujanHy ynotpeby gena u

npepaga.

5. AyTopcTBO — 6€3 npepaga. [lo3sorbaBate yMHOXaBawe, ANCTPMOYLNjy U jaBHO caomnllTaBawe
aena, 6e3 npomeHa, npeobnukoBawa unu ynotpebe gerna y CBOM Aeny, ako Ce HaBede ume
ayTopa Ha HaudvH ogpeheH oA cTpaHe ayTopa unu gasaoua nuueHue. OBa nvueHua 0o03BOIbaBa
KomepumjanHy ynotpeby gena.

6. AyTOpCcTBO — AenUTU noa UCTUM ycnoBuma. [lo3BorbaBaTe YMHOXaBakbe, OUCTpubyumjy u
jaBHO caonwiTaBakwe Aena, u npepage, ako ce HaBefe MMe aytopa Ha HauuH ogpeheH of cTpaHe
ayTopa unu paBaoua nuueHue M ako ce npepaga Avctpubympa nog MCTOM WU CAMYHOM
nnueHuoMm. OBa nuueHUa A03BOSbaBa koMmepuujanHy ynotpeby gena v npepaga. CnudHa je
coPTBEPCKUM N1LIEHL,aMa, OQHOCHO NULEHLamMa OTBOPEHOr Koaa.



