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SANTRUMPOS

AChE — acetilcholinesterazé

AF — alkilfenoliai

BP — lastelés su branduolio pumpurais

BP; — lastelés su branduolio pumpurais, kurie nukleoplazmine jungtimi
susijunge su branduoliu

DB — dvibranduolés lastelés

DNR - deoksiribonukleortigstis

EROD - 7-etoksirezorufino O-deetilazé

FA — fragmentuotos-apoptozinés lastelés

GST — glutationo S-transferazé

GV — gamybiniai vandenys

LMS — lizosomy membrany stabilumas

MB — mikrobranduoliai

MFO — misriy funkcijy oksidazés

MT — metalotioneinai

NADPH - nikotinamido adenino dinukleotido fosfatas
PAA — policikliniai aromatiniai angliavandeniliai
PCB — polichlorinti bifenilai

ppb — viena bilijoniné dalis (ppb) 10~

ppm — viena milijonin¢ dalis (ppm) 10~

SCM - seseriniy chromatidZiy mainai

7N — 7aliaviné nafta



[VADAS

Nepaisant naujuy technologiju idiegimo intensyviai besivystancioje naftos
pramongje, i vandens ekosistemas vis dar patenka dideli kiekiai zaliavinés
naftos bei naftos iSgavimo technologiniy procesy metu susidaranéiy terSaly,
savo sudétyje turinciu jvairy spektra organiniy riigs¢iy, angliavandeniliy,
fenoliy, sunkiyjy metaly, sulfatiniy ir azoto junginiy, radionuklidy. Vien 2007
metais | jiiring aplinka pateko apie 20000 tony gavybos metu iSgaunamos
naftos (GESAMP, 2007), o i Siaurés jiira Norvegijos teritorijoje buvo isleista
apie 162 milijonai m® gamybinio vandens (OLF, 2008).

Daugelis naftos pramonés terSaly pasizymi genotoksiniu vandens
organizmams poveikiu. TarSos agentams sgveikaujant su organizmy genetine
medziaga formuojasi jvairlis pazeidimai, kurie daznai yra negriZtami,
paveldimi ir gali itakoti populiaciju ir genetinés jvairovés struktiirinius
pokycius (Johnsen et al., 2000; Belfiore et al., 2001; Jha, 2004). Norint jvertinti
aplinkos terSaly neigiama poveiki vandens ekosistemoms in sifu pastaraisiais
metais vis dazniau taikoma vandens organizmy laikymo varzose technika
(Bolognesi et al., 2004; Aarab et al., 2008; Bocchetti et al., 2008; Klobucar et
al., 2008). Vertinat genotoksinj naftos tarSos poveiki hidrobiontams gan daznai
naudojama mikrobranduoliy bei kity branduolio pazaidy analizé, kurios
rezultatai koreliuoja ir su kitais biologiniais Zymenimis (Lehtonen et al., 2006).
Literatiiroje yra duomenuy apie naftos tarSos indukuota genetini poveiki
vandens organizmams gyvenantiems naftos platformy aplinkoje ar po naftos
avariniy issiliejimy (BarSiené, 2002; Bolognesi et al., 2004, 2006a; Laffon et
al., 2006; Barsiené et al., 2006a; Hylland et al., 2008; Rybakovas et al., 2009).

Naftos pramonés terSalai yra sudaryti i§ jvariy skirtingomis cheminémis
savybémis pasizyminciy junginiy ir aplinkoje pasklid¢ kompleksiniy miSiniy
pavidalu. Norint jvertinti atskiry naftos komponenty zalinga poveiki
organizmams tikslinga atlikti eksperimentinius tyrimus. Siame darbe
analizuojant naftos pramonés terSaly genotoksini ir citotoksini poveiki,

mikrobranduoliy bei kity branduolio pazaidy susiformavimas buvo nagrinétas



vandens organizmuose po poveikio i§ jvairiy jiriniy platformy iSgaunama
zaliavine nafta, skirtingais gamybiniy vandeny atskiedimais, ivairiy
poliaromatiniy angliavandeniliy ir alkilfenoliy bei sunkiyjy metaly misiniais
laboratorinémis salygomis. Ivertintas Siaurés jiroje esanéiy Statfjord B ir
Ekofisk naftos platformy aplinkos genotoksiSkumas ir citotoksiSkumas in situ.
Siuose tyrimuose nagrinéty citogenetiniy paZaidy analizé yra jautrus ir
informatyvus metodas vertinant biologini aplinkos terSaly poveiki vandens
organizmy lastelése, tiek lauko, tiek ir laboratorinémis salygomis (Dixon et al.,

2002).

Darbo tikslas ir uZdaviniai:

Pagrindinis Sio darbo tikslas — istirti skirtingose naftos platformose
iSgaunamos Zaliavinés naftos bei naftos i§gavimo technologiniuose procesuose
1 aplinka patenkanciy terSaly genotoksini ir citotoksini poveiki zuvy ir

moliusky lastelése.

Darbo uZdaviniai:

e Taikant aktyvaus monitoringo principus Siaurés jiiros naftos platformy
aplinkoje bei Karmsund fjordy sistemoje nustatyti genotoksiniy (pagal
mikrobranduoliy ir branduolio pumpury daznius) ir citotoksiniy (pagal
fragmentuoty-apoptoziniy ir dvibranduoliy lasteliy daznius) pazaidu
lygi valgomuju midiju (Mytilus edulis) Ziauny lastelése ir Atlantiniy
menkiy (Gadus morhua) eritrocituose.

e Eksperimentiniy tyrimy pagalba nustatyti jvairiose Siaurés ir Barenco
jury naftos platformose, taip pat Lietuvos Minijos naftos grezinyje
iSgaunamos zaliavinés naftos indukuota branduolio pazaidy lygi
skirtingose zuvy ir moliusky rsyse.

e Nustatyti pagrindiniy naftos pramonés terSaly genotoksinio ir
citotoksinio poveikio ypatumus moliuskuose ir Zuvyse.

e [vertinti naftos pramonés terSaly genotoksiniy ir citotoksiniy efekty

pobitdi skirtinguose Zuvy audiniuose.



Darbo naujumas:

Pirma karta kompleksiskai derinant lauko ir laboratorines salygas buvo

vertintas naftos pramonés terSaly genotoksinis ir citotoksinis poveikis jvairiy

zuvy ir moliusky lastelése. Aplinkos genotoksiSkumas nagrinétas pagal

mikrobranduoliy (MB) ir branduolio pumpury (BP) susiformavima, o aplinkos

citotoksiSkumas buvo tiriamas nustatant fragmentuoty-apoptoziniy (FA) ir

dvibranduoliy (DB) lasteliy daznius midiju Mytilus edulis ziauny ir

hemolimfos lastelése, bei jvairiu zuvy riiSiy kraujo, kepenuy ir inksty

eritrocituose. Atliekant Siuos tyrimus pirma karta nustatyta:

Genotoksinis ir citotoksinis Siaurés jaros Statfjord B ir Ekofisk naftos
platformy bei Karmsund fjordy tarSos poveikis midijoms ir Atlantinéms
menkéms in situ taikant aktyvaus monitoringo principus;
Mikrobranduoliy indukcijos midiju Mytilus edulis ziauny lastelése
ypatumai, atsirandantys laikant $iuos dvigeldZius moliuskus Siaurés
juros Statfjord B naftos platformos isleidziamy gamybiniy vandeny
itakos zonose;

Genotoksinis ir citotoksinis skirtingose Siaurés jiiros naftos platformose
iSgaunamos zaliavinés naftos poveikio nustatymas zuvims ir
moliuskams vykdant eksperimentinius tyrimus;

Branduolio pazaidy susiformavimo tendencijos veikiant paprastuosius
otus (Scophthalmus maximus) Barenco jlroje iSgaunama arktine
zaliavine nafta;

Mikroorganizmy itaka genotoksinio ir citotoksinio poveikio
susidarymui midiju ziauny lastelése;

Genotoksinis ir citotoksinis Siaurés jaros Oseberg C naftos platformoje
produkuojamo gamybinio vandens, Zaliavinés naftos, ivairiy alkilfenoliy
koncentracijuy, alkilfenoliy ir poliaromatiniy angliavandeniliy miSinio
poveikis zuvims laboratorinémis salygomis;

Tarprii$iniai genotoksinio ir citotoksinio poveikio ypatumai midijose,

otuose, menkése bei antinése geldenése (Anodonta anatina) ir



paprastuose europiniuose eSeriuose (Perca fluviatilis) veikiant Zaliavine
nafta;

e Genotoksinio ir citotoksinio naftos terSaly poveikio ypatumai
skirtinguose jiiriniy Zuvy audiniuose;

e Modeliniy sunkiyjy metaly misiniy genotoksinis ir citoksinis poveikis

vaivorykstiniams upétakiams (Oncorhynchus mykiss).

Moksliné ir praktiné tyrimy reikSmé:

Sio darbo tyrimy rezultatai suteikia esminés informacijos apie Siaurés jiiroje
veikianCiy naftos platformy (Statfjord B ir Ekofisk) bei Karmsund fjordy
zonoje iSleidziamy terSaly genotoksini ir citotoksini poveiki midijoms ir
Atlantinéms menkéms in situ. Eksperimentinémis salygomis nustatyti Siaurés
ir Barenco jiirose bei Minijos gr¢zinyje iSgaunamos zaliavinés naftos bei kity
pagrindiniu naftos pramonés tarSos agenty genotoksinio ir citotoksinio
poveikio désningumai jvairiy moliusky ir Zuvy lastelése. Nustatyta
priklausomybé nuo Zaliavinés naftos poveikio laiko, koncentracijos, organizmuy
rusies bei audinio. Moliusky lastelése nustatytas susiformavusiy branduolio
pazaidy lygis buvo kelis kartus auksStesnis negu tirty zuvy lastelése. Gauti
tyrimu rezultatai parodé, kad moliuskai yra jautresni naftos pramonés
iSleidziamy ir genotoksinémis savybémis pasizyminciy terSaly poveikiui, o M.
edulis turéty biiti naudojama kaip bioindikatoriné riiSis vykdant naftos
platformy tar§os monitoringa. Siame darbe naudoti terialy genotoksiskuma ir
citotoksiskuma apibidinantys parametrai yra tinkami jvertinant naftos
pramonés terSaly (poliaromatiniy angliavandeniliy, alkilfenoliy, sunkiyju
metaly) aneugeninius ir klastogeninius efektus hidrobionty lastelése.
Dalyvaujant jvairiose Norvegijos mokslo tarybos ir naftos kompaniju
uzsakomuosiuose projektuose gauti duomenys apie Siaurés ir Barenco jiiros
naftos platformose iSmetamy terSaly genotoksini ir citotoksini poveiki buvo
naudojami kaip pagrindas aplinkos tarSos ekologinés rizikos vertinimui, naftos
platformy technologiniy procesy tobulinimui. Darbe apraSyti metodai gali buti

sékmingai naudojami kaip ankstyvieji bioZymenys ijvairiy avarijy (naftos,



kenksminguy cheminiy junginiy iSsipylimo atvejais) poveikio aplinkai
vertinimuose. Be to, atlikti eksperimentiniai naftos pramonés tarSos genetiniy
pasekmiy jvertinimai turi didele reik§me tiek nustatant jvairiy tarSos
komponenty geneting rizika jiiriniy naftos platformy zonose, tiek iSrysSkinant
tarSos citogenetinio poveikio svarba bei naftos tarSos genotoksiSkumo
désningumus gamtoje. Prakting Sio darbo reikSme sudaro ir tai, kad apraSyta
mikroorganizmy infekcijos itaka genotoksiskumo ir citotoksiskumo
susiformavimui, kas parodo biitinybg vertinti biologiniu stresoriy efektus

vykdant eksperimentinius bei ekotoksikologinius in sifu tyrimus.

Ginamieji teiginiai:

e Mikrobranduoliy ir kity branduolio pazaidy tyrimo metodai gali biiti
taikomi aktyvaus aplinkos monitoringo programose vertinant
genotoksinj ir citotoksinj tarSos poveiki vandens organizmams in sifu
bei nustatant eko-genotoksikologing rizika juriniy naftos platformy
Zonose.

o Skirtingose Siaurés ir Barenco jiiry naftos platformose iSgaunama
zaliaviné nafta, taip pat kiti technologiniuose procesuose susidarantys
terSalai pasizymi genotoksinémis ir citotoksinémis savybémis.

e Genotoksinis ir citotoksinis Zaliavinés naftos poveikis priklauso nuo
koncentracijos, poveikio laiko, tyrimuose naudojamy bioindikatoriniy
organizmy riiSies bei tiriamo audinio.

e Moliuskai Zymiai jautriau nei zuvys atspindi genotoksiniy ir citotoksiniy
naftos platformose technogeniniy procesy metu susidaranciy terSaly bei

zaliavinés naftos poveiki.

Darbo aprobavimas ir publikacijos:

Sio darbo rezultatai paskelbti 9 straipsniuose Lietuvos ir uZsienio
moksliniuose recenzuojamuose zurnaluose. Disertacijos tema skaityta 10
praneSimy, regioninése ir tarptautinése konferencijose bei simpoziumuose: 7-

ojoje Lietuvos jaunuyjuy hidroekologu konferencijoje ,,Vandens ekosistemy
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ivairové, funkcionavimas ir kaita® (Anyksciai, 2005), 3-ojoje tarptautinéje
konferencijoje ,,Metalai aplinkoje” (Vilnius, 2006), 2-oje regioningje
konferencijoje ,,Baltijos jliros regiono vandens ekosistemuy biojvairové ir
funkcionavimas* (Klaipéda, 2006), Pasaulio malakologijos kongrese
(Antverpenas, 2007), ICES kasmetinéje mokslinéje konferencijoje (Helsinkis,
2007), 10-ojoje Lietuvos jaunyju hidroekology konferencijoje ,,Vandens
ekosistemy ivairové, funkcionavimas ir kaita® (Molétai, 2007), mokslingje —
praktin¢je konferencijoje ,Jiiros ir kranty tyrimai“ (Palanga, 2008);
tarptautiniame seminare ,,Rizikos analizé ir aplinkosauga Baltijos juros
regione” (Vilnius, 2008), tarptautiniame jiirose paskandinty cheminiy ginkly
problemai skirtame seminare ,,Perspektyvos ir tarptautinis bendradarbiavimas
(Vilnius, 2008), Jungtinés Baltijos jiiros moksliniy tyrimy programos

“BONUS” metinéje konferencijoje (Vilnius, 2010).

Darbo apimtis ir struktura:

Disertacija sudaro: [vadas, Literatiiros apzvalga, Medziaga ir metodai,
Tyrimy rezultatai, Rezultaty aptarimas, ISvados, Literatiiros $altiniy sarasas,
Disertacijos tema paskelbtu mokslo darbu sarasas. Diseratacijos apimtis — 172

puslapiai, 10 lenteliy ir 23 paveikslai. Disertacija parasyta lietuviy kalba.

11



1. LITERATUROS APZVALGA

1.1. Vandens ekosistemy tarsa naftos junginiais

Aplinkos tarSa — viena i§ opiausiy Siy dieny gamtosauginiy problemuy, o
tarSa pasaulio hidrosistemose yra viena i§ aktualiausiy antropogeninés veiklos
pasekmiy. TarSos Saltiniy rii§ys yra jvairios, tadiau viena itin aktuali — tai
aplinkos tarSa naftos produktais. TarSos kilmée labai jvairi — iSaugusios naftos ir
dujy gavybos apimtys jiirose, intensyvejantis vandens transportas, rizikingai
gabenami vis didesni zaliavinés naftos kiekiai, per vélai arba nefunkcionaliai
pasibaiggs naftos iSsipylimo avariju likvidavimas (Fernandez-Alvarez et al.,
2006; Laffon et al., 2006). Dalis naftos produkty i juras patenka i§ sausumos
(pramonés imoniy bei transporto priemoniy).

Vandenyje atsidur¢ naftos produktai, esant salygoms, gali greitai pasklisti
nuo tarSos Saltinio ar avarijos vietos dideliu atstumu. Tai tik apsunkina naftos
avariju sukeltos tarSos likvidavima bei praplefia jvairiy, naftos sudétyje
esan¢iy cheminiy junginiy poveikio zona.

Nafta pasizymi didele sudedamyjy daliy jvairove, dominuojantis
komponentas — angliavandeniliniai junginiai (iki 98%). Naftos fizikinés
savybés bei tirpumas vandenyje priklauso nuo cheminés jos sudéties. Tai nuo
geltonos iki juodos spalvos, tirStas, degus ir skystas angliavandeniliy miSinys.
Sudarytas i§ 5 rusiy komponenty: so¢iyju acikliniy angliavandeniliy (parafiny),
cikliniy angliavandeniliy (cikloalkany), alifatiniy (alkeny) ir aromatiniy
angliavandeniliy, sunkiyjy metaly bei sulfatiniy, azoto ir deguonies junginiy
(Cote, 1976). Nafta sudaro: 83-87% anglies (C), 10-14% vandenilio (H), 0,1-
2% azoto (N), 0,05-1,5% deguonies (O), 0,05-6,0% sieros (S) ir <0,1%
metalai. Didelé dalis | Zaliavinés naftos sudétj jeinanciy policikliniy aromatiniy
angliavandeniliy susiformuoja i§ organinés medziagos natiiraliai gamtoje. PAA
yra sudaryti i§ angliavandeniliy molekuliy su keletu cikliniy Ziedy. Pateke i
aplinka Sie junginiai didina biologinio deguonies suvartojima, pasiZymi
toksinémis savybémis bei yra kancerogeniski Zzmogui ir vandens organizmams.

Atlikti tyrimai rodo, kad dauguma PAA yra mutageniski bei sukelia

12



reprodukcinius sutrikimus. Todél svarbu nustatyti, tokiy junginiy susidaryma
bei ivertinti ju toksini poveiki, gauti rezultatai leisty prognozuoti pasekmes
hidrosistemoms (Yamamoto et al., 2003; Harman et al., 2009).

Vandens ekosistemose randamas platus spektras sunkiyju metaly:
gyvsidabrio (Hg), chromo (Cr), §vino (Pb), kadmio (Cd), vario (Cu), cinko
(Zn), nikelio (Ni) (Nikulina, Dullo, 2009; Hendozko et al., 2010). Dalis metaly
hidrosistemose egzistuoja natiiraliai, tac¢iau dalis patenka i§ {vairiy
besiplecian¢ios antropogeninés veiklos Saltiniy: kalnakasybos, metaly
perdirbimo pramonés, zemés tkio bei su valymo ir buitinémis nuotekomis.
Ivairiis metalai vandens sluoksniuose pasiskirsto netolygiai jie gali bti: istirpe,
susijunge su vandenyje esancCiomis suspenduotomis dalelémis arba iSsidéste
dugno nuosédose. Dazniausiai sutinkami jony, koloidy, suspensiju ar kiety
daleliy pavidalu, be to, gali biiti suriSti su neorganiniais ar organiniais ligandais
(Kozelka, Bruland, 1998).

Zaliavinés naftos bei gamybinio vandens sudétyje esantios metaly
koncentracijos priklauso nuo naftos iSgavimo regiono, telkinio amziaus ir
geologiniy jo susiformavimo savybiy. Budingi metalai — Zn, Pb, Cu, Mg ir Ba.
Anot Utvik (2003), sunkiyju metaly koncentracijos nustatytos gamybiniuose
naftos platformy vandenyse yra aukStesnés nei jiiros vandenyje, kadangi iSleisti
1 jura GV prasiskiedzia. Dalis sunkiyjy metaly yra adsorbuojami ant daleliy
pavir$iy, dalis iStirpsta, taCiau naftos platformuy zonose padidéjes sunkiyju
metaly kiekis neigiamai veikia ¢ia gyvenancius vandens organizmus
(Stephenson, 1992). GV bei zaliavingje naftoje esantys metalai pasizymi
toksinémis, genotoksinémis savybémis, gali ijtakoti ir reprodukcinius
organizmy sutrikimus.

Kartu su zaliavine nafta bei GV | jura patenka ir alkilfenoliai, apie kuriy
pasklidima ir poveiki vandens organizmuose yra zinoma labai nedaug. Didelé
dalis su naftos junginiais i vandens sistemas patenkanciy AF turi trumpas iki 7
anglies atomy angliavandeniliy grandines (Bennett et al., 1996; Utvik, 1999).
Macleod su bendraautoriais (1993) darbe nurodo, kad Siaurés jiroje

iSgaunamoje zaliavingje naftoje AF koncentracija btuna apie 50 mg/l, ir nors

13



i8leidziamuose GV alkilfenoliy koncentracija sumazéja iki 1 mg/l kai kuriems
organizmams tokia koncentracija gali bti letali.

I vandens sistemas patenka daugybé naftos produkty junginiy, pasiZyminciy
skirtingomis poveikio aplinkai savybémis. Pavojingiausi lakiis, aplinkoje
greitai sklaidytis gebantys naftos produktai. Zaliavinei naftai patekus i vandeni
per 24 valandas i§ jos iSsisikiria apie 80-90% angliavandeniliy. Naftos
sklidimas priklauso nuo jos klampumo, aplinkos temperatiiros, issiliejimo
vietos (Wolfe et al., 1994). Lengvesniy naftos komponenty sklidimas vyksta
intensyviau, nei sunkiyjy naftos sudétyje esanciy junginiy (Hayakawa et al.,
2006). Naftos pasklidimui turi jtakos ir vandens telkinio riasis. Silpnesne
vandens cirkuliacija pasizymincios priekrantinés zonos (ilankos ir uzutékiai)
yra ypac¢ jautriis tar$ai (Vlahogianni et al., 2007). Kadangi, naftos junginiy
migracijos krypti ir tempa lemia vandens srauto tékmé, tad dazniausiai naftos
komponentai nuo tarSos epicentro iSplinta tik viena kryptimi (Shui et al., 1990).

Lengvi naftos produktai pvz., kai kurie monocikliniai ar bicikliniai
aromatiniai angliavandeniliai, taip pat ir dalis sunkiyju naftos produkty (apie
20-60%) gali visiSkai iSgaruoti. Garavimo procesas vyksta per kelias pirmasias
dienas. Nustatyta, kad dél dispersijos alkenai iSgaruoja grei¢iau, nei
aromatiniai angliavandeniliai. Garavimo procesui jtakos turi naftos cheminé
sudétis, vandens pavirSiuje susidariusios plévelés storis, temperatiira, saulés
radiacija, véjo greitis.

Daugelis toksiniy naftos produkty, tokiy kaip benzenas, toluenas, ksilenas
vandenyje tirpsta lengvai, o tekanciuose vandenyse vykstantys vandens
turbulencijos procesai ypaC padidina $iu medziagy susimaiSymo ir tirpimo
potenciala. Intensyviausiai nafta tirpsta pirmosiomis po patekimo i vandeni
valandomis (Saeced, Al-Mutairi, 2000). Pasklidus naftai, kai kurie naftos
produktai linkg formuoti vandenyje emulsijas. Emulgavimo procesas yra
létesnis nei garavimo, todél esant tam tikrom salygom naftos emulsijos gali
skaidytis ir vél paskleisti nafta (Toyoda, Inagaki, 2000).

D¢l intensyvios tikinés Zzmogaus veiklos i vandens aplinkg patenka ir kitos

antropogeninés kilmés medziagos t.y. azoto ir fosforo junginiai, pesticidai,
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antibiotikai, jvairis farmacijos pramonéje sintetinami junginiai. Dalis ju
pasizymi, toksiniu, genotoksiniu, mutageniniu ar kancerogeniniu poveikiu
(Jha, 2004). Kai kurios i§ juy veikia kaip endokrininés sistemos trikdytojai
(Kizu et al., 2000).

1.2. Tar$a naftos produktais Siaurés jiroje

Didele grésme jiiriniy ekosistemy buklei kelia naftos produktai, kurie
patenka { jiiras plukdant nafta tanklaiviais, vamzdyny avariju metu, plaunant
tuScias naftos talpyklas laivuose, kartu su GV bei tiesiogiai siurbiant nafta.

Siaurés jaroje naftos ir dujy gavyba nuo 1960 mety tapo pagrindine $io
regiono ekonomine veikla, o pastaraisiais metais dujy ir naftos iSgavimo mastai
vis auga. Pagrindin¢ naftos gavybos veikla koncentravosi Siaurinéje Sios jiiros
dalyje, Didziosios Britanijos ir Norvegijos sektoriuose. Duju gavyba
intensyviausiai vykdoma seklesnéje pietingje juros dalyje, regionuose,
priklausan¢iuose DidZiajai Britanijai, Olandijai, Danijai ir Norvegijai. Naftos
gavybos proceso metu su naftos iSstimimui panaudotu vandeniu i juros
vanden] patenka jvairiis PAA, sunkieji metalai, AF, organinés ruigstys. [lgéjant
naftos telkiniy eksploatacijos laikui tokio vandens kiekiai didé¢ja. Nuolat did¢ja
ir jiros dugnu nutiesty naftotiekiy ir dujotiekiy ilgis (OSPAR, 2000).

Naftos platformose produkuojamy gamybiniy vandeny fizikinés ir cheminés
savybés bei jose esancCiy skystyju ir dujinés formos angliavandeniliy miSiniy
sudétis priklauso nuo geografinés vietovés, iSgavimo regiono bei telkinio
eksploatavimo eigoje vykstanciy procesy (Woodall et al., 2001; Lu et al.,
2006). GV sudétyje gausu jvairiy vandenyje istirpusiy ir suspenduoty daleliy,
kietyju daleliy (smélio ar dumblo), bei junginiy, kurie dedami angliavandeniliy
i$skyrimui pagreitinti arba reakcijy aktyvumui sustiprinti. Gamybiniy vandeny
sudétyje yra: nafta, alkilfenoliai, sunkieji metalai (Ba, Cd, Cr, Cu, Pb, Hg, Zn,
Ni ir Ag), radionuklidai (***Ra, **®Ra), medziagos naudojamos naftos
i8skyrimo eigoje t.y. ivairlis reakcijy, korozijos inhibitoriai, biocidai,

emulsikliai, koaguliantai ir flokuliantai bei druskos.
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Neff (1987) nurodo, jog jiros vandeniui nuolat kontaktuojant su i§ uolieny
telkinio iSgaunama zaliavine nafta i hidrosistema gali patekti daugiau negu 48
ppm naftos produkty. Anot autoriaus, tokios GV esancios angliavandeniliy
koncentracijos gali biiti pavojingos nuoSaliems vandens uzutékiams, ilankoms,
kadangi naftos produkty gali buti aptinkama toliau nei 1000 m atstumu nuo jy
iSmetimo vietos.

Nafta patenkanti su gamybiniais vandenimis, sudaryta i§ angliavandeniliy
misinio, kurio sudétyje yra: benzenas, toluenas, etilbenzenas, asilenas,
naftalinas, fenantrenas, dibenzotiofenas, poliaromatiniai angliavandeniliai ir
fenoliai. Kadangi, vanduo negali istirpinti visy angliavandeniliy, tad didzioji ju
dalis btina pasklide vandenyje (Ekins et al., 2007). Vidutiniskai iStirpusios
naftos kiekis GV siekia apie 9,5 mg/l. Idiegus naftos platformose naujausias
valymo technologijas iStirpusios naftos kiekis galéty btity sumazintas iki 1,5-2
mg/l (NPD, Press release 28/2008).

Gamybiniuose vandenyse esancios mazos molekulinés masés sudedamosios
dalys (riebiosios riigStys, ketonai, alkoholiai) pasizymi geru tirpumu. Kai
kuriose naftos gavybos platformose i$leidziamuose GV gali buti gan didelis
acetono, metanolio, acto ir propioninés rugsties kiekis (Ali et al., 1999).
Pasitaiko ir lakiy angliavandeniliy, taciau ju koncentracijos daZniausiai
aukstesnés duju gavybos nei 1§ naftos platformose produkuojamuose
vandenyse (Utvik, 2003). Su GV { jiira patenkanc¢iy organiniy junginiy tirpuma
itakoja vandens temperatiira ir pH (Mc Farlane et al., 2002).

Pusiau tirpiems junginiams priskiriami vidutinés ir didelés (C6 iki C15)
molekulinés masés angliavandeniliai. Jie tirpls esant mazoms
koncentracijoms, bet Zymiai maziau tirplis negu mazos molekulinés masés
angliavandeniliai. Juos sunku paSalinti, tad jie paprasCiausiai yra iSleidziami {
aplinka. Vandenyje gali sudaryti toksinémis savybémis pasizyminéia plévelg,
kuri savo sudétyje gali turéti alifatiniy, aromatiniy angliavandeniliy,
karboksiliniy rogséiu, fenoliu. Norvegijoje, atviroje juroje naftos platformy
iSleidziamuose GV naftalenai sudaro 95%, ty. daugiausiai i§ visy

gamybiniuose vandenyse nustatomy PAA (OLF, 2008).
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Nustatyta, kad gamybiniy vandenuy sudétyje esantys junginiai sukelia
neigiama poveiki vandens organizmams. Tokio vandens patekimas { vandenj
gali turéti rimtas pasekmes ekosistemoms. 2009 mety duomenimis, |
hidrosistemas i§leidziamo GV kiekis sieké 250 milijony m® per diena (Fakhrul-
Razi et al., 2009). Gamybiniai vandenys produkuojami duju gavybos
platformose yra 10 karty toksiSkesni nei i§ naftos gavybos platformy, taciau
duju gavybos platformose iSmetami vandens kiekiai yra maZesni nei naftos, tad
tas poveikis salyginai iSsilygina (Jacobs et al., 1992).

Dar 1978 metais (Hagoje) vykusiame susitikime Paryziaus Komisija
(OSPAR Commission) nustaté leistinas iSmetamy | atvira jura GV
koncentracijas, tad naujai susikuriancios naftos platformos privalo turéti
technologijas, kuriy déka btity sumazintas iSmetamy naftos produkty patekimas
1 aplinka (Ekins et al., 2007). Kompanijos ,,Norsk Hydro* didziausia GV kieki
1996 m. { Siaurés jiira i$pylé i$ taip vadinamy ,,Oseberg®, , Brage® ir ,,Troll*
naftos platformy lauky (zonos su gausybe naftos greziniy). Siy platformy
pagaminamos naftos ir iSpilty GV kiekiai pateikti 1.2.1. lentel¢je.

1.2.1. lentelé. Naftos platformose iSgaunamos naftos ir iSpilamy gamybiniy
vandeny kiekis (pagal Utvik, 1999).

Naftos platformy telkiniai | ISgaunamos naftos (m3) ISpilamy gamybiniy vandeny (m3)
Oseberg 29 000 000 1432 000
Brage 7 000 000 1 856 000
Troll 14 500 000 4 382 000

1993 metais bendras Norvegijos naftos platformy iSmetamas GV kiekis
buvo 26 min. tony (Utvik, 1999). 2007 mety Norvegijos naftos direkcijos
(Norwegian Petroleum Directorate) metin¢je ataskaitoje pranesama, kad GV
kiekis sieké 183 miln. tony: 162 min. tony buvo i$pilta i jira, o lik¢ 27 min.
tony — jpurksti { pamatines uolienas (NPD, Press release 28/2008). Zaliavinés
naftos ir gamybiniy vandeny cheminé sudétis priklauso nuo naftos telkinio,
taciau PAA ir AF jvairové mazdaug vienoda, skiriasi tik atskiry komponenty
koncentracijos (Utvik, 1999). Zemiau pateikta kai kuriy platformy GV

cheminé sudétis (1.2.2. lentelé).
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1.2.2. lentelé. Oseberg F, Oseberg C, Brage ir Troll naftos platformy
gamybiniy vandeny cheminé sudétis (pagal Utvik, 1999).

Komponentai Matavimo Oseberg C | Oseberg F Brage Troll
vienetai
Benzenas mg/1 3,7 4,6 4,5 0,8
Toluenas mg/1 1,5 2,7 3,5 1,0
Etilbenzenas mg/1 0,3 0,6 0,3 0,4
Ksilenas mg/l 0,2 0,4 0,7 0,2
Naftalenai mg/1 1,27 1,60 0,93 1,32
Fenantrenai ng/l 76,3 99,8 50,9 60,2
Dibenztiofenai ng/l nt 37,8 17,5 28,0
Acenaftenas ng/l 5,1 0,3 1,8 L5
Fluorenas ng/l 2,7 16,2 8,9 154
Fluorantenas ng/l 7,8 1,8 0,4 1,7
Pirenas ng/l 8,6 5,2 0,7 5,1
Chrizenas png/l 0,4 0,1 0,5 -
Benz(a)antracenas ng/l 1,9 2,4 0,6 2,0
Benz(a)pirenas ng/l 0,1 - 0,2 -
Benz(g,h,i)pirenas ng/l 0,1 0,6 0,2 -
Benz(k)fluorantenas png/l 0,2 0,8 0,2 0,7
Organings riigstys mg/1 717 1135 757 798
Fenoliai mg/1 10,96 11,45 6,12 0,58
Baris mg/l 142 107 228 147
Gelezis ng/l 7,7 42 11,3 43
Gyvsidabris ng/l 26 20 20 17
Cinkas mg/l 0,34 0,03 0,20 0,012
nt — netikrinta; ,,-“ — nerasta

Dazniausiai Siaurés jiros naftoje pasitaikanéiy PAA (1.2.3. lentelé) bei

gamybiniuose vandenyse randamy AF (1.2.4. lentelé) vidutinés koncentracijos.

1.2.3. lentelé. Poliaromatiniy angliavandeniliy koncentracijos Zzaliavinéje
naftoje iSgaunamoje Statfjord B platformoje (Siaurés jiira) (pagal, IRIS
duomenis).

Poliaromatiniai angliavandeniliai Koncentracija
rezervuaruose (ng/l)
Naftalenas 1863,5
2-metilnaftalenas 3360,2
1,3-dimetilnaftalenas 3513,2
2-izopropilnaftalenas 1868,3
Acenaftilenas 8,7
Acenaftenas 14,3
Fluorenas 211,3
Fenantrenas 189,7
9-metilfenantrenas 307,6
9-etilfenantrenas 265,4
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1.2.3. lentelés tesinys.

Poliaromatiniai angliavandeniliai Koncentracija
rezervuaruose (ng/l)

Dibenzotiofenas 40,6
4-metildibenzotiofenas 88,4
4-ctilbenzotiofenas 84,4
Fluorantenas 7,9

Pirenas 15,9

Chrizenas 20,8
5-metilchrizenas 20,0
Benz(a)antracenas 8,7
Benz(b)fluorantenas 33
Benz(a)pirenas 1,1
Benz(g,h,i)perilenas 0,8

1.2.4. lentelé. Dazniausiai pasitaikantys alkilfenoliai gamybiniuose vandenyse
i$ Statfjord B naftos platformos Siaurés jiiroje (pagal, IRIS duomenis).

Alkilfenoliai Koncentracija (mg/l)
2-metilfenolis 6676,30
4-metilfenolis 2260,08
3,5-dimetilfenolis 667,63
2,4,6-trimetilfenolis 225,97
4-tert-butilfenolis 112,98
4-tert-butil-2-metilfenolis 27,73
4-n-pentilfenolis 55,46
4-n-heksilfenolis 16,46
4-n-heptilfenolis 8,22

Norvegijos naftos pramonés direkcijos ataskaitoje nurodoma, kad 2007
metais jvyko 166 naftos iSsiliejimai, i§ kuriy 154 buvo mazesni nei 1 tona.
Bendras issiliejusios naftos kiekis buvo 4488 tonos. Didziausia dalis naftos
i8siliejo Statfjord naftos grezinyje. Su avariniu naftos iSsiliejimu i jiira pateko
net 109 cheminiai junginiai (NPD, Press release 28/2008).

Siaurés jiros priekrantése ir upiy Ziotyse issidéste dauguma Europos
didziyjy uvostuy. Kasmet i 50 didziausiu i$ ju iplaukia daugiau kaip 270 000
laivy. Dél intensyvios Siaurés jiros navigacijos intensyvéja vandens ir oro
tarSa. Apie pusé laivais gabenamy ir prarasty kroviniy yra pavojingi aplinkai.
Ant Siaurés jiiros kranty sukoncentruota ir jvairaus pobiidzio pramoniné veikla,
aplink Siaurés jiiros baseina isidés¢iusiuose zemés plotuose vykdoma iikiné
veikla, kuri taip pat turi jtakos Siaurés jiiros ekologijai. Ivairiais keliais i jiira

patenka nitratai, amonis, metanas, pesticidai ir kiti tarSos komponentai.
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1.3. Aplinkos tarSos komponenty biotransformacija ir bioakumuliacija
organizmuose

Tersalai vandens ekosistemose egzistuoja kompleksiniy misiniy pavidalu ir
patiria visa eile saveiky ir kitimy. Ju pasiskirstyma gamtoje itakoja du svarbiis
procesai: tar§os komponenty migracija ir kaupimasis. Vandens organizmai gali
isisavinti terSalus i§ dugno sedimenty, suspenduoty daleliy, tiesiogiai i§
vandens storymés ar per maisto grandines (Livingstone, 1993). Dazniausiai
dugno nuosédose akumuliuojasi Zymiai aukStesnis chemikaly kiekis nei
vandens storyméje (Baudo, Muntau, 1990; Burton, 1991; Ahlf et al., 2002;
Fracacio et al., 2003). Kelios skirtingos medziagos gali sustiprinti
(sinergizmas) arba susilpninti (antagonizmas) ju poveikio biotai savybes
(Ahmad et al., 2008). Genotoksinis poveikis gali sumuotis (adityvus veikimas)
(Ma et al., 1992). Genotoksinémis savybémis pasizymintys organiniai junginiai
organizmuose gali biiti lengvai bioakumuliuojami bei pasiekia gan auksta
biokoncentracijos lygi. Dazniausiai tokie junginiai yra: lipofiliski ir sunkiai
tirpstantys vandenyje, nejonizuotos molekulés lengvai tirpstancios riebaluose,
taip pat junginiai, kurie dél mazo molekulinio svorio, jonizacijos laipsnio
lengvai patenka pro biologines membranas. Dideliu lipofiliSkumu pasizymi
vandens sedimentuose susikaupiantys PAA, polichlorinti bifenilai (PCB),
polichlorinti dibenzo dioksinai ir dibenzo furanai (Van der Oost et al., 1988;
Engwall et al., 1999; Otte et al., 2008).

Naftoje vyksta cheminés reakcijos — fotodegradacija ir oksidacija. IS
biologiniy — mikrobiologiné biodegradacija, kuri taikoma ir naftos issiliejimy
likvidavimo metu (Hozumi et al., 2000). Naftos junginiy degradacijos
intensyvumui jtakos turi vandens fizikinés savybés (temperatiira, iStirpes
deguonies kiekis) bei mikroorganizmai (Berthe-Corti, Hofpner, 2005). Naftos
junginius skaidanciy bakteriju randama visose vandens ekosistemose, net
Arkties vandenyne (Sveum, Ladousse, 1989), taciau biodegradacijos procesai
dél atSiauraus klimato ten vyksta labai 1étai. Literatiroje pateikiami duomenys,
apie bakteriju riiSis skaidancias tokius PAA junginius kaip naftalenas,

antracenas, fenantrenas (Boldrin el al., 1993).
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Poliaromatiniy angliavandeniliy sudétyje esantys cikliniai aromatiniai ziedai
gerai absorbuoja saulés Sviesg ir yra jautriis fotocheminiam jos poveikiui.
Mazo molekulinio svorio junginiai patekg¢ | vandens sistemas yra lengviau
suskaidomi (Kwon et al., 2009), tuo tarpu didelio molekulinio svorio PAA
junginiai gali dar ilga laika iSlikti vandens telkiniy dugno nuosédose (Bernal-
Martinez et al., 2005).

Ypatingai dideli susirtipinima kelia | aplinka patenkantys {vairiis
alkilfenoliai (Naylor et al., 1992; Bennie et al., 1997; Blackburn et al., 1999;
Ferguson et al., 2001; Tabata et al., 2001). Hidrofobines $iy junginiy savybes
bei bioakumuliacija lemia AF grandinés Sakotumas. Fotooksidaciniy procesu
metu bei bakterijy pagalba dalis naftoje, GV bei sedimentuose esanciy
alkilfenoliy ir fenoliy yra biodegraduojami. Vis gi, nustatyta, kad Sie junginiai
kaupiasi sedimentuose, akumuliuojami vandens organizmuy riebaliniame
audinyje bei yra toksiski (Safe, Gaido, 1998; Liber et al., 1999).

Vandens organizmai gali isisavinti aplinkos terSalus ir su maistu.
Kenksmingos medziagos detoksikuojamos ir eliminuojamos i§ organizmo
jjungiant specifines fermentines sistemas (Livingstone et al., 2000). Sis
procesas daznai sukelia prokancerogenuy, promutageny ir proteratogenu
aktyvacija. Atsako i kenksmingas medziagas metu gali susidaryti junginiai,
kurie tiesiogiai ar per tarpinius junginius saveikauja su lastelés
makromolekulémis (DNR, RNR, baltymais) aktyvuodami ar slopindami juy
veikla (De Flora et al., 1991). Zuvy kepenyse ir kituose organuose yra labai
efektyvis I-os ir II-tros biotransformacijos faziy fermenty rinkiniai.

Pirmos fazés fermentinés aktyvacijos reakcijose dalyvauja tokie fermentai,
kaip miSriy funkciju oksidazés (MFO) arba monookskigenazés, hidrolazes,
reduktazés ir eilé kity. | MFO sistemos sudét] jeina citochromas P450,
citochromas b-5, NADPH-citochromo ¢ (P450) reduktazé, katalaze,
superoksiddismutazeé, DT-diaforaze, gliutationperoksidazé. Pirmos fazés metu
katalizuojamos epoksidinimo, hidroksilinimo ir dealkilinimo reakcijos (Buhler,
Williams, 1989). Nustatyta, kad policikliniai aromatiniai angliavandeniai,

polichlorinti bifenilai, polibrominti bifenilai ir kiti junginiai indukuoja misrios
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funkcijos oksidazes ir kitus fermentus (Tuvikene, 1995). MFO indukcija
paprastai lydi citochromy (P450) kiekio padidé¢jimas (Hawkins et al., 2002;
Shimada, 2006). Matuojant kepenu EROD (etoksirezorufin-O-deetelazés)
aktyvuma ir citochromo P450 sudétj nustatoma zuvy kepenyse vykstanti
benz(a)pireno biotransformacija (Maria et al., 2002b). Lyginant su
zinduoliuose vykstan¢ia PAA junginiy biotransformacija, zuvyse ji vyksta
léciau, metabolizuoti PAA junginiai Salinami per tulzi bei $lapima (Stegeman,
Lech, 1991). PAA junginiy biotransformacija bei genotoksinis ju poveikis
nustatytas ivairiose zuvy rasyse (Pacheco, Santos, 1997; Venier et al., 1997b;
Harvey et al., 1999; Gravato, Santos, 2002; Maria et al., 2002a, 2002c; Brown,
Steinert, 2003).

Antros fazés reakcijos yra katalizuojamos transferaziy, tokiy kaip glutation-
S-transferazés ar sulfotransferazés. Sie fermentai paverdia pirmos fazés
produktus i dihidrodiolius katalizuodami glutationo ar gliukuroninés rugsties
prijungima (Schlenk et al., 2008). Po konjugacijos su junginiais, turinciais
polines ar jonines grupes, suaktyvéja detoksikuojamy junginiy metabolizmas
(Foureman, Eling, 1989).

TerSaly akumuliacijos lygis priklauso nuo organizmo fiziologiniy ypatumuy:
kiino svorio, trofinés padéties, hemocianino buvimo organizme (Naimo et al.,
1995; Sarkar et al., 2006). Akumuliacijai itakos turi ir aplinkos veiksniai:
vandens druskingumas, temperatiira, pH, organiniy medziagy kiekis, metaly
koncentracija, oksidacijos lygmuo ir saveika su ligandais (Campbell, Evans,
1991). Nustatyta jog, B(a)P metabolizmas vandens oragnizmuose svyruoja
priklausomai nuo sezoniskumo (Weinstein, 1995). Zemos vandens
temperatiiros sumazina zaliavinés naftos produkty skaidyma, kadangi sulétéja
organizmy metabolizmas (Harvey et al., 1999).

Su maistu, per vandenj ir nuosédas | organizmus patenka jvairlis sunkieji
metalai (Burgess, McKinney, 1999; Luoma, Rainbow, 2005). Nors
organizmuose jie pasiskirsto netolygiai, vis gi pirminis tarSos sunkiaisiais
metalais poveikio organas — zuvy ir moliusky zZiaunos (Gundacker, 1999). Per

Ziaunas ir su maistu patenkantys metalai dazniausiai yra tirpis vandenyje.
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DidzZiausia ju dalis jsisavinama pro ziaunas difuzijos ir aktyvaus transporto
blidu. Mechanizmai, apsaugantys nuo toksisky metaly poveikio, apima
pernasos, slopinimo, pasalinimo i§ organizmo bei detoksikacijos, suriSant
metalus | kompleksus biidus. Tam tikros metaly koncentracijos gyviiny
organizmuose yra toleruojamos ir kai kuriais atvejais netgi buitinos (Depledge,
Fossi, 1994). Dvivalen¢iy metaly jonus suriSa baltymai, kurie vadinami
metalotioneinais. Metalotioneinai ar { juos panasiis baltymai nustatyti
daugelyje zuvy, moliuskuy ir véziagyviu (Langston et al., 1998; Roeva et al.,
1999; Isani et al., 2000; Monserrat et al., 2007; Pytharopoulou et al., 2008). Sie
baltymai dalyvauja organizmo homeostazés ir detoksikacijos procesuose,
suriSdami tokius metalus kaip: Ag, Cd, Cu, Hg ir Zn. Be to, atlieka ir kita
svarbia funkcija — Salina oksiduotus radikalus (Viarengo et al., 2000; 2007).
Metalotioneinai rasti jiiriniuose moliuskuose: valgomosiose (Mytilus edulis) ir
Vidurzemio juros (Mytilus galloprovincialis) midijose, lékstelése (Patella
vulgata, P. granularis), didZiojoje veneroje (Ruditapes decussatus) (Mackay et
al., 1993; Mourgaud et al., 2002; Simes et al., 2003). Moliuskuose ir
véziagyviuose $ie baltymai sintetinami virskinimo liaukoje ir Ziaunose (Raspor
et al., 2004). Dvigeldziai moliuskai pasizymi ir kita detoksikacijos sistema —
jjungia metalus | neorganinius kristalus, kurie formuojasi tarplasteliniame
audinyje (Simkiss, 1981; Silverman et al.,, 1987). Gélavandeniuose
moliuskuose tokiuose dariniuose daznas kalcis, tuo tarpu juriniuose
bestuburiuose dominuoja §vino karbonatas (Marshall, Talbot, 1979), gelezies
fosfatas arba cinko fosfatas (Buchanan et al., 1980). Staigi metalotioneiny
indukcija jvairiose zuvy riasyse naudojama kaip biozymuo, vertinant sunkiyjy
metaly tarSa aplinkoje (Cajaraville et al., 2000; Linde et al., 2001).

Sunkiyju metaly bioakumuliacija vandens organizmuose priklauso nuo
geocheminiy ir biologiniy savybiy t.y. kokiu biidu jie patenka | organizma,
koks ju kiekis, kaip Salinami, visos S§ios savybés rusims yra individualios
(Luoma, Rainbow, 2005). Daznai audiniuose sukauptos sunkiyju metaly

koncentracijos koreliuoja ir su aplinkos uzterStumo lygiu (Naimo, 1995), tac¢iau
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skirtingi oragnizmy audiniai, pasizymi skirtinga sunkiyju metaly akumuliacija
(Carriquiriborde, Ronco, 2008).

Didziausios terSaly koncentracijos nustatomos moliusky ziaunose ir
mantijoje, kituose organuose akumuliacija neretai yra specifiSka (Hemelraad,
Holwedra, 1987). Juriniy dvigeldziy moliusky kraujo plazmoje nustatyti
didesni sunkiyju metaly kiekiai (kur jie yra pasiskirste kaip laisvi junginiai
arba susiriS¢ su plazmos baltymais) nei hemocituose (Hayashi et al., 1998).
Didziausios kadmio koncentracijos nustatomos moliusky virSkinimo liaukoje,
ziaunose ir inkstuose, o maziausios kriaukléje ir raumenyse (Adams et al.,
1981). M. edulis moliuskus 2 ir 4 savaitéms perkélus | uztersta UsSuajos ilanka,
didziausios gelezies ir vario koncentracijos nustatytos ju virSkinamajame
trakte, tuo tarpu cinko — Ziaunose (Giarratano et al., 2010).

Sunkiyju metaly pasiskirstymas zuvyse yra selektyvus procesas. Audiniuose
vykstanti metaly akumuliacija priklauso nuo specifiniy junginiy prijungimo
viety buvimo bei audinio detoksikacijos mechanizmy (Naimo, 1995). Vienose
zuvy riasyse zenkli sunkiyjuy metaly akumuliacija vyksta kepenyse ir inkstuose
(Kraal et al., 1995; Cattani et al., 1996), kitose intensyviau vykdoma
raumenyse ir kepenyse. Kadmio akumuliacija priklauso nuo zuvy risies (Wu et
al., 2007; Isani et al., 2009). Tyrimuose atliktuose su amerikiniu upiniu unguriu
(Anguilla rostrata), Cd daugiau akumuliavosi inkstuose nei kepenyse (Gill et
al., 1992). Aukstesnis akumuliuoto Cd kiekis nustatytas inkstuose nei kituose
tirtuose organuose ir atlikus tyrimus su margaisiais upétakiais (Salmo trutta)
(Brown et al., 1994), japoniskais unguriais (Anguilla japonica) (Yang, Chen,
1996), paprastaisiais karpiais (Cyprinus carpio) (Brown et al.,, 1986).
Pastebéta, kad auksaspalvius sparus (Sparus aurata) 11 dieny paveikus 0,1
mg/l Cd koncentracija, didesné $io metalo akumuliacija nustatyta kepenyse nei
inkstuose ar ziaunose (Isani et al., 2009). Kamunde atliko (2009) eksperimenta,
kurio metu vaivorykStinius upétakius (Oncorhynchus mykiss) veike
skirtingomis Cd koncentracijomis. Ziaunose minétojo metalo susikaupé nuo 2
iki 4 karty daugiau nei kepenyse. Tuo tarpu, veikiant ta pacia zuvy riisi variu,

didziausias jo susikaupimas nustatytas kepenyse, Ziaunose, virSkinamajame
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trakte, o maziausias — kauluose (Kamunde et al., 2001; Handy et al., 2002).
Nustatant, Zn, Cu, Cd, As ir Pb akumuliacijos lygi zuvy audiniuose tirti
afrikiniai Samai (Clarias gariepinus). Gautos tokios sunkiyjuy metaly kaupimosi
(inkstuose, kepenyse, ziaunose bei Sirdyje) tendencijos: Sirdyje
(Zn>Cu>Pb>As>Cd); Ziaunose (Zn>Cu>Pb>Cd>As); inkstuose
(Zn>Cu>Pb>As>Cd); kepenyse (Zn>Cu>Pb>As>Cd). Nustatytas metaly
pasiskirstymo eiliskumas: As — inkstai>kepenys>ziaunos>$irdis; Zn —
ziaunos>kepenys>inkstai>§irdis; Pb — kepenys>inkstai>ziaunos>$irdis; Cu —
inkstai>kepenys>ziaunos>§irdis; Cd — kepenys>ziaunos>inkstai>Sirdis
(Farombi et al.,, 2007). Didesne arseno akumuliacija pasizyméjo jliros
organizmai nei gelavandeniai, kadangi Sio metalo lygis jurose yra aukStesnis

(Williams et al., 2009).

1.4. Pagrindiniy tarSos komponenty poveikis organizmams

I hidrosistemas patenkantys tarSos komponentai gali ne tik sutrikdyti
vandens organizmy lastelése vykstanCia jony pernasa, bet paveikti ir kitus
lastelése vykstancius procesus — citoskeleto dinamika, vidulasteling medziagy
pernasa, mitochondriju energijos gamyba, lasteliy genomo stabiluma bei genu
aktyvuma. Juros organizmams naftos terSaly poveikis gali buti letalus (dél
fimaus apnuodijimo) arba gali sukelti subletalius efektus, kuriuos sunku
tvertinti. Naftos sudétyje esantys angliavandeniliai, sunkieji metalai,
alkilfenoliai sukelia pakitimus organizmy lasteliy membranose, turi jtakos
kancerogeniniy procesy intensyvumui, taip pat gali sukelti toksinius (Faria et
al., 2010) ar genotoksinius efektus, itakojanCius jvairiy ligy atsiradima,
mirtingumo padidéjima, taipogi populiacijy reprodukcijos sumazéjima (Venier
et al., 1996). Netoli naftos greziniy, priedugnyje beismaitinanciose zuvyse
nustatyti vis didesni dazniai susidariusiy karcinomuy (Sanchez-Galan et al.,
2001). Yra zinoma, kad nuolat naftos produktais terSiamose zonose gyvenantys
organizmai susmulkéja (Wake, 2005). TarSos naftos junginais, sunkiaisiais
metalais, alkilfenoliais bei kitomis cheminémis medziagomis genetinis

poveikis organizmuose gali pasireiksti seseriniy chromatidziy mainy (SCM),
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mikrobranduoliy (MB) bei kity DNR pazaidy (adukty, grandinés trukiy ir t.t.)

susidarymu (Venier, Zampieron, 2005).

1.4.1. Naftos ir jos junginiy poveikis

Didziaja Zzaliavinés naftos sudedamuyjy junginiy dali sudaro jvairts
angliavandeniliai. | aplinka Sie junginiai patenka iSgaunant zaliaving nafta, su
naftos platformose produkuojamais GV, taip pat naftos avariniy iSsiliejimy
(Gonzélez-Doncel et al., 2008) ar laivybos metu. Kai kurie PAA yra
priskiriami prie promutageny (Johnson, 1992). Siy junginiy pavojinguma lemia
tai, kad ju oksidacinés biotransformacijos metu susidaro itin reaktyvis
metabolitai, kurie gali jungtis su organizmo makromolekulémis (pvz., DNR)
(Jonsson et al., 2004). Tokio tipo metabolitams biidingas kancerogeniskumas,
mutageniSkumas ir citotoksiSkumas (Torres-Bugarin et al., 1998; Woodhead et
al., 1999). Be to, kai kurie PAA veikia kaip estrogenai ir antiestrogenai, trikdo
zuvy steroidy metabolizma, mazina plazmoje cirkuliuojan¢iy hormony kiekius
(Roy et al., 2003) bei inhibuoja steroidogeninius baltymus (Monteiro et al.,
2000).

ApraSytas genotoksinis PAA poveikis organizmams (Akcha et al., 2000;
Vanzella et al., 2007; Nogueira et al., 2009). PAA indukuotas genotoksiskumas
nustatytas jiriniuose galvakojuose moliuskuose Cronia contracta (Sarkar et
al., 2008), Vidurzemio jiiros midijose (Mytilus galloprovincialis) ir Zoliniuose
grunduluose (Zosterisessor ophiocephalus) (Venier, Zampieron, 2005).
Literatiiroje pateikiami duomenys apie PAA indukuota DNR pazaidy
susidaryma raudonosios asterijos (Asterias rubens) prievartinés aklosios Zarnos
lastelése (Siaurés jura) (Everaarts, Sarkar, 1996). Naftos ir duju gavybos
platformy GV sudétyje esantys junginiai sukelé baltymuy ekspresija démétojoje
kavaloje (Carangoides fulvoguttatus) bei tropiniuose auksadryziuose
rifeSeriuose (Lutjanus carponotatus) (Zhu et al., 2008). Genotoksinis naftos
perdirbimo jmonéje susidaranc¢io gamybinio vandens, poveikis nustatytas ir
astianaksuose Astyanax jacuhiensis (de Lemos et al., 2008). Naftos perdirbimo

imoniy iSleidziamy i aplinka junginiy genotoksinis poveikis ichtiofaunai
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ivertintas naudojant in vitro ir in vivo laboratorinius tyrimus (Gravato, Santos,
2003; de Lemos et al., 2001, 2007). Atlikti eksperimentiniai tyrimai parodé,
kad naftos sudétyje esantys junginiai sukelia pokyc¢ius organizmy
reprodukcinéje sistemoje, itakoja iSnerSiamy ikreliy skaiciy bei procentini
i8siritusiy ikreliy skai¢iy, mailiaus i§gyvenima, visa tai gali neigiamai paveikti
visa ekosistema (Wake, 2005).

Naftg disperguojanciy medziagy, taikomy naftos iSsipylimo avariju metu,
sudétyje yra ijvairiy surfaktantiniy misiniy, angliavandeniliniy tirpikliy,
stabilizuojan¢iy medziagy, kurios taip pat pasizymi genotoksinémis savybémis

(HELCOM, 2003).

1.4.2. Alkilfenoliy poveikis

Alkilfenoliniai ir etoksilatai — tai dar viena placiai paplitusi terSaly grupiu.
Patekusios 1 aplinka Sios medZziagos biodegraduojamos i sunkiau skylancius
junginius (nonilfenolj, oktofenoli bei alkilfenolius mo-, di-, trietoksilatus)
(Giger et al., 1984). Organizmams Sie junginiai yra toksiski bei veikia kaip
endokrininés sistemos trikdytojai (Jobling et al., 1996; Renner, 1997). Nemaza
dalis alkilfenoliy i hidrosistemas patenka su naftos platformy produkuojamais
GV. Nustatyta, kad AF citotoksiSkumas priklauso nuo ju koncentracijos ir
grandinés Sakotumo. Atlikti tyrimai su Atlantinémis menkémis (Gadus
morhua) ir vaivorykstiniais upétakiais (O. mykiss) parode, kad AF turi jtakos
glutationreduktazés aktyvumui bei glutationo lygio poky¢iams. Manoma, kad
tai oksidacinio streso pasekmé. Lastelés, kuriose sumazéja glutationo lygis,
tampa jautresnés reaktyviy deguonies radikaly poveikiui, jose dazniau vyksta
DNR fragmentacija, indukuojama apoptozé (Sturve et al., 2006). Literattiroje
pateikiama duomeny apie 4-nonilfenolio poveiki reprodukcinei zZuvy sistemai
bei jo indukuota genotoksinj poveiki nilinés tilapijos (Oreochromis niloticus)
kraujo eritrocituose (Rivero et al., 2008). Genotoksinis pentachlorfenolio
poveikis taikant MB testa nustatytas dreiseny Dreissena polymorpha ir raginés

skritinukés (Planorbarius corneus) hemocituose (Pavlica et al., 2000).

27



1.4.3. Sunkiyjy metaly poveikis

Vandens ekosistemose aptinkami sunkieji metalai gali itakoti Zuvy
metabolizmo, biocheminius, fiziologinius, histologinius pokycius, inhibuoti
baltymy ir nukleoriigsciy sintezg (Zelikoff, 1993; Chi et al., 2007; Castro-
Gonzalez, Méndez-Armenta, 2008). Yra Zzinoma, kad daugybinis metaly
poveikis turi jtakos moliusky augimui ir reprodukcijai, o tai gali zenkliai
paveikti ju populiacija (Naimo, 1995). Nustatyta, kad Pb, Cr, Hg, Cd ir Cu gali
sutrikdyti bendra metabolinj aktyvuma bei baltymu sintezg¢ Vidurzemio jiiros
midijose (Mytilus galloprovincialis) (Gorinstein et al., 2005; Pytharopoulou et
al., 2008).

Ivairios organizmy gyvenimo stadijos yra nevienodai jautrios metaly
poveikiui. Veikiant moliuskus letaliomis metaly dozémis, poveikiui
jautriausios buvo lervinés ir juvenilinés Siy organizmy gyvenimo stadijos
(Lasee, 1991). Vertinant toksiSkuma nustatytas metaly toksiSkumo eiliskumas
pradedant labiausiai toksiskais: Hg>Ag>Cu, Cd, Zn, Pb, Cr, Ni, Co. Taciau
skirtingy organizmy audiniuose ju poveikis gali biiti skirtingas, pvz., metaly
toksiskumo eilé pagal poveiki Mytilus edulis moliuskams yra: Cu=Hg=Ag>Cd
(Nelson, 1991). Garg su bendraautoriais (2009) atliko eksperimenta, kurio
metu 45 dienas dumblyny (Cirrhinus mrigala) ir indinius (Catla catla) karpius
bei lab&jas Labeo rohita veiké sunkiaisiais metalais (Cd, As, Zn). Tirty zuvy
raumenyse bei ziaunose nustatyti lipidy sudéties bei angliavandeniy kiekio
pokyciai. Sunkiyjy metaly poveikis stipréjo (iS kairés 1 deSing):
Zn<As<Cd<Cd+Zn<As+Zn<Cd+As<Cd+As+Zn (Garg et al., 2009).
Nustatyta, kad daugybinis metaly poveikis neigiamai veikia daugelio organy
funkcionavima, pvz., Cd poveikis Zuvims sukélé patologinius kepenu,
séklidziy, smegeny ir nervy sistemos, inksty (Novelli et al., 1999), bluznies ir
kauly ¢iulpy (Yamano et al., 1998) pakitimus.

Literatiiroje aprasytas ir genotoksinis sunkiyjy metaly poveikis (Ferraro et
al., 2004; Arkhipchuk, Garanko, 2005; Porto et al. 2005; Bagdonas, Vosyliené,
2006; Ergene-Goziikara et al.,, 2007; Cavas, 2008). Sunkiyjy metaly

genotoksiSkumas yra siejamas su DNR pazeidzianciy laisvyjuy radikaly
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sukaupimu, klastogeniniais procesais arba tuo pat metu vykstanciu
klastogeniniu ir aneugeniniu poveikiu vandens organizmams (Nepomuceno,
Spano, 1995). Isskiriama keletas metaly poveikio lastelés genetinei medziagai
formy. Chromo junginiai veikdami tiesiogiai sukelia oksidacines DNR
pazaidas. Netiesioginio poveikio metu metalai slopina DNR reparacijos
procesa, veikia replikacija sukeldami DNR pakitimus arba modifikuodami
reparacijoje dalyvaujancius baltymus, tai padidina kity aplinkos mutageny
genotoksini poveiki (Hartwig, 1995).

Atlikti vario (Cu) genotoksisSkumo tyrimai su vaivorykstinio upétakio
(Oncorhynchus mykiss) ziauny kultiry RTgill-W1 lastelémis (Bopp et al.,
2008). Nustatyta, kad auksStos Sio metalo koncentracijos inicijuoja DNR
pazaidy susidaryma (Gabbianelli et al., 2003), lipiduy peroksidacija (Rau et al.,
2004), baltymy karbonatizacija (Parvez, Raisuddin, 2005). Fe, Co, Ni junginiai
gali saveikauti su vandenilio peroksidu, Siu reakcijy metu susidaro hidroksi
radikalai ir metalo — deguonies kompleksai, galintys sukelti nukleotidu sekai
specifines DNR pazaidas. Manoma, kad deguonies radikalai turi jtakos metaly
kancerogeniskuma (Kawanishi et al., 1989). Vienas i§ Hg poveikio lastelei
mechanizmy yra siejamas su dalijimosi verpstés formavimosi sutrikimais,
kurie salygoja aneuploidiniy ir poliploidiniy lasteliy susidaryma (Bolognesi et
al., 1999). Veikdami tiesiogiai arba sustiprindami kity junginiy poveiki As, Cr,
Ni, Be ir Cd junginiai dalyvauja kancerogeniniuose procesuose (Snow, 1992).
Sunkiyjy metaly genotoksinio/mutageninio poveikio nustatymas zinduoliuose
ypac svarbus, vertinant ir tarSos rizikos laipsni Zzmogui (Hartwig et al., 1994;

Rozgaj et al., 2002; Sanchez-Chardi, Lopez-Fuster, 2009).

1.5. Genotoksikologijos metody taikymas tarSos poveikio tyrimuose
Aplinkos tarSos mastai pasaulyje vis didéja, tad zinios apie tarSos Saltinius ir

ju pasekmes vandens organizmams ir ekosistemoms yra svarbios ne tik

geresniam supratimui, kaip Sios ekosistemos reaguoja | tarSos poveiki, bet ir

prevenciniy aplinkosauginiy priemoniy suformavimui (Islam, Tanaka, 2004).
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Nustatant medziagy toksinj ir genotoksini poveiki organizmams naudojami
ivairoviis analitiniai, in vitro ir in vivo metodai, kuriuose panaudojami skirtingi
biozymenys (Ayllon, Garcia-Vasquez, 2000; Pacheco, Santos, 2002; Rank et
al., 2007; de Lemos et al., 2007; 2008). Tokie DNR poky¢iai kaip chromosomy
aberacijos, mikrobranduoliai, seseriniy chromatidziy mainai ar chromosomuy
skaiciaus pokyciai, gali btiti nustatomi taikant citogenetinius metodus (Shugart,
1996). Genotoksiny poveikio vandens organizmuose jvertinimui daZniausiai
naudojama mikrobranduoliy, komety, DNR adukty, seseriniy chromatidziy

mainy analizé (Lehtonen et al., 2006; Frenzilli et al., 2008; Binelli et al., 2009).

1.5.1. Mikrobranduoliy testas

Aplinkos genotoksiSkumo bioZymenimis pradéta dométis pastaraisiais
desimtmeciais ir ypa¢ didelis démesys buvo skiriamas mikrobranduoliy testo
panaudojimui, vertinant branduolio pazaidy susidaryma tiek gélavandeniy, tiek
juriniy organizmy lastelése. Tyrimuose $is testas placiai taikomas dél savo
paprastumo, spartumo bei jautrumo. Paprasta testo metodika tinkama naudoti
vairiose organizmy grupése, skirtingose rusyse bei audiniuose. MB testas
naudojamas vertinant vandens organizmuy atsaka i atskirus genotoksinius
junginius ar jy miSinius, skirtingas ju koncentracijas, poveikio trukme (Venier
et al., 1997a; Dolcetti, Venier, 2002; Gravato, Santos, 2002, 2003; Dailianis et
al., 2003; Izquierdo et al., 2003). Testas leidzia tiksliai jvertinti klastogeniniy ir
aneugeniniy junginiy poveiki, esant net mazoms medziagy koncentracijoms
(Heddle et al., 1991).

Mikrobranduoliai — lastelés citoplazmoje esantys chromatino dariniai,
apsupti membrana ir neturintys jokio stebimo rysio su pagrindiniu branduoliu
(Fenech, 2000; Iarmarcovai et al., 2008). Ju formavimasis vyksta dél
chromosomy aberaciju anafazés metu, kuomet MB susidaro i§ acentriniy
chromosomy arba centromera turinCiy fragmenty, kurie lastelés dalijimosi
metu nepasiskirsto | dukterines lasteles. Mikrobranduoliai gali susidaryti ir dél
mitozeje ivykusiy branduolio funkciniy bei struktiiriniy pazeidimy, kuomet

atsitiktinai viena ar kelios branduolio chromosomos yra prarandamos (Fenech
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et. al., 2003; Lindberg et al., 2007). Sie du mikrobranduoliy tipai gali biti
atskirti nustatant centromery ir kinetochory biivima, naudojant
imunofluorescencini (FISH) dazymo metoda (Natarajan et al., 1996). Jeigu 70-
100% mikrobranduoliy nustatomas kinetochoro biivimas, tuomet tiriamasis
junginys pasizymi aneugeniniu poveikiu. Jei mikrobranduoliy, turinéiy
kinetochora, daznis yra Zemas (0-30%), tiriamasis junginys tikriausiai pasizymi
klastogeniniu veikimu (Antoccia et al., 1991). Vertinant MB esanciy
kinetochory daznj, aneugeniniu poveikiu pasizyméjo etanolis, tuo tarpu jo
metabolitas acetalaldehidas — klastogeniniu (Kayani, Parry, 2010).

Vizualiai mikrobranduoliai nuo pagrindinio branduolio skiriasi tik savo
dydziu (nuo 1/5 iki 1/20 branduolio dydZio). Zuvy lastelése susiformuojantys
MB gali biiti dar mazesni, palyginus su pagrindiniu branduoliu (nuo 1/10 iki
1/50), nes daugumos zuvy chromosomos yra daug smulkesnés nei zinduoliy
(Al-Sabti, Metcalfe, 1995).

Pirma karta mikrobranduoliy testas, kaip citogenetiniy pazaidy
indikatorius, pradétas taikyti zinduoliuose. Patobulinus metodika pritaikytas ir
vandens organizmams. Véliau, genotoksinio terSalu poveikio vandenyje
nustatymas taikant MB testa, tapo biitina salyga vertinant ekosistemy biklg bei
paskiry cheminiy medziagy genotoksiskuma (Burgeot et al., 1996). MB testo
metodika ypac tobuléjo per pastaraji deSimtmetj, kuomet testas buvo pradétas
taikyti genotoksiniy medziagy poveikio zmogui rizikos vertinime (Fenech et
al.,, 1999; de Almeida et al., 2004). Kiek véliau pradétas naudoti aplinkos
genotoksiSkumo tyrimuose gamtinése {vairiy organizmy populiacijose
(Mersch, Beauvais, 1997; Rao et al., 1997; Tanzarella et al., 2001). Kadangi
vandens ekosistemos nuolat terSiamos antropogeninés veiklos produktais,
susidométa genotoksiniy terSaly poveikiu vandens organizmams (Bolognesi,
1990; Venier et al.,, 1997a,b; Sanchez-Galan et al., 1999; Ayllon, Garcia-
Vazquez, 2000). Jurinése ir geélavandenése sistemose bestuburiai sudaro 90%
¢ia gyvenanciy vandens organizmy, tad $iy organizmy panaudojimas atliekant
genotoksiSkumo tyrimus ypaé aktualus, kadangi genotoksinis medziagy

poveikis turéty itakos visam ekosistemos funkcionavimui. MB testas taikytas
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ivairiose taksonominése grupése — moliuskuose (BarSiene et al., 2004,
Bolognesi et al., 2004; Siu et al., 2004) zuvyse (Hayashi et al., 1998; Barsiené
et al., 2005; Bolognesi et al., 2006b), varliagyviuose (Huang et al., 2007;
Marques et al., 2009), ropliuose (Poletta et al., 2009), grauzikuose (Sanchez-
Chardi et al., 2008; Vikram et al., 2008), pauksciuose (Stoncius, Lazutka,
2003; Laia Quiros et al., 2008). Testas naudotas nustatant jvairiy terSaly
genotoksiskuma skirtinguose gélavandeniuose (Al-Sabti, Metcalfe, 1995;
Buschini et al., 2004; Ergene et al., 2007) ir juriniuose organizmuose (Venier,
Zampieron, 2005; Nigro et al., 2006; Klobucar et al., 2008), ar vertinat jurinés
aplinkos genotoksiSkuma in situ (Bolognesi et al., 1996, 1997; Rodriguez-Cea
et al., 2003; Cavas, Ergene-Goziikara, 2005b, Ergene-Goziikara et al., 2007;
Barsiené et al., 2004, 2006a, 2006b; Rybakovas et al., 2009).

Zuvyse MB testas taikytas eksperimentiniuose tyrimuose vertinat jvairiy
medziagy genotoksini poveiki — aflatoksino B1, polichlorinty bifenily (Al-
Sabti, 1986), benz(a)pireno (Gravato, Santos, 2003), kadmio (Rodriguez-Cea
et al., 2003), chromo (Al-Sabti et al., 1994), cinko ir vario (Bagdonas,
Vosyliené, 2006), mitomycino C (Bahari et al., 1994; Palhares, Grisolia, 2002),
ciklofosfamidu (Rodriguez-Cea et al., 2003, Cavas, Ergene-Gozukara, 2005b),
etilmetano sulfonato (Ahmad et al., 2002), kolchicino ir rentgeno spinduliy
(Bahari et al., 1994; Gustavino et al., 2001), fitotoksiny (Cavas, Kénen, 2008),
torio (Correa et al., 2008), urano (Barillet et al., 2005). Tyrimuose naudoti
ivairiis Zuvy buriai: karpzuvés — Cypriniformes (Al-Sabti, 1986; Al-Sabti et al.,
1994), eserzuvés — Perciformes (Ieradi et al., 1996; Palhares, Grisolia, 2002;
Gravato, Santos, 2003; BarSiené et al., 2006¢), lasiSakarpiai — Characiformes
(Pantaleao et al., 2006), unguriazuvés — Anguilliformes (Rodriguez-Cea et al.,
2003), menkiazuvés — Gadiformes (BarSiené et al., 2005), plek$niazuvés —
Pleuronectiformes (Barsiené et al., 2005), lasisazuvés — Salmoniformes (Rao et
al., 1997; Rodriguez-Cea et al., 2003; Andreikénaité et al., 2007), Samazuveés —
Siluriformes (Bahari et al., 1994).

Taikant MB testa, jvertintas genotoksinis tarSos poveikis gélavandenéms

zuvims: zZemakiniams disoriams (Barbus plebéjus) (Minissi et al., 1996),
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vaivorykstiniams upétakiams (Oncorhynchus mykiss) (De Flora et al., 1993),
didziosioms laSiSoms (Oncorhynchus kisutch) (Barbee et al., 2008),
paprastiesiems zakams (Zacco platypus), priekrantiniams gyvavedZiams
eSeriams (Ditrema temmincki), karosu Carassius spp. genties bei Leiognathus
nuchalis zuvims (Hayashi et al., 1998), rudiesiems (Salmo trutta fario) bei
margiesiems (Salmo trutta) upétakiams (Sanchez-Galan et al., 1998) in situ.
Testas taikytas skirtinguose zuvy audiniuose: kraujyje (Al-Sabti et al., 1994;
Babhari et al., 1994; Gravato, Santos, 2003; Souza, Fontanetti, 2006; de Lemos
et al., 2007; 2008), inkstuose (Palhares, Grisolia, 2002; Rodriguez-Cea et al.,
2003; Barsiené et al., 2006¢), kepenyse (Rao et al., 1997), bluznyje, ziaunose
(Cavas, Ergene-Gozukara, 2005a) bei pelekuose (Arkhipchuk, Garanko, 2005).
Atlikus tyrimus, kuriuose buvo lyginama mikrobranduoliy indukcija Ziauny ir
kraujo lastelése nustatyta, kad aukStesnis spontaninis ir indukuotas daznis
budingas ziauny lasteléms (Cavas et al., 2005). Tokie rezultatai gali biiti
paaiskinti tuo, kad ziauny epitelis yra pirminis tarSos komponenty poveikio
taikinys (Dixon et al., 2002), Siame audinyje yra aukstesnis lasteliy mitozinis
aktyvumas (Arkhipchuk, Garanko, 2005). Zuvyse vykstantys eritropoezés
procesai taip pat turi jtakos MB dazniui (Udroiu, 2006).

Moliuskai dél séslaus gyvenimo budo bei filtraciniy ir fiziologiniy savybiy
tyrimuose naudojami dar dazniau. Atlikti tyrimai su Mytilus spp. genties
moliuskais, kuriy metu stebéta vandenyje esanciy jvairiy genotoksiniy junginiy
itaka MB indukcijai (Scarpato et al., 1990; Bolognesi et al., 1996). Didzioji
dauguma MB tyréju nurodo, kad mikrobranduoliy testo M. edulis lastelése
naudojimas genotoksiSkumo {vertinimui yra jautrus metodas ir tinkamas
naudoti biomonitoringui jirinése, priekrantés tarSos veikiamose vandens
ekosistemose in situ (Bolognesi et al., 1996, 1997, 2004; Burgeot et al., 1996;
Barsiené, 2002; Izquierdo et al., 2003; BarSiené et al., 2004, 2006a,b). Taikant
MB bei Komety testus Vidurzemio juros midiju (M. galloprovincialis)
hemocituose jvertintas Adrijos jiros priekran¢iy aplinkos genotoksiskumas
(Klobucar et al., 2008). Kaip bioindikatoriai Vidurzemio jiuros midijos gan

daznai naudojamos vertinat antropogenini poveiki ekosistemoms (Roméo et

33



al.,, 2003; Regoli et al., 2004; Nigro et al., 2006; Damiens et al., 2007,
Viarengo et al., 2007; Gorbi et al., 2008).

Biondikatoriniai organizmai bei juose vykstantys akumuliacijos procesai
tikslingai panaudoti nustatant aplinkos genotoksiSkuma ijvairiuose Europos
uostuose (Geteborgo, Roterdamo, Genujos, Klaipédos) po gilinimo bei valymo
darbuy, taip pat po avariniy tersaly iSsiliejimy (Stephensen et al., 2000; Regoli
et al., 2002, 2004; Frenzilli et al., 2004; Almroth et al., 2005; Sturve et al.,
2005; BarSiene et al., 2006a; Bocchetti et al., 2008). Atlikta darby, kuomet
naudojant kaip bioindikatorius moliuskus bei taikant MB testa kartu su kitais
biozymenimis jvertintas Baltijos jiiros aplinkos genotoksiSkumas (BarSiené et
al., 2006a; Kopecka et al., 2006; Schiedek et al., 2006). Dazniausiai
dvigeldziuose moliuskuose mikrobranduoliy susidarymas vertinamas
hemocituose ir ziauny lastelése (Izquierdo et al., 2003; Bolognesi et al., 2004;
BarSiené et al., 2006ab,d; Villela et al., 2007). Dixon (2002) su
bendraautoriais iSskyre moliusky hemolimfos panaudojimo
genotoksikologiniuose tyrimuose privalumus, palyginus su kitais audiniais
(Ziaunomis). Moliuskuose hemolimfa tiriama dél paprasto preparaty paruo§imo
bei galimybés taikyti ne tik mikrobranduoliy, bet ir kitus metodus, pvz.,
komety (Jha et al., 2005; Jha, 2008), acetilcholinesterazés lygio nustatymo
(Galloway et al., 2002; Al-Subiai et al., 2009). Atlikti hemolimfos ir ziauny
tyrimai atspindé€jo ivairiy klastogeny (Mersch et al., 1996), radionuklidy (Jha et
al., 2005), sunkiyju metaly (Bolognesi et al., 2004), organiniy junginiy
(Galloway et al., 2002; Rickwood, Galloway, 2004; Pan et al., 2006) poveiki

tiriamiems moliuskams.

1.5.2. Kity branduolio paZaidy analizé

Analizuojant aplinkos genotoksiskuma be mikrobranduoliy testo vandens
organizmuose buvo tiriamos ir kitos lastelés branduolio pazaidos, tokios kaip
branduolio pumpury (BP), dvibranduoliy (DB) bei fragmentuotu-apoptoziniy
(FA) lasteliy susiformavimas. Literatiiroje yra duomenuy apie tokio pobtdzio

pazaidas jurinése zuvyse ir moliuskuose (Venier et al., 1997a; Dolcetti, Venier,
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2002; Gravato, Santos, 2002, 2003; Dailianis et al., 2003; Izquierdo et al.,
2003; Guilherme et al., 2008; Koukouzika, Dimitriadis, 2008; Binelli et al.,
2009). Vertinant genotoksini junginiy poveiki tiriamas MB ir BP
susiformavimas, o citotoksini — FA ir DB lasteliy susidarymas (BarSien¢ et al.,
2006c; Barsiené, Andreikénaité 2007; Andreikénaité et al., 2007). Branduolio
pazeidimy susiformavimo priezastys ir mechanizmai iki Siol néra galutinai
aiskiis. Manoma, kad branduolio pazeidimai gali formuotis dél chromosomy
segregacijos sutrikimuy. Branduolio pumpurai formuojasi dél
ekstrachromosominés DNR amplifikacijos bei vykstant DNR trikiy reparacijos
procesams. Vykstant amplifikuotos DNR ir defektyviy DNR reparacijos
kompleksy Salinimui i§ branduolio (Shimizu et al., 1998; Haaf et al., 1999).

Lasteléje vykstancios apoptozés metu susiformuoja mikrokiineliai, kurie
vizualiai labai panas$iis { mikrobranduolius (Heddle et al., 1991). Nustatyta, kad
sunkieji metalai, gali indukuoti apoptoziniy Iasteliy susidarymo
suintensyvéjima (Rana, 2008; Franco et al., 2009). Manoma, kad apoptozé yra
biidas paSalinti i§ organizmo genetiSkai pazeistas lasteles (Stopper, Muller,
1997; De Bruin, Medema, 2008).

Fenech 2000 metais pasiilé morfologinius kriterijus, kuriais
rekomenduojama vadovautis vizualiai vertinant apoptozines lasteles.
Apoptozinése lastelése stebima chromatino kondensacija, bet citoplazmos ir
branduolio sienelé nepazeista. Kai vyksta branduolio fragmentacija i
mazesnius branduolio darinius, citoplazminé membrana islicka nepazeista.

2003 metais Fenech su bendraautoriais suformulavo kriterijus, remiantis
kuriais rekomenduojama vertinti ir kitus branduolio pazeidimus. Lastelés
turin¢ios du branduolius, anot autoriaus pateikty kriteriju, privalo biiti
pasidengusios viena lastelés membrana ir iSsidésCiusios toje pacioje
citoplazmoje. Branduoliy dydziai turi buti panasaus dydZzio, nusidaz¢ vienodo
intensyvumo spalva. Tarpusavyje branduoliai gali jungtis nukleoplazminiais
tiltais (iki % branduolio diametro). Nukleoplazminiai tiltai susiformuoja i$
dicentriniy chromosomuy, kuriy centromeros anafazés metu yra traukiamos i

skirtingus lastelés polius (Fenech, Crott, 2002; Fenech, 2006). Kai kuriais
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atvejais, kai dvibranduolés lastelés persidengia su kitomis, tampa sunku
nustatyti ar jos tarpusavyje jungiasi nukleoplazminiais tiltais, todél tokios

lastelés neregistruojamos.

1.5.3. Kiti genetiniai metodai

Priklausomai nuo taikinio dydzio yra iSskiriamos dvi salyginés genotoksiniy
efekty grupés: mikropazaidos (kur pakitimai pasireiskia biocheminiame ar
molekuliniame lygmenyje) ir makropazaidos (kur pakitimai stebimi
chromosomy lygmenyje) (Dixon et al., 2002). Mikropazaidos dazniausiai
nustatomos naudojant komety ir DNR adukty analizg. Makropazaidoms tirti
naudojamas mikrobranduoliy, chromosomy aberacijy metafazéje ir anafazéje
bei seseriniy chromatidZiy mainy testai. Sios makropazaidos susidaro tik
dalijantis Iasteléms.

Seseriniy chromatidziy mainai (SCM) yra jautrus citogenetinis metodas,
naudojamas jvertinant mutageny poveiki chromosomoms. SCM — reiskinys,
kai vienos chromosomos dvi chromatidés susikeicia savo homologinémis
dalimis, nustatomas mikroskopuojant, panaudojus diferencini dazyma. SCM
metodas taikomas toksikologiniuose testuose vertinat genotoksiniy/mutagenini
junginiy poveiki (Ergene et al.,, 2007). Juriniuose ir gélavandeniuose
organizmuose §is metodas naudojamas reciau (Alink et al., 2007; Cornet,
2007).

SCM gali sukelti jvairts fizikiniai veiksniai, pvz., jonizuojancioji
spinduliuoté, elektromagnetinés bangos, taip pat ivairlis cheminiai junginiai
(Tucker et al., 1993, 1996). Tyrimai atlickami metafazinése chromosomose,
ta¢iau tai sunku pritaikyti visoms zuvy riasims, nes kai kuriy zuvy Seimuy
kariotipai, pvz., lasiSiniy (Salmonidae), karpiniy (Cyprinidae) pasizymi dideliu
skai¢iumi mazy chromosomuy, kuriose sunku jvertinti struktiirinius pakitimus
(Dixon, Clarke, 1982).

Chromosomy aberacijy analizé — atliekama Iastelés ciklo metafazéje
ir/arba anafazéje. Lasteliy dalijimosi metu dél chromosomu trikiy ar

neissiskyrimo, verpstés ir centromeros pazeidimuy anafazéje gali atsirasti
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atsiliekantys, sulipe fragmentai, chromosomuy tiltai ir multipolinés figliros. I$
atsilikusiy fragmenty ar pilny chromosomy gali formuotis mikrobranduoliai
(Landolt, Kocan, 1984).

Zuvy chromosomy aberacijy anafazéje eksperimentiniai tyrimai buvo
atlickami penktame-SeStame praeito Simtmecio deSimtmeciuose (Longwell,
Hughes, 1980). Véliau Sis metodas buvo panaudotas beveik po 20 mety. Hose
ir Brown (1998) taiké aberacijy anafazéje testa tiriant VidurZemio jiroje
gyvenanciy rytiniy silkiu (Clupea paplasi) ikry vystymasi po ,,Exon Valdez”
tanklaivio katastrofos. Chromosomuy aberacijy analizé kartu su MB testu
naudota tiriant klastogeniniy junginiy (pentachlorofenolio ir 2, 4-
dichlorofenoksiacetatinés rugsties) poveiki Channa punctatus zuvyse (Farah et
al., 2006).

Chromosominiy pazaidy metafazéje testas leidzia analizuoti chromosomuy
struktiirinius ir skaiCiaus pakitimus. Struktiriniai pakitimai (aberacijos) gali
pasireiksti kaip chromosomuy triikiai ir chromosomu persitvarkymai: inversijos,
translokacijos, acentriniai fragmentai, ziedinés bei dicentrinés chromosomos.
Acentriniai fragmentai ir dicentrinés chromosomos daznai prarandami i$§
lastelés, jai dalijantis. Chromosomuy skaiCiaus pakitimai — aneuploidija
(hipodiploidija, hiperdiploidija) ir poliploidija. Tiriant lasteliu metafazes,
galima {vertinti ir jvairius mejozés sutrikimus — bivalenty skaiciaus pokycius,
univalenty susidaryma, poliploidija (Landolt, Kocan, 1984).

Yra zinoma, kad mazos chromosomos yra daug dazniau prarandamos ar
igyjamos. Teorijos, aiskinancios $i reiskini, akcentuoja didziyjy chromosomy
praradimo  letaluma, mazyju akrocentriniy chromosomy vaidmeni
organizuojant branduolj (dél to ilgesni ju prisitvirtinima prie branduolélio).
Manoma, kad mazosios chromosomos gali biiti dazniau prarandamos, dél
silpnesnio prisitvirtinimo prie objektinio stiklelio (Ohtaki et al., 1994).

DNR adukty testas parodo genotoksiniy medziagy poveiki ir galimy
nepalankiy organizmui efekty indukcija. Egzistuoja tiesioginé koreliacija tarp
DNR adukty susiformavimo ir kancerogenezés (Peakal, 1992). Nustatyti

ivairts piktybiniy augliy tipai Zuvyse ir kiautuoty véziagyviy populiacijose,

37



kurie gyvena uZterStuose vandenyse (Bolognesi et al., 1996). DNR aduktai
nustatomi taikant modifikuoty baziy Zyméjima radioaktyviu fosforu (**P), tai —
imunofermentinis metodas, atrastas 80-yju pradzioje, vélesniais metais buvo
iStobulintas ir patikslintas (Phillips, Castegnaro, 1999; Phillips et al., 2000).
Dél jautrumo ir spartumo sékmingai pradétas naudoti aplinkos monitoringo
programose vertinant genotoksiniy poliaromatiniy junginiy poveiki (Van der
Oost et al., 1996; Xu et al, 1999). Statistiskai patikimi DNR adukty
susidarymai nustatyti jvairiose zuvy ir moliusky riiSyse vertinant jvairiy terSaly
poveiki lauko ir laboratorijos salygomis (Aas et al., 2000; Ching et al., 2001;
Dolcetti et al., 2002; Le Goff et al., 2006; Skarphédinsdottir et al., 2007).
Padidéjes DNR adukty kiekis nustatytas paprastyjy jiiros liezuviy (Solea solea)
kepenyse praéjus 2 mén. nuo naftos tankerio ,,Erika® avarijos (Amat et al.,
2006).

Pastaraisiais metais, vis dazniau naudojamas komety metodas (Frenzilli et
al., 2009). Sis metodas pasizymi ganétinai dideliu jautrumu, spartumu bei
paprastumu. Taikant komety metoda nustatomos pirminés DNR pazaidos
(Singh et al., 1988; Steiner et al., 1998; Comet Assay interest group website:
http://cometassay.com/). Kai kurie autoriai pabrézé Sio metodo universaluma
naudojant genotoksiloginiuose, ekotoksikologiniuose bei biomonitoringo
tyrimuose (Dixon et al., 2002; Lee, Steinert, 2003; Collins, 2004; Cavas,
Konen, 2008). Metodas taikytas ivairiems organizmams, tarp juy Zemesniesiems
ir aukStesniesiems augalams (Gichner et al., 2006), mazaseréms ir
daugiaseréms zieduotosioms bei ploksCiosioms kirméléms, véziagyviams,
vabzdziams, dvigeldziams, pilvakojams, jiirinéms zvaigzdéms, eziams, zuvims,
amfibijoms ir zinduoliams. Tyrimai atlikti, nustatant jvairiy cheminiy bei
fizikiniy veiksniy poveiki skirtingose organizmy gyvenimo ciklo etapuose bei
skirtingose S$iy oragnizmuy lastelése (laboratorinémis ir lauko salygomis)
(Mitchelmore, Chipman, 1998; Cotelle, Ferard, 1999; Rank, Jensen, 2003).

Tyrimy metu kompiuterinés programos pagalba suskaiiuojamas lasteliy
turin¢iy pazaidas daznis, jvertinamas komety uodegos ilgis, forma. Taikant

metoda svarbu jvertinti DNR kieki, komety forma ir dydj. Siuos parametrus
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gali jtakoti daZymo procediiros, skai¢iavimo kriterijai (Kumaravel et al., 2007,
Jha, 2008). Bitina atsizvelgti i tiriamo organizmo amziy, lyti, vystymosi
stadija, tiriamo audinio ypatumus, metabolizma, lasteliy proliferacijos
intensyvuma.

Komety metodas taikytas naudojant kaip bioindikatorius jvarius moliuskus
ir zuvis (Gielazyn et al., 2003; Gwo et al., 2003; De Andrade et al., 2004;
Villela et al., 2007; Wessel et al., 2007). Woo su bendraautoriais (2006) atliko
tyrimus, kuriy metu naudodami kometu metoda azijiniy paltuszuviy
(Paralichthys olivaceus) kraujo lastelése jvertino naftos perdirbimo komplekso
ir plieno gamykos iSleidziamy nuoteky bei uosto akvatorijos genotoksinj tarSos
poveiki. Paprastyju végeliu (Lota lota) kraujo eritrocituose taikant komety
metoda nustatytas Geteborgo uosto akvatorijos aplinkos genotoksiSkumas
(Frenzilli et al., 2004). Karpio lasteliu linijose naudojant komety metoda tirtas
Siaurés ir Baltijos jiros sedimenty genotoksiskumas (Kammann et al., 2004).
Paprastosiose katzuvése (Ameiurus nebulosus) komety metodas taikytas
vertinant PAA genotoksini poveiki $iais junginiais terSiamose vandens

ekosistemos zonose (Padrangi et al., 1995).

1.6. Pagrindiniai aplinkos genotoksiSkumo vandens ekosistemose
bioindikatoriai ir jy panaudojimas tyrimuose

Vandens kokybés tyrimuose poikiloterminiy organizmy panaudojimas yra
tikslingas, kadangi tai yra labai placiai paplitg, sudarantys gausias populiacijas
gyviinai, tad terSaly iSmetimo ar iSsipylimo vietoje gali tiksliau atspindéti
neigiama poveiki vandens sistemoms. Svarbi ju ekologiné¢ ir ekonominé
reikSmé. Todél jiirinés aplinkos tarSos poveikio tyrimuose dazniausiai
naudojamos zuvys, moliuskai ir véziagyviai.

Zuvys vandens sistemose, sudaro paskutini mitybinés grandinés lygmeni,
tad tarSos poveikiui yra ypac jautrios (Van der Oost et al., 2003). Be to, Zuvys
yra maisto Saltinis aukS$tesniesiems stuburiniams, tarp ju ir zmogui (Elia et al.,
2006). Pateke i hidrosistemas tersalai, Zuvyse inicijuoja specifiniy fiziologiniy

ir biocheminiy procesy pokycius (Waite et al., 1992; Mattiessen et al., 1995;
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Storm et al.,, 2000), tad zuvuy kaip aplinkos uZterStumo bioindikatoriy
panaudojimas yra vienareikSmiSkas (Schnell et al, 2008). Tiriant
antropogeningés tarSos poveiki vandens organizmams monitoringo darbai atlikti
naudojant §ias bioindikatorines zuvy rasis: dryZzaji jurini karosa (Boops boop),
europing barzdot¢ (Mullus barbatus), europini zvaigzdininka (Uranoscopus
scaber) (Bolognesi et al., 2006a) europini Sapala (Leuciscus cephalus)
(Frenzilli et al., 2008), niling tilapija (Oreochromis niloticus) (Linde-Arias et
al., 2008), europing uping pleksne (Platichthys flesus), paprastaja gelsvapeleke
pleksne (Limanda limanda), Atlanting menke (Gadus morhua) (Rybakovas et
al., 2009).

Viena i§ Siaurés jiiros naftos industrijos zonose sugaunamy riisiy — Atlantiné
menké (G. morhua), placiai naudojama eksperimentiniuvose (lauko ir
laboratoriniuose) tyrimuose (Schnell et al., 2008). Atlickant Lietuvos
priekrantéje esancio Bitingés naftos terminalo daugiameti monitoringa kaip
bioindikatorinés riisys naudojamos upinés pleksnés (P. flesus) ir paprastieji otai
(Scopthalmus maximus). Praéjus net 8§ ménesiams po Biitingés naftos avarijos,
terminalo zonoje sugauty upiniy pleksniu (P. flesus) eritrocituose nustatyti
auksti MB dazniai, palyginus su kontroline vieta (BarSiené¢ et al., 2004).
Padidéjgs MB ir branduolio pazaidy daznis aptiktas Zuvyse sugautose skaltiny
apdirbimo jmonés nutekamyjuy vandenu isleidimo zonose (Da Silva Souza,
Fontanetti, 2006).

Zuvy vystymosi stadijos ne vienodai jautrios terSalams, tad atlickami
tyrimai su skirtingomis ju stadijomis (embrionais, lervomis, mailiumi). Naftos
ir dyzelinio kuro iSsiliejimo vietose pagauty Atlantiniy (G. morhua) ir ledjiirio
(Pollachius virens) menkiuy bei zieminiu plekSniu (Pseudopleuronectes
americanus) embrionuose nustatytas iSauges chromosomy aberacijy skaicius
(Longwell, 1978; Hughes, 1999).

Ekosistemy genotoksisSkumo tyrimuose kaip bioindikatoriniai organizmai
naudojami ir moliuskai. Siy organizmy, kaip bioindikatoriy pasirinkimo
populiaruma lemia platus ju geografinis paplitimas, populiaciju gausumas,

séslus gyvenimo budas, adaptacija prie sparciai kintanCiy aplinkos salygu,
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tolerancija jvairiems aplinkos terSalams, auksta terSaly biokoncentracija, labai
zemas organiniy terSaly metabolizmo fermenty aktyvumas, stabilios
populiacijos, pakankamai ilga gyvenimo trukmé, dydis bei savybé puikiai
prisitaikyti prie laboratoriniy ar lauko (laikymo skirtingose varzose) salygu
(Viarengo, Canesi, 1991; Oehlmann, Ochlmann, 2003). Tyrimuose gali buti
naudojamos skirtingos moliusky vystymosi stadijos (Cheung et al., 2006).

Dvigeldziai moliuskai (Mytilus spp. ir Perna spp.) yra bene daZniausiai
naudojami biologiniai indikatoriai tiriant genotoksiniy medziagy poveiki lauko
ir laboratorinémis salygomis, taip pat atliekant monitoringinius stebéjimus
(Chase et al., 2001; Nicholson, Lam, 2005; Rank 2009). Atlikta laboratoriniy
tyrimy, kuomet naudojant Mytilus genties moliuskus tirtas genotoksinis ivairiy
mutageniniy, kancerogeniniy, toksiniy medziagy poveikis — benz(a)pireno
(Venier et al., 1997a), domo riigsties (Dizer et al., 2001), tricio (Jha et al.,
2005), Cd ir Cr (VD) (Emmanouil et al., 2007), fenantreno, Cu, Cd, Hg
(Koukouzika, Dimitriadis, 2008). Mytilus edulis rusis pla¢iai naudota jvairiose
pasaulinése monitoringo programose (Chase et al., 2001; O’Connor, 2002).

Naudojant moliuskus vandens ekosistemy tarSos poveikio jvertinimuose
daznai taikomi jvairiis bioZymenys (Long, Buchman, 1990; Galgani et al.,
1992), t.y. lizosomy membrany stabilumo (LMS) (Marigémez et al., 2007),
metalotioneiny, EROD, AchE, GST bei MB testas (Wrisberg, Rhemrev, 1992;
Burgeot et al., 1995; Hayashi et al., 1998; Izquierdo et al., 2003; Magni et al.,
2006).

Monitoringo tyrimai gali buti atliekami taikant pasyvaus biomonitoringo
biida, kuomet tiriami natiiraliai tose vietose gyvenantys organizmai (Claisse,
1989), bei aktyvyji biomonitoringa (laikyma varZose), kuomet organizmai i$
neuzterSty zony ar akvakultiiry perkeliami i terSiamas vietas (Fabris et al.,
1994; Andral et al., 2004). Pastaraisiais metais tarS§os poveikio nustatymui vis
dazniau taikoma moliusky laikymo varzose skirtingomis salygomis metodika
(Bolognesi et al., 2004; Bocchetti et al., 2008; Klobucar et al., 2008). Tai yra
vienas i§ tiksliausiuy lauko eksperimenty, geriausiai atspindinciy tarSos lygi

vandens ekosistemose, kadangi atliekant bioindikatoriniy organizmy perkélima
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18 neuzterStos vietos | uzterSta zona iSvengiama ilgalaikiy organizmy adaptacijy
prie chroniskos tarSos. Vykdant aktyvy monitoringa, terSaly poveikiui jtakos
turi ir aplinkos veiksniai — vandens temperatiira, pH, srovés, sezoniSkumas,
taip pat organizmu adaptacijos laikotarpis bei eksperimentiniy organizmy
laikymo varzose trukmé (Rank et al., 2007; Barbee et al., 2008).

Perkélus Mpytilus galloprovincialis 1S neuzter§tos vietos 1 ,,Prestige®
tanklaivio naftos iSsipylimo zona, buvo nustatytas padidéjes DNR pazaidu
lygis moliusky hemocituose (Laffon et al., 2006). Skirtingose varzose laikyty
midijy (M. edulis) hemocituose bei spermatozoiduose jvertintas DNR pazaidy
daznis, teigiamai koreliavo su terSaly koncentracija nustatyta $iy oraganizmy
audiniuose bei jiiros sedimentuose (Steinert et al., 1998). Atlikus eksperimenta
su M. edulis, moliusky lastelése iSauges DNR pazaidu daznis buvo glaudziai
susijes su sedimentuose padidéjusiu sunkiyjy metaly (Cr, Ni ir Cd) kiekiu
(Rank et al., 2005).

Bolognesi su bendrautoriais (2004) metais vertindama aplinkos PAA bei
sunkiaisiais metalais (Hg ir Cd) tarSa atliko in situ tyrima. IS vienos veisyklos
atveztus vienodo dydzio M. galloprovincialis moliuskus 30 dieny perkélé |
keturias Ligurijos priekrantés zonas (skirtingas varzas), be to, vienu metu tyré
ir natiiralias Siose zonose gyvenanCiy moliusky populiacijas. Nustatyti
mikrobranduoliy bei DNR viengrandziy triikkiu dazniai parodé tarSos gradienta,
palyginus su naudota kontroline grupe. I§ nattraliy populiaciju surinkty
moliusky audiniuose nustatytos aukstesnés PAA bei sunkiyju metaly
koncentracijos, Siuose organizmuose rasti ir aukstesni MB dazniai. Tuo tarpu,
i§ veisyklos perkeltuose moliuskuose fiksuotas aukstesnis viengrandziy DNR
trikiy daznis. Gauti rezultatai jrodé, kad labai svarbi poveikio tersalais trukmé.
Desimt karty aukStesni MB dazniai, nei kontrolinéje grupéje, nustatyti
moliuskuose, kurie 4 mén. po naftos iSsiliejimo avarijos laikyti skirtingose
varzose (Arenzano zonoje) (Bolognesi et al., 2006a). Aktyvaus monitoringo
principas taikytas vertinat { upes ir estuarijas patenkanciy terSaly genotoksini

poveiki moliuskams (Wepener et al., 2008).
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Taikant aktyvaus monotoringo biida vis pla¢iau naudojamos ir kitos vandens
organizmy grupés. Morales-Caselles su bendraautoriais (2008) atliko
eksperimenta, kurio metu jvertino ivykusio naftos i$sipylimo poveikj skirtingo
mitybos pobiidzio bestuburiuose — dvigeldé¢je filipininéje veneroje (Ruditapes
philippinarum) ir zaliajame krabe (Carcinus maenas) panaudodamas skirtingus
bioZymenis.

Nors zuvys dél juy judraus gyvenimo biido re¢iau nei moliuskai naudojamos
laikymo varzose eksperimentuose, taciau kai kurie autoriai pabrézia ju kaip

bioindikatoriy privaluma (Oikari, 2006).
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2. MEDZIAGA IR METODAI

Taikant aktyvaus monitoringo principus aplinkos genotoksiskumo ir
citotoksiskumo (geno-citotoksiSkumo) tyrimai buvo atlikti Statfjord ir Ekofisk
naftos telkiniy zonose. Kaip biondikatoriai naudoti dvigeldziai aktyviai
vandeni filtruojantys sésliis moliuskai M. edulis ir pelaginés Zuvys Atlantinés
menkes (G. morhua). Statfjord ir Ekofisk yra ne tik seniausiai atrasti, ilgiausiai
eksploatuojami, bet ir didziausi naftos telkiniai Norvegijos ekonomingje
zonoje. IS naftos greziniy iSgaunamos zaliavinés naftos genotoksiniy ir
citotoksiniy savybiy jvertinimui, buvo atlikti laboratoriniai tyrimai Stavangerio
tarptautiniy tyrimy instituto eksperimentiniame centre (International Research
Institute of Stavanger — IRIS), naudojant automatizuota vandens ir terSaly
padavimo, vandens temperatiros, pH ir druskingumo palaikymo sistema.
Laboratoriniuose eksperimentuose naudota zaliaviné nafta iSgaunama i
Statfjord B ir Oseberg C platformy (Siaurés jiira) bei i§ Minijos greZinio
(Lietuva). Taip pat jvertintos Arktinés zZaliavinés naftos iSgaunamos Barenco
juroje genotoksinés ir citotoksinés savybés dugniniy zuvy oty (S. maximus)
kepeny eritrocituose.

Oseberg C platformoje naftos iSgavimo technologiniy procesy metu
susidaran¢iy gamybiniu vandeny geno-citotoksinis poveikis analizuotas
Atlantiniy menkiy inksty ir kepeny eritrocituose laboratorinémis salygomis.
Gamybinio vandens sudétyje esanciy AF, PAA bei naftos misinio genotoksinis
ir citotoksinis potencialas nagrinétas Atlantinése menkése eksperimenty metu.
PAA ir sunkiyjy metaly tarSos poveikis tirtas midijy ziauny lastelése laikant
moliuskus varzose tarSos gradiente Karmsund fjordy sistemoje. Sunkiyju
metaly poveikis O. mykiss zuvyse analizuotas pusiaustatinése laboratorinése
salygose Gamtos tyrimy centro Ekologijos instituto, Hidrobionty ekologijos ir

fiziologijos (HEF) laboratorijoje.
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2.1.Tirtos Zaliavinés naftos grezZiniy trumpa charakteristika

Siaurés jiros naftos pramonés tarSos poveikis tirtas Statfjord ir Ekofisk
naftos telkiniy zonose (aktyvus monitoringas). Statfjord naftos telkinys yra
pasienyje ties Norvegija ir DidZiaja Britanija (Siaurin¢je Siaurés jiros dalyje)
(2.1.1. pav.). Telkinys aptiktas dar 1974 metais (150 m gylyje), pradétas
eksploatuoti 1976-yju birzeli. Jame buvo jrengtos trys platformos: Statfjord A,
Statfjord B ir Statfjord C. Musy tyrimuose naudota Zaliaviné nafta i§ Statfjord
B platformos, kuri yra pietinéje naftos telkinio dalyje, nafta Sioje platformoje
pradéta iSgauti nuo 1982 mety.

Atliekant laboratorinius eksperimentus naudota Oseberg C naftos
platformoje iSgaunama zaliaviné nafta. Oseberg naftos ir duju telkinys
iSsidéstes i pietus nuo Statfjord naftos telkinio. Eksploatuojamas nuo 1988
mety. Oseberg naftos telkinyje yra trys, tiltais tarpusavyje sujungtos, naftos
platformos (Oseberg A, Oseberg B ir Oseberg D), kurios sudaro bendra
Oseberg centra. Oseberg C platforma i$sidésciusi 14 km toliau i $iaur¢ nuo
viso centro, joje yra taikoma integruoto naftos grezimo technologija. 2005 m.
duomenimis, Oseberg naftos telkinyje per diena buvo iSgaunama apie 90,900

bareliy naftos ir 7,8 milijony m® dujy.

NORVEGLIOS JURA

Shaifjord NORVEGLIA
L]
n . Bergenas
Oseherg .
o : SVEDLIA
Bhafick
DANLIA
STAURES JORA
DIDEO | VORIETIIA.

BRITANLIA -

2.1.1. pav. Tyrimuose naudotos zaliavinés naftos iSgaunamos i§ Statfjord,
Oseberg ir Ekofisk naftos platformy laukai.
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I pictus nuo Oseberg naftos telkinio nutolgs ir Ekofisk naftos telkinys.
Telkinys atrastas dar 1969 metais (75 m gylyje) ir Norvegijos istorijoje
laikomas pirmuoju naftos telkiniu. Eksploatuoti pradétas 1971-aisiais metais.
Pirmaisiais naftos iSgavimo metais zaliaviné nafta Siame grezinyje buvo
tiesiogiai pompuojama i atplaukiancius tanklaivius ir tik 1973 metais buvo
pastatytas rezervuaras naftai surinkti. Statfjord ir Ekofisk naftos telkiniai yra
didziausi, seniausiai atrasti ir ilgiausiai eksploatuojami Norvegijos
ekonomingje zonoje. IS kiekvieno telkinio jau iSgauta vir§ 450 min. tony
zaliavinés naftos. Planuojama, kad Statfjord platformos bus eksploatuojamos
iki 2020, o Ekofisk — iki 2050 mety. Pastarosios kloduose manoma dar like 1/3
pradinio naftos kiekio (NPD, 2007).

2.2. Tyrimuose naudoty organizmy trumpa charakteristika

Atlantiné menké — Gadus morhua morhua Linnaeus, 1758

Poklasis Actinopterygii
Biirys Gadiformes
Seima Gadidae

Gentis Gadus

Menkeés yra paplitusios nuo rytinés Atlanto dalies (Biskajos ilankos) iki
Arkties vandenyno. Gyvena Siaurés jiroje bei ties Islandijos krantais.
Svarbiausia Zuvy augimo vieta — Barenco jura, ten randamos didZiausios
menkiy populiacijos. Siy Zuvy kiinas yra verpstiskas, galva didelé, Ziotys
gilios, ant apatinio zando ilgas Usas, kiinas zalsvai pilkas ar zalsvai rudas,
iSmargintas rudomis démémis. Auga gan greitai, vidutiniSkai sveria 4,5-11,3
kg, subresta 2-3 metais, kai kiino ilgis siekia 20-27 cm. PrieS nerSta zuvys gali
migruoti. NerSia viena karta i metus. Gyvena tuntais, minta véziagyviais,
moliuskais, jiiry zvaigzdémis, kirmélémis ir zuvimis (daugiausiai stintomis,
strimélémis ir Atlantinémis silkémis). Budingas kanibalizmas (Virbickas,
2000). G.  morhua  diploidinis = chromosomy  rinkinys  2n=46

(www.fishbase.org).

46



Paprastasis otas — Scophthalmus maximus Linnaeus, 1758
Poklasis Actinopterygii
Burys Pleuronectiformes
Seima Scophthalmidae

Paplitg Siaures ryty Atlante nuo Vidurzemio jiiros (ties Europos krantais) iki
Siaurés poliarinio rato. Gyvena iki 80 metry gylio gelmése ant smélingo arba
dumblingo grunto. Kiinas asimetriS$kas, beveik apvalus, be Zvyny, rudas su
tamsiomis démémis, padengtas aStriais raginiais dygleliais. Akys dazniausiai
biina kairéje puséje. Dazniausiai uzauga iki 50-80 cm ir sveria 5-12 kg.
Subrgsta 5 metais, tuomet kiino ilgis biina apie 17-28 cm. Otai nerSia
porcijomis balandzio — rugpjicio ménesiais, priekrantése 10-40 metry gylyje.
Ikriukai pelaginiai, 0,9-1,2 mm. Vislumas nuo 0,5 iki 14 mln. ikreliy. Lervutés
pelaginés. Kiinas simetriskas, pigmentuotas. Uzaugusios iki 25 mm lervutés
(40-50 para) akys fiksuojasi i viena Song. Mailiumi virsta 5 ménesi, kai kiino
ilgis biina apie 27 mm (Virbickas, 2000). Otai minta kitomis Zuvimis,
véziagyviais bei dvigeldziais moliuskais. S. maximus diploidinis chromosomy

skaiCius 2n=44 (www.fishbase.org).

Paprastasis europinis eSerys — Perca fluviatilis Linnaeus, 1758

Poklasis Actinopterygii
Biirys Perciformes
Seima Percidae

Gentis Percinae

Pla¢iai paplites visoje Europoje iSskyrus Islandija, Italija, S$iauring
Skandinavija (Malison, 2003). Introdukuotas Australijoje, Naujoje Zelandijoje,
Piety Afrikoje. Gyvena vandenyse, kuriy temperatiira siekia nuo <4 °C iki 32
°C, pH 7,0-7,5. Gali buti aptinkamas sekliuose Baltijos vandenyse (7-10%o),
Aralo juroje (10%o), taCiau visai netoleruoja didesnio druskingumo (Heyer,
2003). Sios Zuvies iSgyvenimui yra svarbus iStirpusio deguonies kiekis,
optimaliausias 1,1-1,3 ppm (esant 16 °C), mailiui — 7-10 ppm (esant 20°C)

(Linlgkken, 2003). Paprastojo europinio eSerio patinai subrgsta antrais
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gyvenimo metais, patelés — metais ar dviem véliau. Kai kuriose greitai
auganciose populiacijose patinai subrgsta ir pirmais gyvenimo metais.
Jaunikliai maitinasi jvairiais bestuburiais pagrindinai i§ Chironomidae ir
Crustacea Seimy. Suauge tampa pléSriinais (Kestemont et al., 2003). ESerio
augimas priklauso nuo jvairiy aplinkos veiksniy: temperatiros, mitybinés
bazés. Optimaliausios salygos yra dideliuose, nepersekliuose, esant
pakankamai maisto mezotrofiniuose ezeruose, bendrijoje su paprastaja kuoja
(Rutilus rutilus), europine stinta (Osmerus eperlanus). Chromosomu skaicius

2n=48 (www.fishbase.org).

Vaivorykstinis upétakis — Oncorhynchus mykiss Walbaum, 1792

Poklasis Actinopterygii
Biirys Salmoniformes
Seima Salmonidae
Gentis Oncorhynchus

Nattraliai paplitgs Ramiojo vandenyno Siauringje dalyje. Blina praeivés ir
séslios gelavandenés formos. Sésliis gélavandeniai upétakiai Lietuvoje
auginami tvenkiniuose nuo XIX a. [vairios vaivorykstinio upétakio formos
skiriasi tik augimu, vislumu, nersto laiku, atsparumu ligomis, o morfologiskai
jie visi gana panaSiis. Kunas verpstés formos, i§ Sony kiek plokscias,
iSmargintas apvaliomis tamsiomis démémis. Galva ir nugara plieno spalvos.
Sonai sidabriski, déméti. Pilvas pilkivai baltas. NerSian¢iy zuvy, ypaé patiny,
kiino Sonuose idryskéja roziné juosta, kuri pakragéiuose yra blyskesné. Zvynai
nedideli. Subrgsta 3-4 metais, kai pasiekia 40-50 cm. NerSia anksti pavasarj
ant akmenuoto ar Zvyruoto grunto, kai vandens temperatira >6 °C.
Vislumas — iki 2-3 tiikst. ikreliy. Jaunikliai gyvena upése apie 2 metus,
minta bestuburiais, jiroje — bestuburiais ir zuvimi. Suauge individai minta

zoobentosu ir nektonu, chromosomy skai¢ius 2n=58 (www.fishbase.org).

48



Valgomoji midija — Mytilus edulis Linnaeus, 1758

Klas¢ Bivalvia
Poklasis Heterodonta
Biirys Mytiloida
Seima Mytilidae
Poseimis Mytilinae
Gentis Mytilus

Mytilus genties moliuskai placiai paplit¢ Siauriniame ir pietiniame Zemés
pusrutulivose, vidutinio ir arktinio klimato jarose. Siaurés ryty Atlanto
vandenyne jie aptinkami nuo Arkties iki Vidurzemio jiry. Midijy dydis labai
priklauso nuo vandens druskingumo. Didziausi Mytilus genties moliuskai
uzauga net iki 15-20 cm, esant mazam druskingumui midijos teuzauga tik iki
2-3 cm. Dauguma moliusky gyvena sublitoralinéje zonoje, taCiau nemazai
midijy aptinkama ir jiru litoral¢je. Prie akmeny, uoly ir kitokio substrato
midijos tvirtinasi tvirtomis gijomis, bisuso sitlais, kurie susiformuoja i$
moliusko kojoje esanc¢iy bisuso liauky gaminamo kietéjancio lipnaus skyscio.
Midijos dauginasi geguzés — spalio ménesiais priklausomai nuo temperatiiros ir
sroviy. Per viena karta patelé iSleidzia nuo 5 iki 12 min. ikreliy. Po
apvaisinimo vystosi plaukiojanti lerva trochofora. Pas tokia lerva formuojasi
ziuzeliai. Po keliy dieny trohofora iSsivysto i veligerio lerva. Po 4-6 savaiciy
susiformuoja juvenyliné moliusko stadija. Dar po keliy savaic¢iy moliuskas
pradeda dreifuoti vandenyje. Galiausiai bisuso gijomis prisitvirtina prie kieto
substrato. Mytilidae Seimos moliusky diploidinis chromosomy rinkinys 2n=28

(Thiriot-Quiévreux et al., 1989).

Antiné geldené — Anodonta anatina Miiller, 1774

Klasé Bivalvia
Biirys Unionoida
AntSeimis Unionacea
Seima Unionidae
Gentis Anodonta
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Unionacea antSeimio moliuskai viena i§ dazniausiy ir tankiausiai paplitusiy
Europoje, Azijoje, Siaurés Amerikoje (Graf, Cummings, 2007). Uzauga iki 23
cm ilgio, gyvena jsiraus¢ dumble ar smélyje. Lervos tvirtinasi prie zuvy kiino ir
taip migruoja, o po keliy savai¢iy subrendusios, nukrenta ant dugno. Lyginant
su kitomis §ios $eimos riisimis, Sie moliuskai pasizymi mazu jautrumu aplinkos
tarSai (Piechocki, Dyduch-Falniowska, 1993). Anodonta anatina kariotipas

2n=38 (Woznicki, Jankun, 2004).

2.3. Aplinkos genotoksiSkumo ir citotoksiSkumo tyrimai taikant aktyvy
monitoringa

Eksplotuojamy Siaurés jiiroje naftos telkiniy zonose buvo vertinamas geno-
citotoksinis i aplinka patenkanciy terSaly poveikis. Tam, kad iSvengti
organizmu adaptacijy prie chroniskai terSiamos naftos greziniy aplinkos,
tyrimuose naudotas aktyvus monitoringas (organizmy perkélimas i§ salyginai
§variy viety arba akvakultiry | skirtingas naftos platformy zonas) (2.3.1.

lentelé).

2.3.1. lentelé. Aktyvaus monitoringo tyrimy vietos ir medziaga.

Tirty  organizmy | Tyrimy vieta/ | Laikymo varZose vieta/

rasis/skaicius/ poveikio laikas | atstumas nuo tarSos Saltinio
lastelés

Gadus morhua 60 Statfjord B 500, 1000 ir 10000 metry
kepeny eritrocitai 6 savaites Kontroliné grupé

Mpytilus edulis 60 Iki poveikio grupé

hemocitai

Mytilus edulis 93 Ekofisk 1 stotis (1600 m PV*)
hemocitai 6 savaités 2 stotis (600 m PV)

3 stotis (arti iSleidéjo)

4 stotis (arti isleidéjo)

5 stotis (1100 m SR*)

6 stotis (2000 m SR)

Kontroliné grupé uz 20000 m
Mytilus edulis 50 Karmsund 1 stotis (toli { pietvakarius nuo
ziauny lastelés 4 savaités iSleidéjo), 2 stotis (i rytus nuo
iSleidéjo), 3 stotis (arti Sleidéjo)
Kontroliné grupé
(Forlandsfjorden)

1ki poveikio (Forlandsfjorden)

*PV — i pietvakarius, SR — i §iaurés rytus nuo isleidéjo
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2.3.1. Statfjord B naftos platformos tarSos poveikio analizé

Midijos ir Atlantinés menkeés Siam eksperimentui buvo atveztos i§ veisyklos.
Bazinis branduolio pazaidy lygmuo nustatytas 20 midijy ir 20 menkiy individy.
Po 6 pary aklimatizacijos, 2004 mety rugpjucio-spalio mén. atskirai po 10
moliusky ir zuvy individy buvo patalpinta { tinklinius narvus (2.3.1.1. pav.) ir
panardinta 500, 1000, 10000 m atstumais nuo Statfjord B naftos platformos.
Kontrolinés grupés po 10 midijy ir menky individy panardintos i salyginai
Svaria pieCiau nuo naftos platformos esancia zona (uz 20 km nuo platformos).
Tyrimy metu vandens temperatiira sieké 12-15 °C. Tokiu bidu i§ viso buvo
tiriama 60 M. edulis ir 60 G. morhua individy. Po 6 savaiCiy varzose laikytos
zuvys bei moliuskai buvo preparuojami. Paruosti menkiy kepeny ir moliusky

hemolifmos lasteliy preparatai, zaliavinés Statfjord B naftos platformos geno-

citotoksiskumo tyrimams atlikti.

2.3.1.1. pav. Aktyvaus monitoringo metu naudojami tinkliniai narvai.

2.3.2. Ekofisk naftos platformos tarSos zonose iSleidZiamy gamybiniy
vandeny poveikio analizé
Tiriant Siaurés jiiroje esan¢ios Ekofisk naftos platformos poveiki biotai,

tyrimuose kaip bioindikatoriniai organizmai naudotos veisykloje augintos
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midijos. Atvezti moliuskai, prie§ perkeliant | Ekofisk naftos platformos zona, 6
paras aklimatizuoti IRIS eksperimentinio centro akvariumuose. Eksperimento
metu, kuris vyko 2006 mety 04.03 — 05.21 dienomis, moliuskai transportuoti |
naftos platformos vieta, patalpinti i 7 narvus, kurie nuleisti i skirtingu atstumu
nuo Ekofisk naftos platformos nutolusias zonas. Sesi narvai su juose esanéiais
moliuskais iSdéstyti naftos platformos zonoje atsizvelgiant i vandens sroves,
naftos platformos artuma bei iSleidziamus gamybinius vandenis (stotys — 1, 2,
3,4, 5, 6). Kontroliné (K) moliusky grupé patalpinta 20 km atstumu nuo naftos
platformos.

Arc¢iausiai nuo naftos platformos iSleidziamy GV buvo trecioji (vakary
kryptimi nuo esancio iSleidéjo) ir ketvirtoji (piety kryptimi nuo 2/4J isleidéjo)
esancios stotys. Pirmoji (1600 m) ir antroji (600 m) stotys buvo i pietvakarius
nuo platformos. Penktoji (1100 m) ir $eStoji (2000 m) stotys i Siaurés rytus nuo
naftos platformos (2.3.2.1. pav.). Po 6 savai¢iy moliuskai iskelti, paimta
hemolimfa, paruosti preparatai Ekofisk naftos platformos geno-citotoksiskumo

poveikio nustatymui.
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2.3.2.1. pav. Moliusky laikymo varzose stotys esancios Ekofisk naftos
platformos zonoje.
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2.3.3. PAA ir sunkiyjy metaly poveikis tarSos gradiente Karmsund fjordy
sistemoje

Naftos platformy aplinkoje nustatomy poliaromatiniy angliavandenily bei
sunkiyjy metaly poveikis tirtas Karmsund fjordy sistemoje ties Hogevarde

(Siaurés jiira) (2.3.3.1. pav.).

2.3.3.1. pav. Midijy laikymo varzose Karmsund fjordy sistemoje schema.

Cia dél intensyvios laivybos i aplinka patenka daug naftos produkty ir
stebimas ypac didelis uzterStumas PAA ir sunkiaisiais metalais. Be to,
aliuminio perdirbimo gamykla kasmet iSmeta 450 kg pirogeniniy PAA (Beyer
et al., 1998). M. edulis moliuskai buvo surinkti neuzter$toje Forlandsfjorden
zonoje ir po 10 individy, 2007 m. rugpjicio 20 diena, keturioms savaitéms
patalpinti i skirtingas Karmsund fjordu sistemoje pasirinktas stotis (1, 2 ir 3
stotys), atsizvelgiant { atstumus nuo tarSos Saltinio. Kontroliné grupé perkelta

atgal | Forlandsfjorden zona. Prie§ perkeliant moliuskus | Karmsund zonas
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nustatytas bazinis branduolio pazaidy lygis. Po keturiy savai¢iy (2007 m.
rugséjo 18, 20, 21 dienomis) moliuskai i§ varzy buvo iSkelti, iSpreparuotos
ziaunos, i§ kuriy paruosti preparatai PAA ir sunkiyjy metaly genotoksinio ir

citotoksinio poveikio nustatymui.

2.4. Naftos platformy zonose randamy terSaly genotoksinio ir citotoksinio
poveikio laboratoriniai tyrimai

Laboratoriniai eksperimentai buvo atlickami Norvegijos Stavangerio
tarptautiniy tyrimy instituto eksperimentinéje bazéje ir Gamtos tyrimy centro
Ekologijos instituto, Hidrobionty ekologijos ir fiziologijos laboratorijoje.
Norvegijos Stavangerio tarptautiniy tyrimy instituto eksperimentinéje bazéje
zuvys ir moliuskai atliekant tyrimus buvo atvezti i§ veisykly, taciau
eksperimentinés kontrolés patikslinimui naudoti organizmai ir i§ natiraliy
populiaciju. Laboratoriniai tyrimai buvo atlikti Siuolaikiskai jrengtame
eksperimentiniame centre, kuriame jrengta automatiné terSaly dispersijos ir
padavimo sistema (Sanni et al., 1998). Akvariumuose (400 ir 600 1) naudota
automatizuota pratekancio juros vandens eksperimentiné sistema, kuri palaiko
pastovia jiiros vandens temperatiira, terSaly koncentracija, vandens pH,
iStirpusio deguonies kieki. Vandens temperatiira eksperimenty metu sieké 11
°C, o druskingumas buvo 34%o. [ akvariumus vanduo buvo pompuojamas pro
smélio filtrus i§ 80 metry gylio.

Po aklimatizacijos, eksperimentinés individy grupés buvo veikiamos i
fvairiy naftos platformy iSgauta zaliavine nafta, naftos platformose
susidariusiais gamybiniais vandenimis, poliaromatiniy angliavandeniliy ir
alkilfenoliy skirtingy koncentracijuy miSiniais. Naftos platformose susidarantys
terSalai i visus eksperimentinius akvariumus buvo paduodami automatiskai
naudojant peristaltinius Watson Marlow 2058 siurblius, kuriy tefloniniy
mikrovamzdeliy skersmuo 0,76 mm. Tirty terSaly koncentracijos, buvo
sumodeliuotos pagal tas, kurios randamos naftos platformy aplinkoje (2.4.1.
lentel¢). Tyrimu eigoje moliuskai buvo Seriami kriptofitiniu Rhodomonas

baltica ir izochriziniy Isochrysis galbana dumbliy mi§iniu.
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Gamtos tyrimy centro Ekologijos instituto, Hidrobionty ekologijos ir
fiziologijos laboratorijoje tyrimai buvo atliekami naudojant pozeminio grezinio
vandenj ir kiekviena diena atnaujinant tiriamy medziagy koncentracijas.
Tyrimy metu iStirpusio deguonies kiekis, temperatiira bei pH buvo stabilis.

Eksperimenty metu naudotos Zeimenos Zuvy iikyje isigytos Zuvys.

2.4.1. lentelé. Naftos pramonés terSaly genotoksinio ir citotoksinio poveikio
eksperimentiniy tyrimy medZziaga.

Tirty organizmy rasys/ Poveikio laikas/ Koncentracijos
individy skaiius/lastelés medZiaga
Scophthalmus maximus 44 | 3 savaités 0,5 ppm ZN*
Gadus morhua 56 Statfjord B 0,5 ppm  ZN+8AF*(0,1 ng/l)
zaliaviné nafta +11PAA*(0,0915ng/1)
kraujo ir inksty eritrocitai 30 ppb NF*, Kontrolé
Mpytilus edulis 41 3 savaités 0,5 ppm ZN*
Statfjord B 0,5 ppm ZN+8AF*(0,1  pg/l)
ziauny lastelés zaliaviné nafta +11PAA*(0,0915ug/1)
30 ppb NF*, Kontrolé
Mpytilus edulis 40 1,2,4ir 8 d. 0,5 ppm ZN, Kontrolé
Statfjord B
ziauny lastelés zaliaviné nafta
Scophthalmus  maximus | 4 ir 8 savaités | 10, 40, 120, 360 ir 720 ppb
120 Arktiné  Zaliaviné | Kontrolé
kepeny eritrocitai nafta (Barenco jira)
Perca fluviatilis 40 10 d. 0,25; 0,5 ir 1,0 ppm
kraujo eritrocitai Minijos zaliaviné | Kontrole
Anodonta anatina 40 nafta
ziauny lastelés
Gadus morhua 140 2 savaités 4AF misSinio (2, 10 ir 2000 ng/1)

kepeny ir inksty eritrocitai Oseberg C zaliaviné | 9AF misinio (37 pg/l)
nafta ir gamybiniai
vandenys 02 ppm ZN + 9AF*(37 png/l) +
21PAA*(12 pg/l)

1:200 ir 1:1000 (GV)

0,2 ppm ZN, Kontrol¢

Oncorhynchus mykiss 40 | 14 d. 21,79%, 10,89%, 5,45%., ir 1,1%
kraujo eritrocitai Sunkiujy  metaly | Kontrolé
modelinis misinys
Oncorhynchus mykiss 104 | 4 d. poveikis 0,06; 0,125 ir 0,25 mg/1
kraujo eritrocitai Cinko ir  vario | Kontrolés
misinys
4, 8 ir 12 d.
apsivalymas

*7N — zaliaviné nafta, SAF* — 8 skirtingy alkilfenoliy misinys, 11PAA* — miSinys i§ 11 skirtingy
PAA, NF — nonilfenolis, 9AF* — 9 skirtingy alkilfenoliy misinys , 21IPAA* — miSinys i§ 21 skirtingo
PAA, GV — gamybiniai vandenys, d. — dienos
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2.4.1. Zaliavinés naftos genotoksinio ir citotoksinio poveikio tyrimai

Tyrimuose naudota skirtingose naftos platformose (Statfjord B, Oseberg C —
Siaureés jiira, Arktiné — Barenco jiira ir Minijos greZinio — Lietuva) i§gaunama
zaliaviné nafta. Kaip bioindikatoriniai organizmai buvo tirti moliuskai (M.
edulis, A. anatina) ir Zuvys (G. morhua, S. maximus, P. fluviatilis).
Statfjord B platformos nafta

Analizuojant zaliavinés Statfjord B platformoje iSgaunamos naftos skirtingy
koncentraciju geno-citotoksini poveiki, kaip bioindikatoriai naudotos: Mytilus
edulis, Scophthalmus maximus ir Gadus morhua risys. Pirmo eksperimento
metu midijos buvo isigytos Stavangeryje esancioje ,,Neptun* veisykloje. 2002
mety rugséjo-spalio mén., 41 M. edulis individas, 3 savaites buvo veikiamas
0,5 ppm Statfjord B Zaliavinés naftos koncentracija, 0,5 ppm Zaliavinés naftos
ir alkilfenoliy bei PAA miSiniu (2=0,1 ppm) ir 30 ppb nonilfenoliu (2.4.1.
lentel¢). Zaliavinés naftos sudétis pateikta Sund su bendraautoriais darbe
(2006). D¢l mikroorganizmy infekcijos kontrolinéje midiju grupéje, 2002
metais (lapkriCio-gruodzio mén.) buvo atliktas pakartotinas eksperimentas.
Moliuskai tyrimams buvo surinkti kontrolingje Forlandsfjorden zonoje. Tris
savaites, po 11 valgomyju midiju individy, veikti zaliavinés Statfjord B naftos
0,5 ppm koncentracija, taip pat 0,5 ppm ZN, alkilfenoliy (£=0,1 ppm) ir PAA
miSiniu. Zaliavinés naftos, alkilfenoliy ir PAA (ZN+AF+PAA) misinys
sudarytas atsizvelgiant { Statfjord B naftos platformos gamybiniuose
vandenyse esanciy alkilfenoliy sudéti. PAA miSinio nominali koncentracija
buvo 0,0915 pg/l, o alkilfenoliy 0,1 pg/l (Sundt et al., 2006). Kontroline
moliusky grupé buvo laikoma akvariumuose su Svariu filtruotu jiros vandeniu.

Statfjord B naftos genotoksinis ir citotoksinis poveikis zuvims nagrinétas 56
Atlantiniy menkiy ir 44 oty individuose. Atskiros eksperimentinés zuvy grupés
atveztos 1§ akvakultiiry ir po 2 savaiCiy aklimatizacijos, 3 savaites buvo
veikiamos 0,5 ppm ZN koncentracija, taip pat 0,5 ppm ZN, alkilfenoliy (£=0,1
ppm) ir 11 PAA miSiniu bei 30 ppb nonilfenolio koncentracija (2.4.1. lentelé).
Zaliavinés naftos, alkilfenoliy ir PAA misinyje, alkilfenoliy nominalios

koncentracijos buvo 0,1 pg/l, o PAA — 0,0915 pg/l (Sundt et al., 2006).
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Kontroliné Zuvy grupé buvo laikoma akvariumuose naudojant filtruota juros
vandeni. Po 3 savaiciy poveikio i§ zuvy uodeginés venos buvo paimtas kraujas
bei i8skrodus zuvis — mazas inksty priekinés dalies gabalélis preparaty
ruoSimui.

Papildomai Statfjord B platformoje iSgaunamos zaliavinés naftos geno-
citotoksinis poveikis buvo nagrinétas midijose po 1, 2, 4 ir 8 dieny poveikio
0,5 ppm ZN koncentracija. M. edulis moliuskai buvo surinkti Forlandsfjorden
zonoje, kuri ankstesniuose ekotoksikologiniuose tyrimuose naudota, kaip
kontroliné vieta (BarSiené et al., 2004, BarSiené¢, Andreikénaité, 2007). 9
dienas taikyta aklimatizacija. Kontroliné moliusky grupé buvo laikoma
akvariumuose su Svariu jiiros vandeniu.

Arktiné nafta

2007 mety lapkric¢io (14-15 d.) pradétas eksperimentas, kurio metu iki
poveikio arktine nafta juvenylinés stadijos oty (S. maximus) grupéje atlikta
bazinio lygio branduolio pazaidy analizé. Véliau, eksperimentinés oty grupés 4
ir 8 savaites buvo veikiamos arktinés zaliavinés naftos (iSgaunamos Barenco
juroje) 10, 40, 120, 360 ir 720 ppb koncentracijomis (2.4.1. lentelé). Po 4
savaiciy poveikio — 2007 m. gruodzio 10 d. ir po 8 savai¢iu (2008 sausio 9 d.)
otai buvo i$skrosti. IS mazo kepeny gabalélio tolygiai paskirstant lasteles ant
objektinio stiklelio buvo padaryti tepinéliai bei atlikta branduolio pazaiduy
analize.

Minijos greZinio nafta

Tyrimai atlikti Gamtos tyrimy centro Ekologijos instituto laboratorijoje.
Tyrimuose naudotos HEF laboratorijoje uzaugintos 3 mety zuvys. Moliuskai
surinkti i$ salyginai Svarios vietos, kuri ankstesniais tyrimais naudota kaip
kontroliné¢ vieta (BarSiené, 1994). Po keliy dieny aklimatizacijos 40
gélavandeniy moliusku 4. anatina ir 40 paprastojo eSerio (P. fluviatilis)
individy 10 dieny buvo veikiami Minijos naftos grezinio (Lietuva) 0,25; 0,5 ir
1 ppm zaliavinés naftos koncentracijomis (2.4.1. lentelé). Tyrimai vykdyti 40 1

talpos akvariumuose.
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2.4.2. Zaliavinés naftos ir platformose susidaranéiy gamybiniy vandeny
genotoksinio ir citotoksinio poveikio tyrimai

Atlantinés menkés | IRIS ekperimentini centra buvo atveztos i§ Norvegijos
»Iroms Marine Yngel AS*“ zuvivaisos centro. Devynias dienas truko zuvy
aklimatizacija, eksperimentinis poveikis vykdytas 15 dieny, naudojant i§
Oseberg C platformos | aplinka patenkancius terSalus. Atsizvelgiant i
alkilfenoliy ir poliaromatiniy angliavandeniliy koncentracijas randamas S$io
naftos gre¢zinio gamybiniuose vandenyse sumodeliuoti alkilfenoliy bei PAA
miSiniai (IRIS duomenys). Naudotos trys skirtingos keturiy alkilfenoliy
misinio  (4-tert-butilfenolio, 4-n-pentilfenolio, 4-n-heksilfenolio ir 4-n-
heptilfenolio) koncentracijos (2, 10 ir 2000 ng/l). Be to, naudota devyniy
skirtingy alkilfenoliy (9AF): 2-metilfenolis, 4- metilfenolis, 3,5-dimetilfenolis,
2.,4,6-trimetilfenolis,  4-tert-butilfenolis,  4-tert-butil-2-metilfenolis, 4-n-
pentilfenolis, 4-n-heksilfenolis ir 4-n-heptilfenolis misinio 37 pg/l
koncentracija. Taip pat, menkés buvo paveiktos 0,2 ppm disperguota Oseberg
C platformos zaliavine nafta bei minétosios zaliavinés naftos (0,2 ppm) + 9 AF
(37 pg/l) + 21 PAA (12 pg/l) modeliniu miSiniu. MiSinyje naudotas 21
skirtingas PAA junginys (,,Rezultaty aptarimas* 4.2.3.2. lentel¢). Papildomai
zuvys buvo veikiamos dvejomis gamybiniy vandeny koncentracijomis (1:200
bei 1:1000), kurios apskaiciuotos imituojant 200 ir 1000 metry nuo Oseberg C
naftos platformos atstumus (2.4.1. lentelé).

Oseberg C naftos platformos GV buvo surinkti prie iSleidéjo, supilti |
plastmasinius 25 | talpos indus ir nugabenti { IRIS tyrimy centra. Iki pradedant
eksperimenta buvo uzSaldyti ir laikyti prie — 30°C. Pradéjus tyrima, GV buvo
atSildyti ir sumaiSyti naudojant FEurostar Power control-visc maiSytuva.
MaiSymas vykdytas prie 9°C tam, kad iSvengti junginiy degradacijos.
Naudojant Watson Marlow 505 S peristalting pompa, GV paduoti | akvariumus
su eksperimentinémis zuvy grupémis. Tyrimy metu sunaudota apie 1300 1

gamybinio vandens.
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2.4.3. Sunkiyjy metaly genotoksinio ir citotoksinio poveikio tyrimai

Sunkiyju metaly geno-citotoksinis poveikis analizuotas vaivorykstinio
upétakio (Oncorhynchus mykiss) kraujo ir inksty eritrocituose. Sumodeliuoto
sunkiyjy metaly modelinio miSinio (SMMM), kurio 100 % tirpalo sudéti
sudaré: Cu 0,874; Zn 0,93; Pb 4,7; Ni 0,66; Cr 0,33 ir Mn 18 mg/l.
Eksperimente naudotos 21,79%, 10,89%, 5,45% ir 1,1% koncentracijos (2.4.1.
lentelé) (Vosylieng, Jankaite, 2006).

2008-yju mety geguzés ir birzelio ménesiais vykdytas eksperimentas, kurio
metu, jvertintas sunkiyjy metaly Zn ir Cu misinio (1:1), skirtingy koncentracijuy
(0,06; 0,125 ir 0,25 mg/l) bei skirtingos ju poveikio trukmés geno-citotoksinis
poveikis O. mykiss eritrocituose. Po 10 vaivorykstinio upétakio individy 4
dienas veikti skirtingomis cinko ir vario koncentracijomis. Po 4 dieny i§ zuvy
uodeginés venos buvo paimtas kraujas bei padaryti tepinéliai. Branduolio
pazaidy pokyciai buvo nagrinéjama ir po 4, 8 ir 12 dieny O. mykiss laikymo
§variame vandenyje.

Gamtos tyrimy centro Ekologijos instituto, HEF laboratorijoje atlikty
eksperimenty metu kontrolinés grupés laikytos akvariumuose naudojant
giluminio grezinio vandeni. Vanduo akvariumuose buvo keiciamas kiekviena
diena, naujai suformuojant tiriamas sunkiyjy metaly koncentracijas. Zuvys

v

eksperimento eigoje buvo maitinamos ,,DANA FEED” zuvy maistu.

2.5. Branduolio paZaidy analizé

Mikrobranduoliy ir kity branduolio pazeidimy analizei buvo naudojamos
dvigeldziy moliusky Mytilus edulis it Anodonta anatina Ziauny ir hemolimfos
lastelés. Svirkstu i§ moliusky kiauty suveriamojo raumens buvo paimta
hemolimfa ir paruosti tepinéliai analizei. ISskrodus moliuskus paimtas vienas
ziauny lapelis ir patalpintas | Karnua fiksatoriy uzlaSinta ant objektinio
stiklelio. Svelniai su pincetu purtant Ziauny lapeli i$gauta lasteliy suspensija,
kuri tolygiai paskirstyta po visa objektinj stiklel;.

Zuvy periferinio kraujo eritrocity mikrobranduoliy ir kity branduolio

pazeidimy analizei kraujas buvo imamas i§ uodeginés venos heparinizuotu
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Svirk$tu. UZlaSinus kraujo lasa ant objektinio stiklelio su $pateliu padaromas
kraujo tepinélis. Kity tirty audiniy lasteliy tepinéliai paruoSiami naudojant
maza priekinés inksty ar kepeny dalies gabalélj ir tiesiogiai paskirstant lasteles
ant objektinio stiklelio (BarSien¢ et al., 2004).

Paruosti moliusky ir zuvy lasteliy preparatai dziovinami horizontalioje
padétyje ir fiksuojami metanolyje (ne trumpiau 10—15 min.), véliau dazomi 4%
Gimzos dazy tirpale. RuoSiant dazy tirpala naudotas fosfatinis buferis (pH=7).
Preparatai dazomi 20-60 minuciy specialiose kamerose. NudaZyti preparatai
buvo perplaunami po vandens srove, dziovinami ir perzitrimi Olympus BX 51
arba Nikon 50i mikroskopu, naudojant 1000x padidinima. Tyrimy metu
vertinamas mikrobranduoliy (MB), branduolio pumpury (BP), fragmentuoty-
apoptoziniu (FA) ir dvibranduoliu (DB) lasteliy daznis moliuskuose
analizuojant 2000 lasteliy, Zuvyse — 5000 lasteliy. Be to, Zuvyse ivertintas
branduolio pumpury, kurie susijunge su branduoliu nukleoplazmine jungtimi
(BPy) bei dvibranduoliy eritrocity, kuriy branduoliai susijungg nukleoplazminiu
tiltu (DB,) daznis.

Kai kurios MB ir kitus branduolio pazeidimus turinéios lastelés buvo
fotografuojamos skaitmenine Olympus DP 700 kamera (2.5.1. pav.).
Genotoksinés (mikrobranduoliy ir branduolio pumpury) ir citotoksinés
pazaidos (fragmentuotos-apoptozinés ir dvibranduolés lastelés) buvo
identifikuotos pagal kriterijus apibudintus 2003 metais Fenech su

bendraautoriais paskelbtame darbe.

Mikrobranduoliai (MB):
e sferinés dalelés citoplazmoje su grieztai apibréztu kontiiru,
e diametras nuo 1/3 iki 1/20 nuo branduolio diametro,
e panaSumas | branduolj pagal struktiirg ir spalva,

e néra jokio kontakto su lastelés branduoliu.
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Branduolio pumpurai (BP):
e iSsilicjusi 1§ branduolio chromatino medziaga, kuri yra vienodos
struktiros ir spalvos kaip ir branduolys,
e panasis | mikrobranduolj, ta¢iau turintys siaura nukleoplazmos jungti su

branduoliu (BPy).

Fragmentuotos-apoptozinés lastelés (FA):
e ankstyvosiose stadijose — chromatino kondensacija branduolyje su
pazeista branduolio membrana,

e vélyvosiose stadijose — branduolio fragmentacija i atskirus darinius.

Dvibranduolés 1gstelés (DB):

e Dbranduoliai panaSaus diametro su grieztai apibréztu kontiiru, apsupti
vienos citoplazmos ir pasidenge bendra lastelés membrana,

e branduoliai vienodos strukttros ir spalvos,

e branduolius gali jungti nukleoplazminis tiltas, kurio diametras ne
didesnis nei ¥ branduolio diametro (DBy),

e Dbranduoliai gali liestis, taiau negali persidengti,

e dvibranduoliy lasteliy citoplazma ar membrana, negali persidengti bei

privalo raiskiai biiti atsiskyrusi nuo gretimy Iasteliy.
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(@ 1) (k)

2.5.1. pav. Branduolio pazaidos: (a) mikrobranduolys (MB), (b) branduolio
pumpuras (BP), (c—d) branduolio pumpuras sujungtas su branduoliu
nukleoplazmine jungtimi (BP;), (¢) fragmentuota-apoptoziné lastelé (FA), (f)
dvibranduolé lastelé (DB), (g) dvibranduolé lastelé, kurios branduoliai
tarpusavyje sujungti nukleoplazminiu tiltu (DB,) — Zuvy eritrocituose; (h) MB,
(1) BP, (j) FA ir (k) DB — moliusky lastelése.
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Statistiné duomenuy analizé buvo atlikta naudojant PRISM statistinj paketa.
Apskaiciuotas kiekvienai tyrimy vietai biidingas branduolio pazaidy daznio
vidurkis (1000 Iasteliy), nustatytos paklaidos. Atlikta dispersiné duomeny
analizé (ANOVA) testu. Skirtumai tarp grupiy buvo ivertinti naudojant
neparametrini Mann-Whitney U-kriterijy. Patikimumo lygmuo P<0,05.
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3. TYRIMU REZULTATAI

Taikant mikrobranduoliy bei kity branduolio pazaidy jvertinimo metoda
laboratoriniuose eksperimentuose buvo nustatytas genotoksinis ir citotoksinis
skirtingose vietose iSgaunamos bei skirtingos sudéties ir koncentracijuy
zaliavinés naftos poveikis zZuvims ir moliuskams. Taip pat, iStirtas naftos
platformy gamybiniame vandenyje randamy alikilfenoliy, poliaromatiniy
angliavandeniliy miSiniy bei sunkiyju metaly poveikis. Taikant aktyvaus
monitoringo principus nustatytas naftos platformy zonoje esanciy terSaly
genotoksinis ir citotoksinis poveikis zuvims ir moliuskams.

Genotoksinis terSaly poveikis buvo vertinamas pagal mikrobranduoliy (MB)
ir branduolio pumpury (BP) susiformavima, o citotoksinis — pagal

dvibranduoliy (DB) ir fragmentuoty-apoptoziniy (FA) Iasteliy dazni.

3.1. Genotoksinio ir citotoksinio terSaly poveikio nustatymas aktyvaus
monitoringo budu

Statfjord B naftos platforma. GenotoksisSkumas ir citotoksiSkumas $ios
platformos aplinkoje buvo tirtas Atlantiniy menkiy kepenu eritrocituose ir
midiju hemocituose. Zuvys ir moliuskai 6 savaites buvo laikyti varZose
nutoliusiose 500, 1000 ir 10000 metry nuo Sios naftos platformos atstumais.

Po Sesiy savaiciy laikymo skirtingose Statfjord B platformos zonos varzose
Atlantiniy menkiy eritrocituose nustatytas genotoksinio atsako gradientas.
Maziausias mikrobranduoliy (0,14 MB/1000 lasteliy) bei branduolio pumpury
(0,25 BP/1000 lasteliy) daznis buvo zuvy kepeny eritrocituose, toje menkiy
grupéje, kuri buvo laikyta varZose toliausiai nutolusioje nuo Statfjord B
platformos (10000 m). Didziausias genotoksiSkumo lygis (MB daznis 0,49
MB/1000 lasteliy, o branduolio pumpury — 1,40 BP/1000 lasteliy) nustatytas
zuvyse laikytose ariausiai (500 m) nuo Statfjord B naftos platformos. Iki
poveikio grupéje bazinis MB daznis buvo lygus 0,21 MN/1000 Iasteliy (%),
BP — 0,83%0. Kontrolinés grupés menkiy eritrocituose registruotas Zemas MB

(0,27%o0), bet santykinai didelis branduolio pumpury daznis. Statistinis
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duomeny apdorojimas parodé, kad patikimy pazaidy skaiciaus padidéjimo tarp
varzose ir kontrolinéje vietoje laikytu bei iki poveikio tirtoje menkiy grupéje
néra (3.1.1. pav.).

Analizuojant citotoksinj Statfjord B paltformos Zzaliavinés naftos poveiki,
didZiausias dvibranduoliy bei fragmentuoty-apoptoziniy lasteliy daznis (DB —
0,48%0, FA — 0,97%0) nustatytas zuvy kepeny eritrocituose, kurios laikytos
1000 m atstumu nuo platformos. ki poveikio grupéje, menkiy eritrocituose
rasta zemiausia DB — 0,11%o ir FA — 0,30%0 indukcija (3.1.1. pav.). Statistiskai
patikimy branduolio pazaidy skirtumy nerasta.
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3.1.1. pav. Genotoksiniy ir citotoksiniy branduolio pazaidy daznis Gadus
morhua kepeny eritrocituose po 6 savaiCiy laikymo skirtingose Statfjord B
naftos platformos zonose.

Palaikius 6 savaites midijas skirtingose Statfjord B naftos platformos zonose
zemiausias (2,13%0) MB daznis buvo iki poveikio grupéje bei grupéje, kuri
buvo laikyta 10000 m atstumu nuo $ios platformos (2,58%o), o auksCiausias
atsakas rastas arciausiai (500 m) prie Statfjord B naftos platformos laikyty
moliusky hemocituose (7,66%o). Arciausiai naftos platformos laikyty midiju
lastelése nustatytas MB daznis buvo 2 kartus didesnis nei kontrolingje
moliusky grup¢je. Santykinai auk$ta MB indukcija (4,8%0) buvo ir 1000 m

atstumu laikytose midijose. Auks$ciausias BP daznis (6,31%o) nustatytas
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midijose laikytose 1000 m atstumu nuo naftos platformos. Didziausias
citotoksinis poveikis pagal DB lasteliy susiformavima nustatytas 500 m
atstumu nuo platformos laikyty moliusky hemocituose (2,78%o). Statistiskai
patikimy citotoksiSkumo skirtumy tarp grupiy nenustatyta (3.1.2. pav.).

StatistiSkai patikimi MB daZzniy skirtumai, palyginus su iki poveikio grupe,
registruoti moliuskuose laikytuose 500 ir 1000 m atstumais nuo platformos
(P=0,0004 ir P=0,0247). Kontrolinéje moliusku grupéje registruotas MB daznis
buvo Zemas ir statistiSkai patikimai skyrési (P=0,0185), lyginat su Siuo atsaku
midijose laikytose 500 m atstumu nuo naftos platformos. Atlikta MB analizé
parodé rysku genotoksiskumo gradienta: 10000 m <1000 m <500 m. ANOVA
dispersinés analizés testas parodé patikimus skirtumus tarp tirty midiju grupiy
tik pagal MB susiformavima P=0,0001, F=6,996, R2=0,3372.
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3.1.2. pav. Branduolio pazaiduy daznis Mytilus edulis hemocituose po 6
savai¢iy laikymo skirtingose Statfjord B naftos platformos zonose.

Ekofisk naftos platforma. Naftos platformy aplinkoje susidaranéiy terSaly
geno-citotoksinis poveikis tirtas ir kitame Siaurés jaros naftos telkinyje.
Midijos SeSias savaites buvo laikytos 6 stotyse esanciose Ekofisk naftos
paltformos zonoje ir kontrolinéje stotyje. 3 ir 4 stotys buvo lokalizuotos
arCiausiai naftos platformos terSaly isleidéjo (2.3.2.1. pav. ,Medziaga ir

metodai“ skyriuje). Analizuojant branduolio pazaidas, kontrolinés moliuskuy
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grupés hemocituose MB daznis sieké 1,24%o, tuo tarpu auksciausia
mikrobranduoliy indukcija (5,96%o; 4,8 karto didesné nei kontroléje) nustatyta
moliuskuose laikytuose 3 stotyje, kuri buvo arciausiai Ekofisk platformos.
Kitoje arciausiai naftos platformos esancios 4 stoties moliuskuose MB buvo
aukstesnis 3,2 karto negu kontrolingje grupéje. Nuo 2 iki 2,9 karto daugiau MB
registruota moliusky hemocituose ir 2, 1 bei 5 stotyse, lyginant su kontroline
grupe. Tuo tarpu, toliausiai nuo platformos nutolusioje 6 stotyje registruotas
genotoksiSkumo lygis buvo tik truputi aukstesnis (1,76%0) nei kontrolingje
grupéje. BP daznis tirty moliusky hemocituose svyravo nuo 0,68%o
(kontrolingje grupéje) iki 3,57%o0 (midijose laikytose 4 stotyje). Panasi BP
indukcija kaip ir kontrolinéje midiju grupéje buvo ir toliausiai nuo naftos

platformos nutolusioje 6 stotyje (3.1.3. pav.).
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3.1.3. pav. Branduolio pazaiduy daZnis M. edulis hemocituose po 6 savailiy
laikymo skirtingose Ekofisk naftos platformos zonose.

Neparametrinis Mann-Whitney U-testas parode, kad didziausi MB dazniy
patikimumo skirtumai buvo tarp kontrolinés ir 3 stoties moliusky (P=0,0006).
Mazesni patikimumo skirtumai registruoti tarp kontrolinés grupés bei antroje
(P=0,0014), penktoje (P=0,0076), ketvirtoje (P=0,0106) ir pirmoje (P=0,0437)
stotyje laikyty midijy. StatistiSkai patikimi branduolio pumpury skirtumai
nustatyti 1 ir 3 stotyse (P=0,0265 ir P=0,0236) laikytose midijose.
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Citotoksinis poveikis, t.y. susidariusiy fragmentuoty-apoptoziniy lasteliy
daznis, moliusky hemocituose kito nuo 0,11%o. (kontrolinéje stotyje) iki 0,69%o
(3 stotyje) ir 0,61%o (4 stotyje), kurios buvo arti platformos. Zemiausi
dvibranduoliy (DB) lasteliy dazniai fiksuoti kontrolingje (1,28%o) ir 6 stotyje
(1,44%0). Auksciausias (4,77%0) DB daznis rastas 3 stotyje laikytu moliusky
hemocituose (3.1.3. pav.). Vertinat citotoksinius Ekofiks naftos platformos
efektus, Mann-Whitney U-testas parodé statistiskai patikimus DB lasteliy
skirtumus moliuskuose laikytuose kontrolinéje, 1 ir 3 stotyse (P=0,0016 ir
P=0,0075). Statistiskai patikimi skirtumai pagal FA rasti lyginant kontrolinés
grupés ir 3 bei 4 stoties midijas.

TarSos gradiento Karmsund fjordy sistemoje nustatymas. Sio tyrimo metu
M. edulis moliuskai i§ Forlandsfjorden zonos buvo perkelti { Karmsund fjordy
sistemoje esancias 3 zonas. Kontrolinés grupés midijos 4 savaites laikytos
Svarioje Forlandsfjorden vietoje, kadangi ir kituose projektuose §i vieta
laikoma kontroline. MB daZniai midiju Ziauny lastelése kito nuo 1,40%. (iki
poveikio grupéje) iki 6,33%o (3 stotyje), kuri yra arciausiai terSaly iSleidéjo.
Auksciausias branduolio pumpury daznis (1,4%o) rastas moliusky Ziauny
lastelése, kurie buvo laikyti 2 stotyje, Zzemiausias kontrolinés grupés
moliuskuose (0,46%o). Zemas BP daznis (0,75%o) registruotas ir 3 stotyje
laikyty moliusky Ziaunose. Sioje stotyje tirty moliusky Ziaunose gautas ir
Zemas citotoksinis poveikis pagal susiformavusiy FA lasteliy dazni (0,87%o).
Apibendrinat Karmsund zonoje gautus rezultatus galima konstatuoti, kad pagal
mikrobranduoliy indukcija nustatytas aplinkos genotoksiSkumo gradientas
1<2<3 stotyse (3.1.4. pav.).

Taikant neparametrini Mann-Whitney U-testa didziausi MB patikimumo
skirtumai rasti tarp iki poveikio grupés bei 3 ir 2 stotyse laikyty midijy,
atitinkamai (P<0,0001), (P=0,002). Palyginus kontroling bei skirtingose
varzose laikyty moliusky grupes, patikimi MB skirtumai nustatyti tarp
kontrolinés ir 3 (P<0,0001) taip pat 2 stoties midiju (P=0,0003). Statistiskai

patikimuy genotoksiSkumo parametry skirtumy 1 stoties moliuskuose nerasta.
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ANOVA dispersinés analizés testas parodé patikimus MB skirtumus tarp tirty
midijy P<0,0001, F=19,96, R*=0,6396.
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3.1.4. pav. Branduolio pazaidy daznis M. edulis ziauny lastelése po 4 savaiciy
laikymo Karmsund fjordy sistemoje.

3.2. Eksperimentiniai genotoksinio ir citotoksinio naftos pramonés tersaly

poveikio tyrimai

3.2.1. Skirtingose naftos platformose iSgaunamos Zaliavinés naftos poveikis

Statfjord B nafta — M. edulis. Genotoksinis ir citotoksinis Sioje platformoje
iSgaunamos zaliavinés naftos poveikis jvertintas midijy Ziauny lastelése,
Atlantiniy menkiy ir oty kraujo bei inksty eritrocituose. Su midijomis buvo
atlikti du eksperimentai, kadangi pirmojo metu kontrolinés grupés moliusky
ziaunose buvo nustatyti mikroorganizmai, kurie salygojo santykinai dideli
geno-citotoksiSkumo atsaka, tad eksperimentas buvo pakartotas. Pirmojo
eksperimento duomenis pateikiame savo darbe, kadangi jie tiesiogiai rodo
infekciju sukeliama geno-citotoksini poveiki moliuskuose, kas yra svarbu
zinoti atlieckant tiek eksperimentinius, tiek ir lauko tyrimus. Pirmo
eksperimento metu M. edulis tris savaites buvo veikti 0,5 ppm Zaliavinés naftos
(ZN), 0,5 ppm zaliavinés naftos, alkilfenoliy (AF) ir poliaromatiniy
angliavandeniliy (PAA) mi$iniu (ZN+AF+PAA) bei 30 ppb nonilfenolio (NF)
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koncentracija. Registruoti MB daZniai svyravo nuo 2,40%o veikiant (ZN) iki
3,58%0 po poveikio (ZN+AF+PAA) misiniu. MB daZniai moliusky Ziauny
lastelése po poveikio 30 ppb NF bei 0,5 ppm ZN buvo — 2,5%o, tuo tarpu
kontrolin¢je grupeje sieké net 3,15%o. Didziausia BP ir DB indukcija rasta
paveikus midijas ZN+AF+PAA miSiniu, maZiausia kontrolingje grupéje.
Auksciausias FA lasteliu daznis rastas kontrolinés grupés moliuskuose (3.2.1.1.

pav.).

@ Kontrole | N\F
B ZN 0O ZN+AF+PAA
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3.2.1.1. pav. Branduolio pazaidy daznis M. edulis ziaunu lastelése po 3
savai¢iy poveikio nonilfenoliu (NF), 0,5 ppm Statfjord B Zaliavine nafta (ZN),
taip pat zaliavine nafta, alkilfenoliy (AF) ir poliaromatiniy angliavandeniliy
(PAA) miSiniu (pirmasis eksperimentas).

Taikant neparametrini Mann-Whitney U-testa MB dazniy patikimumo
skirtumai gauti tik tarp midijuy grupiu, kurios buvo paveiktos 0,5 ppm ZN ir 0,5
ppm ZN+AF+PAA misiniu (P=0,0346).

Atlikus antraji eksperimenta, kontrolingje moliusky grupéje nustatytas DB
lasteliy daznis buvo 2,4 karto, MB bei BP — 3,7 karto, o FA Iasteliy daznis net
5 kartus Zemesnis nei pirmojo eksperimento metu. Zemiausios tirty parametry
vertés, antro eksperimento metu, rastos kontrolingje grupéje, o auksciausios
nustatytos po poveikio 0,5 ppm ZN+AF+PAA misiniu (3.2.2.2. pav.).
Naudojant neparametrini Mann-Whitney U-testa gauti statistiSkai patikimi MB

ir AF lasteliy daznio skirtumai tarp kontrolinés ir midijuy grupiu, kurios buvo
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veiktos 0,5 ppm ZN (P=0,0288 MB; P=0,0115 AF) ir 0,5 ppm ZN+AF+PAA
misiniu (P=0,0015 MB; P=0,0029 FA). Patikimai aukstesnis BP daZnis rastas
M. edulis ziauny lastelése po poveikio ZN+AF+PAA misiniu (P=0,0232).
ANOVA dispersinés analizés testas parodé, kad patikimi skirtumai tarp tirty
midijy grupiy buvo pagal MB (P=0,003, F=7,25, R>=0,3494) ir BP (P=0,0264,
F=4,168, R?=0,2359).
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3.2.1.2. pav. Branduolio pazaidy daznis M. edulis ziauny lastelése po 3
savaiiy poveikio, Statfjord B Zaliavine nafta (ZN), taip pat Zaliavine nafta,
alkilfenoliy (AF) ir poliaromatiniy angliavandeniliy (PAA) miSiniu (antrasis
eksperimentas).

Statfjord B nafta — G. morhua. Po 3 savai¢iy poveikio 0,5 ppm ZN
Atlantiniy menkiy inksty eritrocituose nustatyta MB indukcija buvo 2,3 karto
didesné¢ negu kontrolingje grupéje. AukStesnis MB daznis (4,3 karto)
registruotas inksty eritrocituose veikiant menkes 0,5 ppm ZN+AF+PAA
misiniu. Po poveikio 0,5 ppm ZN bei 0,5 ppm ZN+AF+PAA misiniu zuvy
kraujo eritrocituose rastas MB daZnio sumazéjimas, palyginus su kontrole.
Paveikus zuvis nonilfenoliu abejuose zuvu audiniuose nustatyti MB dazniai
buvo lygus (0,67%0) (3.2.1.3. pav.). Menkiuy inksty eritrocituose Mann—
Whitney U-testas parodé statistiSkai patikimus MB skirtumus po poveikio
ZN+AF+PAA misiniu, palyginus su kontrole.
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3.2.1.3. pav. MB daznis G. morhua kraujo ir inksty eritrocituose po 3 savaiciy
poveikio, nonilfenoliu (NF), Statfjord B Zaliavine nafta (ZN), taip pat zaliavine
nafta, alkilfenoliy (AF) ir poliaromatiniy angliavandeniliy (PAA) miSiniu.

Statfjord B nafta — S. maximus. Oty kraujo eritrocituose, po poveikio
tomis paciomis naftos koncentracijomis kaip ir veikiant Atlantines menkes,
zemiausi MB ir BP (0,08%o) dazniai buvo nustatyti kontrolinés grupés zuvyse.
Auki¢iausi MB dazniai (0,66%o) rasti po poveikio ZN+AF+PAA misiniu,
paveikus nonilfenoliu — 0,54%o. Be to, ZN+AF+PAA miginys indukavo
auksciausius BP (0,42%0) ir DB (0,82%0) lygius. Fragmentuoty-apoptoziniy
lasteliy daznis buvo labai Zemas visose eksperimentinése oty grupése (3.2.1.4.
pav.). Palyginus su kontrole, statistiSkai patikimi MB dazniy skirtumai rasti
visose poveikio grupése — NF (P=0,0024), 0,5 ppm ZN (P=0,0054) ir 0,5 ppm
ZN+AF+PAA miginys (P=0,0001). Branduolio pumpury indukcija oty kraujo
eritrocituose nustatyta tik po poveikio 0,5 ppm ZN+AF+PAA misiniu
(P=0,0172).
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3.2.1.4. pav. Branduolio pazaidy daZnis oty kraujo eritrocituose po 3 savai¢iy
poveikio, nonilfenoliu (NF), Statfjord B Zaliavine nafta (ZN), taip pat zaliavine
nafta, alkilfenoliy (AF) ir poliaromatiniy angliavandeniliy (PAA) miSiniu.

Kontrolinés grupés oty inksty eritrocituose branduolio pazaidy dazniai buvo
Zzemiausi: MB  (0,29%0), BP (0,07%0), FA (0,04%0) ir DB (0,43%o).
Auksciausias susiformavusiy MB (1,1%0) ir DB (0,8%0) daznis buvo po
poveikio 30 ppb nonilfenolio koncentracija. Visose veiktose oty grupése BP
dazniai svyravo nuo 0,22%o iki 0,26%.. Didziausias FA lasteliy lygis inksty
eritrocituose buvo po poveikio ZN+AF+PAA misiniu (0,4%o) (3.2.1.5. pav.).

® MB 8 BP @ FA O DB
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3.2.1.5. pav. Branduolio pazaidy daZnis oty inksty eritrocituose po 3 savaiciy
poveikio, nonilfenoliu (NF), Statfjord B Zaliavine nafta (ZN), taip pat zaliavine
nafta, alkilfenoliy (AF) ir poliaromatiniy angliavandeniliy (PAA) miSiniu.
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Palyginus su kontrolingje grupéje gauty parametry rezultatais, statistiSkai
patikimos MB ir DB oty inksty eritrocity reik§més gautos paveikus zuvis
nonilfenoliu ir 0,5 ppm ZN bei ZN+AF+PAA misiniu. Veikiant Zuvis 0,5 ppm
ZN nustatyti statistiSkai patikimi BP skirtumai. Nonilfenolis bei naftos ir
alkilfenoliy misinys indukavo statistiskai patikimas FA lasteliy reikSmes.

Vertinant mikrobranduoliy susiformavimo daznius skirtinguose oto
audiniuose (kraujo ir inksty eritrocituose), statistiSkai patikimi skirtumai gauti
visose eksperimentinése grupése (P svyravo nuo 0,0032 iki 0,0076), tuo tarpu
FA lasteliy — paveikus nonilfenoliu (P=0,0133) ir naftos, poliaromatiniy
anglavandeniliy ir alkilfenoliy misiniu (P<0,0001) veiktose oty grupése.
Analizuojant tarpriSinius menkiy ir oty MB daznius, patikimi skirtumai
nustatyti §iy Zuvy kraujo eritrocituose po poveikio 0,5 ppm (P=0,0385) taip pat
paveikus ZN+AF+PAA misiniu — P=0,0067.

Geno-citotoksinio Statfjord B Zaliavinés naftos poveikio laike jvertinimas.
Genotoksinis ir citotoksinis 0,5 ppm Zaliavinés naftos poveikis tirtas M. edulis
ziauny lastelése po 1, 2, 4 ir 8 dieny ekspozicijos. Tirty parametry maziausios
reikSmés — 1,42%0 (MB), 1,36%0 (BP), 0,67%0 (FA) ir 1,05%. (DB) buvo
nustatytos kontrolin¢je grupéje. Po 8 dieny nustatytas MB kiekis buvo 2,4-
karto, FA — 2 kartus, o DB — 3 kartus didesnis nei kontroléje. Buvo stebimas
laipsniskas, priklausomai nuo poveikio trukmés MB ir DB daznio didéjimas:
kontroliné gr.< po 1-dienos < po 2-dieny < po 4-dieny < po 8-dieny
(3.2.1.6. pav.). StatistiSkai patikimi MB dazniy skirtumai rasti tarp kontrolinés
ir pirmos (P=0,0185), antros (P=0,0039), ketvirtos (P=0,0068) ir aStuntos
dienos (P<0,0001) M. edulis grupiu. StatistiSkai patikimy branduolio pumpury
skirtumy nenustatyta, tuo tarpu po 4 dieny registruota statistiskai patikima FA
lasteliy indukcija (P=0,0115), o po 8 dieny ekspozicijos DB — (P=0,0232).
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3.2.1.6. pav. Branduolio pazaidy daznis M. edulis ziauny lastelése po 1, 2, 4 ir
8 dieny ekspozicijos.

Analizuojant Statfjord B 0,5 ppm ZN citotoksini poveiki, fragmentuoty-
apotoziniy lasteliy daznis kontrolinéjé grupéje buvo 0,67%o, 0 po keturiy dieny
sieké 1,43%o ir buvo statistiSkai patikimas (P=0,0115). DB daZnis svyravo nuo
1,05%0 (kontrolingje grupéje) iki 3,02%0 po 8 d. veikimo zaliavine nafta
(3.2.1.6. pav.), bei patikimai skyrési nuo kontrolinés grupés (P=0,0232).
ANOVA dispersinés analizés testas parodé patikimus MB (P=0,0033,
F=4,615) ir DB (P=0,0266, F=3,042) skirtumus tarp tirty midiju
eksperimentiniy grupiu.

Arktinés Zaliavinés naftos poveikis. Oty jaunikliai (13-17 cm ilgio ir 40-73¢g
svorio) 4 ir 8 savaites buvo veikiami zaliavinés naftos 10, 40, 120, 360 ir 720
ppb  koncentracijomis. Siy zuvy kepenu eritrocituose  analizuojant
susiformavusiuy pazaidy daznj, buvo iSskirtos kai kurios genotoksiskumo
parametry grupés t.y. branduolio pumpurai susijunge su branduoliu ilga ir
plona nukleoplazmine jungtimi — BP,, bei dvibranduoliai kepeny eritrocitai,
kuriy branduoliai tarpusavyje sujungti nukleoplazmine jungtimi — DB,
Mikroskopinés analizés metu nustatyti labai auksti branduolio pumpury

dazniai, kurie svyravo nuo 0,95%o iki 1,95%o, tuo tarpu otus paveikus Statfjord
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B 0,5 ppm nafta BP dazniai kito nuo 0,07%o iki 0,42%o (3.2.1.4. ir 3.2.1.5.
paveikslai).

Didziausi MB (1,24%0), BP (1,94%0) ir BP, (0,56%0) dazniai zuvyse
nustatyti po 4 savaiciy ekspozicijos, veikiant zuvis arktinés zaliavinés naftos
40 ppb koncentracija (3.2.1.6. pav.). Tuo tarpu, po poveikio didesnémis 360
ppb ir 720 ppb koncentracijomis MB, BP ir BP; dazniai buvo Zemesni, nei
paveikus mazesnémis arktinés naftos koncentracijomis (3.2.1.6. pav.). Ta pati
tendencija stebéta analizuojant citotoksini Sios naftos poveiki, kai didziausi
FA, DB ir DB, dazniai registruoti veikiant 40 ppb, Siek tick mazesnés Siy
parametry reik§més gautos po poveikio 120 ppb ir Zymiai mazesnés parametry
vertés gautos paveikus zuvis 360 ppb ir 720 ppb koncentracijomis (3.2.1.7.
pav.). Palyginus su 4 savai¢iy kontroline oty grupe, statistiskai patikimas DB
sumazéjimas rastas otuose po poveikio 720 ppb koncentracija (P=0,0355) bei
buvo artimas patikimumo lygiui (P=0,0753) — po poveikio 360 ppb. ANOVA
dispersinés analizés testas iSryskino skirtumus tik pagal dvibranduoles lasteles

P=0,0413, F=2,504, R*=0,1882.

4

B MB B BP £ BPs

Pazaidos / 1000 eritrocity

3.2.1.6. pav. Arktinés zaliavinés naftos genotoksiskumo (MB, BP ir BP,)
tyrimai oty kepeny eritrocituose po 4 ir 8 savai¢iy ekspozicijos.
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Vertinat 8 savaiciy poveikio oty grupéje genotoksiskuma, didziausias MB ir
BP daznis buvo registruotas kepenuy eritrocituose po poveikio 10 ppb
koncentracija. Maziausias branduolio pumpury bei BP; daznis aptiktas —
kontrolinéje grupéje (3.2.1.6. pav.). Kontrolingje grupéje rasta ir maziausias
FA lasteliy daznis (3.2.1.7. pav.). Auksciausia BP; (0,89%o0), FA (1,9%0) ir DB
(1,62%0) indukcija nustatyta otuose po poveikio 360 ppb (3.2.1.6. ir 3.2.1.7.
paveikslai). Palyginus gautus branduolio pazaidy rezultatus eksperimetinése ir
kontrolinéje 8 savaiCiy grupéje, statistiSkai patikimas MB daznio sumazéjimas
gautas paveikus zuvis 120 ppb (P=0,0021) ir 720 ppb (P=0,0029), o FA lasteliuy
daznio padidéjimas po poveikio 10 ppb (P=0,0355), 360 ppb (P=0,0021) ir 720
ppb (P=0,0433) (Mann-Whitney U-testas). Taikant ANOVA testa statistiSkai
patikimos buvo tik MB (P=0,0031, F=4,117, R2=0,2760) ir FA (P=0,0391,
F=2,537, R2=O,1902) parametry vertés.

4-
BFA ©DB & DBt
3,51
£ 3
Q
£
T 25
(=3
(=3
g 2
g 1,5
©
]
£ 17
0,51%
0-
& § A LLLEE
NN ORI RS M
T W e e e S e g e

3.2.1.7. pav. Arktinés Zzaliavinés naftos citotoksiskumo (FA, DB ir DB
tyrimai oty kepeny eritrocituose po 4 ir 8 savaiciy ekspozicijos.

Lyginant 4 ir 8 savaiiy eksperimentines oty grupes nustatyta, kad po 8
savai¢iy poveikio zaliavinés naftos 10, 40, 120, 360 ir 720 ppb
koncentracijomis, tirty branduolio pazaidy lygis oty kepenuy eritrocituose

sumazéjo veikiant 40 ppb ir 120 ppb naftos koncentracijomis. Veikiant 10 ppb
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ir 720 ppb koncentracijomis branduolio pazaidy lygis po 4 ir 8 savaiéiy isliko
mazdaug toks pats. TaCiau po 8 savai¢iy poveikio 360 ppb registruotas 4,6
karto didesnis FA lasteliu daznis (1,90%0), o po poveikio 720 ppb FA lasteliy
lygis padidéjo 3,5 karto. Atlikus palyginamaja statisting analize 4 ir 8 savaiCiy
poveikio grupése, patikimi skirtumai pagal MB indukcija gauti po poveikio
120 ppb (P=0,0011) ir 720 ppb (P=0,0147), pagal dvibranduoles lasteles
veikiant Zzuvis 40 ppb (P=0,0001) ir 120 ppb (P=0,0185) naftos
koncentracijomis (3.2.1.6. ir 3.2.1.7. paveikslai).

Minijos greZinio Zaliavinés naftos poveikis. Lietuvoje iSgaunamos naftos
skirtingy (0,25; 0,5 ir 1 ppm) koncentraciju indukuotas branduolio pazaidy
daznis nustatytas gélavandeniy moliusky Anodonta anatina Ziauny lastelése bei
paprastojo eSerio (Perca fluviatilis) kraujo eritrocituose. 4. anatina Ziauny
lastelése MB daznis kito nuo 0,08%o iki 1,08%0, BP — nuo 1,2%o iki 2,7%eo.
Auksciausias citotoksinis Minijos grezinio poveikis pagal DB rastas po
poveikio 1 ppm (1,8%o), 0 pagal FA lasteles — visose trijose poveikio grupése
(2%0-2,1%0) (3.2.1.8. pav.). Mann—Whitney U-test parodé¢ statistiSkai patikimus
MB dazniy skirtumus paveikus 0,5 ppm (P=0,0022) bei 0,25 ppm (P=0,0260)
lyginant su kontrolinéje grupéje gautais rezultatais. StatistiSkai patikimy
branduolio pumpury skirtumy nerasta, o statistiSkai patikimi DB Iasteliy
dazniai gauti po poveikio 1 ppm ZN koncentracija (P=0,0411), palyginus su
kontrolinés grupés moliuskais. Pagal ANOVA dispersinés analizés testa
statistiSkai patikimi buvo MB daznio skirtumai (P=0,0176; F=4,2620;
R=0,3900).
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3.2.1.8. pav. Geno-citotoksiskumo tyrimai antinés geldenés ziauny lastelése po
poveikio skirtingomis Minijos Zaliavinés naftos koncentracijomis.
Atlikus branduolio pazaidy analiz¢ paprastojo eSerio kraujo eritrocituose,

MB daznis kontrolinéje grupéje buvo 0,07%o., o Minijos nafta paveiktose
grupése svyravo nuo 0,23%o. iki 0,35%.. Didziausias genotoksinis naftos
poveikis pagal MB (0,35%o) ir BP (0,26%0) nustatytas veikiant eSerius 0,5 ppm
7N koncentracija (3.2.1.9. pav.). Labai auksta FA indukcija (1,33%o) rasta po
poveikio 1 ppm Zzaliavinés naftos koncentracija, be to jis statistiSkai patikimai
skyrési (P=0,0133) nuo kontrolinés grupés zuvy. StatistiSkai patikimi MB
daznio (P=0,0057) skirtumai, lyginant su kontroline grupe, gauti veikiant
eSerius 0,5 ppm ZN koncentracija, tadiau statistiskai patikimy BP daZniy
nerasta nei vienoje Minijos grezinio nafta veiktoje Zuvu grupéje (Mann—
Whitney U-testas).

Palyginus gautus branduolio pazaidy tyrimy rezultatus moliuskuose ir
zuvyse, antinés geldenés ziauny lastelése nustatytas 2,7-3,5 kartus didesnis MB
daznis ir 10-25 karty didesnis branduolio pumpury daznis negu, kad eSerio

kraujo eritrocituose.
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3.2.1.9. pav. Geno-citotoksiSkumo tyrimai paprastojo eSerio kraujo
eritrocituose po poveikio skirtingomis Minijos zaliavinés naftos
koncentracijomis.

3.2.2. Genotoksinis ir citotoksinis naftos platformose susidaranciy
gamybiniy vandeny poveikis

Menkiy kepeny ir inksty eritrocituose nustatytas geno-citotoksinis Oseberg
C naftos platformoje iSgaunamos zaliavinés naftos 0,2 ppm, taip pat
sumodeliuoto naftos, alkilfenoliy bei poliaromatiniy angliavandeniliy
(ZN+9AF+PAA) misinio poveikis. Be to, buvo i§nagrinéta branduolio pazaidy
indukcija paveikus S$ias zuvis trimis skirtingomis 4 alkilfenoliy (4AF)
koncentracijomis ir 9 alkilfenoliy (9AF) misiniu bei dvejomis (1:200 ir 1:1000)
gamybinio vandens koncentracijomis.

Kepeny eritrocituose analizuojant genotoksiskuma, MB daznis svyravo nuo
0,13%o kontrolinéje grupéje iki 0,63%o paveikus zuvis 9AF misiniu, kas sudaré
4,8 karto daugiau nei kontrolé¢je. 3,7 karto aukStesni MB dazniai rasti po
poveikio didziausia (2000 ng/l) 4AF misinio bei GV (1:200) koncentracija.
Visose eksperimentinése grupése BP dazniai buvo 2-4 kartus didesni negu
susiformavusiy MB daznis tose paciose grupése. Didziausia BP indukcija
(1,31%o) rasta paveikus (ZN+9AF+PAA) miginiu, kuri buvo 7,3 karto didesné
nei kontrolinéje zuvy grupéje. Reikéty pabrézti, kad Sioje grupéje BP reikSmés

buvo 4,5 karto didesnés nei nustatyta MB indukcija (3.2.2.1. pav.).
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3.2.2.1. pav. Branduolio pazaidy indukcija G. morhua kepeny eritrocituose po
2 savaiciy poveikio Oseberg C naftos platformoje iSgaunama Zaliavine nafta
(ZN), zaliavinés naftos, alkilfenoliy ir poliaromatiniy angliavandeniliy
(ZN+AF+PAA) ir 9 alkilfenoliy (9AF) misiniais, skirtingomis 4 alkilfenoliy
(4AF) misSinio koncentracijomis bei gamybiniy vandeny (GV)
koncentracijomis.

Citotoksinis poveikis tirtose menkiy grupése buvo gan Zemas ir didziausia
FA reikimé tesieké 0,29%o (ZN+9AF+PAA grupéje), tuo tarpu Zemiausia —
0,03%0 (GV 1:1000). Dvibranduoliy lasteliu daznis buvo Zemesnis negu
fragmentuoty-apoptoziniy lasteliy daznis. DB (0,1%o) registruotas menkése po
poveikio ZN+9AF+PAA misiniu (3.2.2.1. pav.). Statistiskai patikimi MB
skirtumai buvo menkiy grupése veiktose auksS¢iausia 4AF miSinio
koncentracija (P=0,0007), GV 1:200 koncentracija (P=0,0005) bei 9AF miSiniu
(P=0,0003), palyginus su kontrolinés grupés zuvimis. Beveik visose poveikio
grupése gauti patikimi skirtumai pagal BP (P kito nuo 0,01 iki P<0,0001),
i§skyrus GV 1:1000 koncentracija.

Tiriant ~geno-citotoksiSkumo parametrus Atlantiniy menkiy inksty
eritrocituose nustatyta, kad MB daznis svyravo nuo 0,18%. kontroléje iki
0,65%o po poveikio GV 1:200 koncentracija, BP — nuo 0,46%0 kontroléje iki
1,29 %o paveikus 4AF miSinio 2000 ng/l koncentracija, FA — nuo 0,28%o
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paveikus 4AF miSinio 10 mg/l koncentracija iki 0,66%0 paveikus
ZN+9AF+PAA misiniu, DB — 0,05%o kontroléje iki 0,12%o paveikus 4AF
misinio 2000 ng/l koncentracija (3.2.2.2. pav.).

CDMB mBP @FA @DB

Pazaidos /1000 eritrocity

3.2.2.2. pav. Branduolio pazaidy indukcija G. morhua inksty eritrocituose po 2
savai¢iy poveikio Oseberg C naftos platformoje iSgaunama Zzaliavine nafta,
naftos, AF ir PAA ir 9AF miSiniais, skirtingomis 4AF miSinio
koncentracijomis bei gamybiniy vandeny koncentracijomis.

Branduolio pazaidy palyginimas Atlantiniy menkiy inksty ir kepeny
eritrocituose iSryskino tai, kad MB ir FA indukcija yra didesné inkstuose negu
kepenyse. Inkstuose kaip ir kepenyse, rasta labai nedaug dvibranduoliy lasteliy,
tuo tarpu BP daZniai inksty ir kepeny eritrocituose buvo salyginai panasis.
Palyginus FA lasteliy lygius kepenyse ir inkstuose, didziausia ju indukcija
buvo rasta inksty eritrocituose po poveikio GV 1:1000 (16,5 karto) bei GV
1:200 (10 karty).

StatistiSkai patikimi MB dazniy skirtumai inksty eritrocituose gauti zuvy
grupése veiktose 4AF misinio 10 ng/l ir 2000 ng/l koncentracijomis (P=0,0084
ir P=0,0015), 9AF (P=0,0087), ZN+9AF+PAA (P=0,0105) bei 0,2 ppm ZN
(P=0,0002) ir GV (1:200) koncentracija (P=0,0014), lyginat su kontrolinés
grupés menkémis. BP dazniai patikimai skyrési tarp kontrolés ir visy

eksperimentiniy grupiy (P reikSmés svyravo nuo 0,0236 iki 0,0003) iSskyrus
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0,2 ppm naftos ir 4AF 2 ng/l koncentracijos grupes, fragmentutoty-apoptoziniy
lasteliy — po poveikio 4AF misinio 10 ng/l koncentracija (P=0,4045).

Vertinant menkiy kepeny ir inksty eritrocituose susiformavusiy MB daznius,
jie statistidkai patikimai skyrési paveikus Zuvis ZN+9AF+PAA misiniu
(P=0,0478) ir 0,2 ppm ZN (P=0,0028), palyginus su kontroline grupe.

3.2.3. Genotoksinis ir citotoksinis sunkiyjy metaly poveikis

Po poveikio sunkiyju metaly modeliniu miSiniu (SMMM), Zemiausias
mikrobranduoliy daznis vaivorykstinio upétakio kraujo eritrocituose buvo
0,22%o (kontrolinéje Zuvy grupéje) tuo tarpu auksciausias 0,9%o (esant 21,79%
koncentracijai). 4,3 karto aukStesnis MB daznis nustatytas veikiant Zuvis
(21,79%) ir 3,4 karto veikiant (10,89%) SMMM koncentracija. Statistiskai
patikimas MB daznis rastas vaivorykstinio upétakio kraujo eritrocituose po
poveikio 21,79% (P=0,0147) ir 10,89% (P=0,0068) koncentracijomis,

palyginus su kontrolinés grupés zuvimis (3.2.3.1. pav.).

EMB OBP @BDB
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Kontrole  21,79% 10,89% 5,45% 1,10%

3.2.3.1. pav. Geno-citotoksiSkumo tyrimai O. mykiss kraujo eritrocituose po 14
dieny poveikio sunkiyjy metaly modeliniu misiniu.

Po 4 dieny poveikio cinko ir vario miSinio 0,06; 0,125 ir 0,25mg/l
koncentracijomis branduolio pazaidy daznis analizuotas vaivorykstiniy

upétakiy O. mykiss kraujo eritrocituose, maziausias MB daznis nustatytas
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kontrolinéje poveikio grupéje (3.2.3.2. pav.). Aukséiausias MB ir BP daznis
rastas upétakio kraujo eritrocituose veikiant zuvis 0,25 mg/l miSinio

koncentracija.

stk
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3.2.3.2. pav. Geno-citotoksiskumo tyrimai O. mykiss kraujo eritrocituose po 4
dieny poveikio cinko ir vario mi$inio skirtingomis koncentracijomis bei 4, 8 ir
12 dieny atsistatymo laikant zuvis §variame vandenyje.

MB indukcija zuvy eritrocituose buvo 5 kartus aukstesné po poveikio 0,25
mg/l ir 2-kartus po poveikio 0,125 mg/l Cu+Zn koncentracija, palyginus su
kontrolinés grupés zuvimis. Po keturiy dieny poveikio minétomis vario ir cinko
koncentracijomis ir laikant upétakius §variame vandenyje nustatyta MB daznio
maz¢jimo tendencija. RySkiausias MB daznio sumaz¢jimas buvo po 8 dieny.
Statistiskai patikimi MB daznio skirtumai gauti po 4 dieny poveikio 0,25 mg/1
Cu+Zn koncentracija, taip pat po 4 d. laikymo Svariame vandenyje paveikus
0,25; 0,125 ir 0,06 mg/l koncentracijomis bei po 12 d. iSsivalymo (0,25 ir
0,125 mg/l eksperimentinése grupése). BP — statistiskai patikimi skirtumai
gauti upétakiuose po poveikio 0,25 koncentracija (P=0,0110). Statistiskai
patikimy FA ir DB daznio skirtumy nerasta.
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4. REZULTATU APTARIMAS

Naftos i§gavimo technogeniniy procesy metu susidaran¢iuose gamybiniuose
vandenyse nustatomas labai platus spektras ivairiy junginiy, tokiy kaip
poliaromatiniai angliavandeniliai, alkilfenoliai, sunkieji metalai, taip pat ir
zaliaviné nafta. Sie terSalai { vandens organizmus gali patekti tiesiogiai
kvépavimo metu, kontaktuojant su dugno nuosédose susikaupusiais junginiais
bei per mitybines grandines. Lipofilinémis savybémis pasizymintys PAA yra
intensyviai kaupiami organizmy audiniuose ir gali jtakoti DNR pazaidy
susidaryma (Bihari et al., 2006), sukelti mutacijas ar kancerogenezés procesus
(IARC, 1993). Mazos molekulinés masés PAA ypa¢ pasizymi geru tirpumu,
lengvai kaupiami audiniuose ir vandens organizmams yra toksiski (Lye, 2000),
tuo tarpu didéjant PAA junginiy molekulinei masei ju tirpumas mazéja
(Patnaik, 1999). Apie naftos iSgavimo procesy metu | jlira patekusiy alkilinty
fenoliy pasklidima ir poveiki vandens organizmams zinoma labai nedaug.
Didel¢é dalis alkilinty fenoliy patenkanciy su gamybiniais vandenimis turi
trumpas iki 7 anglies atomuy grandines (Utvik, 1999). In vitro ir in vivo
salygomis atlikti tyrimai parodé, kad alkilintiems fenoliams biidingas
estrogeninis poveikis, taciau apie genotoksini ir citotoksini ju poveiki
organizmams duomeny triiksta. Daugiau tyrimy Sioje srityje buvo atlikta su
ilgas grandines turinCiais alkilintais fenoliais (nonilfenoliu ir oktilfenoliu),
kuriems budinga savybé pamégdzioti nattraliy hormony veikima sgveikaujant
su hormony receptoriais (Nimrod, Benson, 1996). Genotoksinis sunkiyjy
metaly poveikis apraSytas ivairiuose vandens organizmuose (Cavas et al.,
2005; Maes et al., 2005; Oliveira et al., 2008; Pytharopoulou et al., 2008;
Maria et al., 2009).

Atliekant aplinkos genotoksiskumo tyrimus kaip bioindikatoriai dazniausiai
naudojami Mytilus, Perna, Crassostrea ir Mya gen¢iy moliuskai (Bolognesi et
al.,, 2004, 2006a; Burgeot et al., 1995, 1996; Dopp et al., 1996; Dolcetti,
Venier, 2002; Pampanin et al., 2005; Magni et al., 2006). Gélyju vandenu

monitoringo programose daznai naudojami Dreissenidae Seimos moliuskai
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(Klobuc¢ar et al., 2008). Mytiliidae Seimos moliuskuose tarSos gradiento
vertinimas taikant MB testa atliktas Baltijos ir Siaurés jirose vykdant BEEP
projekta (,,Aplinkos tarSos biologiniai efektai jury priekranéiy ekosistemose*)
(Barsiené et al., 2006a, 2006b; Lehtonen et al., 2006; Schiedek et al., 2006).

Kai kuriy autoriy nuomone, vertinant bendra aplinkos tarSos jtaka
hidrobiontams, ji geriau atsispindi tyrimuose atliktuose su zuvimis (Ayllon et
al., 2000; Sanchez-Galan et al., 2001; Pietrapiana et al., 2002; Russo et al.,
2004; Porto et al., 2005). Aplinkos genotoksinis poveikis Zuvims nustatomas
vertinat ne tik MB (Gravato, Santos, 2003), bet ir kity branduolio pazaiduy
susiformavima (Pacheco, Santos, 1998; Barsiené et al., 2006c; Rybakovas et
al., 2009).

Vis dazniau aplinkos genotoksiSkumo tyrimai atlieckami aktyvaus
monitoringo biidu. Laikymo skirtingose varzose metodika, naudota tiriant
Italijos Cecinos upés zioCiy vandens genotoksiskuma (Nigro et al., 2006).
Pytharopoulou su bendraautoriais (2006) publikuotame darbe apraSomi
Graikijos Patraso ilankos genotoksiskumo tyrimai, kuomet Mytilus
galloprovincialis moliuskai 30 dieny buvo perkelti i tris skirtingas pagal
uzterStuma zonas. Moliuskuose nustatyti MB dazniai atspindéjo tiriamy viety
uzterStumo lygi. Aktyvaus monitoringo biidu kaip bioindikatoring riisi
naudojant  Dreissena polymorpha buvo nustatytas Kroatijos upiu
genotoksiSkumas. Perkeltose i§ Svariy viety ir skirtingose varzose ménesi
laikytose dreisenose buvo gauti gan dideli MB dazniai, palyginus su
kontrolinés grupés moliuskais. Pirminiy DNR pazaidy tyrimai taikant komety
metoda parod¢ tokias pacias genotoksinio poveikio tendencijas kaip ir MB
testas (Klobucar et al., 2003). MB ir kity branduolio pazaidy analizé taikyta
paprastyju taukzuviy (Pholis gunnellus) kraujo eritrocituose nustatant Forto
upés (Skotija) aplinkos tarSos gradienta (Bombail et al., 2001) bei Oreochromis
niloticus Zuvy kraujo eritrocituose tiriant Tiete upés (Brazilija) genotoksiskuma
(Rocha et al., 2009).

Vertinant naftos platformy technologiniy procesy metu susidariusiy junginiy

geno-citotoksini poveiki galima nustatyti ankstyvuosius $ios tarSos poveikio
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signalus tiriamose hidrosistemose ar atskirose jy zonose. Apie aplinkos
genotoksiSkumo lygi galima spregsti nustacius mikrobranduoliy ir branduolio
pumpury daznius jvairiose tarSos gradiento zonose gyvenanciy vandens
organizmy lastelése. Citotoksini aplinkos tarSos poveiki gali atspindéti
organizmy audiniuose susiformavusiy fragmentuoty-apoptoziniy  bei

dvibranduoliy lasteliy dazniai.

4.1. Naftos platformy technogeniniy terSaly geno-citotoksiSkumo
jvertinimas aktyvaus monitoringo budu in situ

Valgomuyju midijuy (M. edulis) ir Atlantiniy menkiy (G. morhua) perkélimas
i§ Svariy viety ir laikymas varzose Statfjord B naftos platformos tarSos
gradiente pasroviui Siame darbe panaudotas kaip bioindikaciné sistema S$io
telkinio iSmetamy terSaly genotoksiSkumo rizikai nustatyti. Mikrobranduoliy
analiz¢ midiju hemocituose parodé ryskuy Sios naftos platformos aplinkos
genotoksiSkumo gradienta — 500 m >1000 m >10000 m. Statistiskai patikimi
MB dazniy skirtumai gauti palyginus kontrolinés grupés moliuskus su laikytais
varzose 500 ir 1000 metry atstumu nuo naftos platformos. Tokiu biidu
nustatyta, kad iSmetamy i§ Statfjord B naftos platformos terSaly poveikio
genetinés rizikos zona midijoms susiformuoja pasroviui iki 1 km atstumu.
Tokia pati aplinkos genotokiSkumo tendencija nustatyta ir Atlantiniy menkiy
kepeny eritrocituose.

Vertinant geno-citotoksinj poveiki Siaurés jiroje eksploatuojamos Ekofisk
naftos platformos aplinkoje, arCiausiai prie gamybiniy naftos platformos
vandeny iSleidéjy laikyty midiju hemocituose nustatytas 3-5 kartus didesnis
MB daznis negu kontrolinéje moliusky grupéje. Aplinkos genotoksiskumo
gradientas pagal mikrobranduoliy daznius nustatytas ir M. edulis Ziauny
lastelése, kuomet moliuskai buvo perkelti ir 4 savaites laikyti PAA ir
sunkiaisiais metalais uzterStose Karmsund fjordy zonose. Ankstesniy tyrimy
rezultatai parodé, kad Siaurés jiroje prie veikian¢iy Statfjord B (2004 m.) ir

Troll B (2003 m.) naftos platformu varzose laikyty zuvy ir moliusky lastelése
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nustatyti MB dazniai priklausé nuo aplinkos uZterStumo gradiento (Hylland et
al., 2008).

Padidéjes aplinkos genotoksiskumo lygis nustatytas ir hidrobiontuose, kurie
gyveno naftos iSsipylimy vietose (Parry et al., 1997; Harvey et al., 1999;
Barsiené, 2002; BarSiené et al., 2004, 2006a,b; Frenzilli et al., 2004; Bolognesi
et al.,, 2006a). 1989 m. Princo Viljamo sasiauryje ivykus ,,Exxon Valdez*
naftos iSsipylimo avarijai i aplinka pateko apie 35 500 tony zaliavinés naftos.
Po Sios avarijos zuvy lervutése nustatyti anafaziniy aberacijy kiekiai koreliavo
su naftos uzlietoje teritorijoje fiksuotomis PAA koncentracijomis (Hose,
Brown, 1998). Taikant MB testa buvo jvertintas ilgalaikis Ligurijos ilankoje
(Italija) 1991 metais ivykusios ,,Haven* tanklaivio avarijos genotoksinis
poveikis. Avarijos metu i aplinka iSsiliejo apie 10 000 tony naftos produkty,
apie 90 000 tonu nuskendo kartu su laivu. Praéjus nuo avarijos 4 mén., Mytilus
galloprovincialis moliuskuose registruotas MB daznis net iki 10 karty virsijo
kontrolinj lygi (Bolognesi et al., 2006a). Net gi, po 10 mety taikant aktyvaus
monitoringo principus, kuomet Crassostrea gigas moliuskai 30 dieny laikyti
avarijos vietoje, austriy ziauny lastelése vis dar fiksuotas padidéjes aplinkos
genotoksiskumo lygis (Bolognesi et al., 2006a). [vykus ,,Haven* naftos avarijai
aukstas aplinkos genotoksiskumo lygis, pagal MB daZnius, nustatytas ir Zuvy
kepeny eritrocituose (Pietrapiana et al., 2002).

2001 m. lapkricio 23 diena Lietuvos priekrantéje Butingés naftos perpylimo
terminale jvykusios avarijos metu | Baltijos jura pateko daugiau nei 50 tony
naftos produkty, kurie sukélé visa eile biologiniy zZymeny pokyciy tirtose
zuvyse ir moliuskuose (Barsiené et al., 2006a,b).

Naftos produktais uzterStoje Ria de Aveiro ilankoje (Portugalija) sugautu
spalvotuju kefaliy (Liza aurata, L. ramada ir L. saliens) eritrocituose nustatyti
branduolio pazaidy dazniai buvo zymiai aukStesni ir statistiSkai patikimai
skyrési nuo branduolio pazaidy nustatyty zuvyse, kurios buvo sugautos
neuzterStoje ilankos vietos (Pacheco, Santos, 2005).

2002 mety lapkriti Salia Ispanijos kranty avarija patyré tankeris ,,Prestige® {

aplinka issiliejo apie 63 000 tony zaliavinés naftos. IS labiausiai nafta uztersty
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zony surinkty M. galloprovincialis moliusky ziauny lastelése pritaikius komety
metoda nustatyti DNR pazaidy dazniai, koreliavo su ju audiniuose rastomis
aukStomis PAA koncentracijomis. Galiausiai net ir 7 dienas palaikius i§ Siy
zony surinktus moliuskus $variame vandenyje, DNR pazaidy lygis ziauny
lastelése nesumazéjo iki kontrolinio lygio (Laffon et al., 2006).

Aplinkos genotoksiSkumo tyrimai atlikti jvairiose moliusky riiSyse:
Vidurzemio jiiroje ties Izraelio krantais gyvenusiy pilvakoju moliusky Patella
coerulea ir dvigeldziu Vidurzemio juros drugeniu (Donax trunculus),
Raudonosios jiiros Siauringje dalyje (Akabo ilankoje) — pilvakoju Cellana rota
ir dvigeldziy (Callista florida, Dosinia bistro) moliusky lastelése (Bresler et
al.,, 1999). TarSos ir MB daznio gradientas nustatytas gamtinése Mytilus
galloprovincialis populiacijose vykdant vakarinés Vidurzemio jiiros dalies
monitoringa (Magni et al., 2006). 1990 metais Genujos uosto akvatorijoje
surinkty moliusky audiniuose nustatyti MB daZniai statistiSkai patikimai
skyrési nuo dazniy, nustatyty kontrolinéje tyrimy vietovéje. Cheminé analizé
parod¢, kad Genujos uoste PAA koncentracijos yra 50 karty aukStesnés nei

kontrolinéje tyrimy vietoje (Bolognesi, 1990).

4.2. Naftos platformy terSaly geno-citotoksinio poveikio ypatumai
laboratorinémis salygomis

Aplinkos tarSa naftos produktais yra viena i$ opiausiy juriniy ekosistemy
aplinkosaugos problemy. Vertinat geno-citotoksini naftos platformy veiklos
pasekoje atsirandanciy terSaly poveiki organizmuose in situ, labai svarbu
nustatyti atskiry junginiy esanciy terSaly miSinyje itaka. Tuo tikslu
laboratorijose buvo atlieckami eksperimentiniai tyrimai siekiant nustatyti geno-
citoktoksiniy efekty moliusky ir zuvy lastelése priklausomybe nuo gamybiniy
vandeny sudétyje esanCiu komponenty poveikio, zaliavinés naftos

koncentracijos, ekspozicijos laiko, organizmy rasies bei tiriamo audinio.
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4.2.1. Zaliavinés naftos jvairiy koncentracijy poveikis

Paveikus midijas M. edulis, Atlantines menkes G. morhua ir otus S.
maximus 3 savaites Statfjord B naftos platformos zaliavine nafta bei
zaliavinés naftos, alkilinty fenoliy ir PAA miSiniu, statistiSkai patikima MB
indukcija gauta moliusky ziauny lastelése, oty kraujo ir inksty eritrocituose bei
menkiy inksty eritrocituose po poveikio ZN+AF+PAA misiniu. Midijy Ziauny
lastelése ir oty kraujo bei inksty eritrocituose statistiSkai patikimas
mikrobranduoliy daZniy skirtumas nustatytas ir paveikus 0,5 ppm ZN.
Citotoksinis Statfjord B naftos poveikis pagal fragmentuoty-apoptoziniy (FA)
lasteliy indukcija nustatytas midijose veiktose ZN ir ZN+AF+PAA misiniu,
veikiant ZN+AF+PAA misiniu M. edulis gauta ir statistiskai patikima
branduolio pumpury indukcija. Tyrimuose naudotos Zzaliavinés Statfjord B
naftos sudétyje vyravo mazos molekulinés masés PAA naftalenai, kurie sudaré
87,7% (lentelé 4.2.1.1.). Sie 2 Ziedus savo sudétyje turintys poliaromatiniai
angliavandeniliai, vandenyje gerai tirpsta ir pasizymi genotoksiniu poveikiu

(Maria et al., 2002a,c; Teles et al., 2003).

4.2.1.1. lentelé. Statfjord B zaliavinés naftos PAA sudétis (Sund et al., 2006)

Komponentai PAA pg/g Frakcija %
Naftalenas 1147,0
C1-Naftalenas 3787,3
C2-Naftalenas 5288,7 87,7
C3-Naftalenas 3830,3
X PAA su 2 Ziedais 14053,3
Acenaftilenas 10,0
Acenaftenas 9,7
Fluorenas 1359
Antracenas 2529 8,2
Fenantrenas 0,0
C1-Fenantrenas 460,2
C2-Fenantrenas 4394
X PAA su 3 Ziedais 1308,1
Dibenzotiofenas 91,9
C1-Dibenzotiofenas 196,5 33
C2-Dibenzotiofenas 2329
X dibenzotiofeny 521,3
Fluorantenas 2,6
Pirenas 8,6
Chrizenas 23,9
C1-Chrizenas 37,9 0,7
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4.2.1.1. lentelés tesinys.

Komponentai PAA pg/g Frakcija %
C2-Chrizenas 41,5
Benzo(a)antracenas 3,3 0,7
X PAA su 4 Ziedais 117,8
Benzo(b)fluorantenas 7,7
Benzo(k)fluorantenas 0,0
Benzo(b+k)fluorantenas 6,9 0,1
Benzo(a)pirenas 4,7
X PAA su 5 Ziedais 19,3
Indeno(1,2,3,cd)pirenas 0,0
Benzo(g,h,i)perilenas 1,7
Dibenzo(a,h)antracenas 0,0 0,01
X PAA su 6 Ziedais 1,7
Viso PAA (ug/g) 16020,9
2. PAA 1 ppm Kone. (pg) 16,0

Analizuojant arktinés zaliavinés naftos poveiki oty kepenu eritrocituose,
didziausia MB, BP, BP,, DB ir DB, indukcija nustatyta 4 savaites veikiant
zuvis 40 ppb naftos koncentracija, gan auks$tos branduolio pumpury (BP ir BP;)
bei FA vertés nustatytos ir po poveikio 120 ppb koncentracija, tuo tarpu
veikiant didesnémis koncentracijomis (360 ir 720 ppb) registruota tirty
branduolio parametry supresija. Po 8 savaiCiy poveikio auksciausia BP;
(0,89%0), FA (1,9%0) ir DB, (1,62%0) indukcija buvo otuose veiktuose 360 ppb
koncentracija. Arktinés zaliavinés naftos sudétyje dar didesng dali (90,3%),
negu Statfjord B naftoje, sudaré¢ 2 Ziedus turintys naftalenai. Laboratoriniuose
tyrimuose, kuriuose naudota arktiné nafta nustatyta bendra 2 ziedus turinciy
PAA suma buvo 19340 mg/kg, Statfjord B zaliavinéje naftoje — 14053,3 ng/g.
Reikia pabrézti, kad arktinés naftos sudétyje buvo kur kas daugiau tiek 2, tiek
4, 5 ir 6 ziedus turinCiy PAA (frakcija %) (4.2.1.1. ir 4.2.1.2. lentelés), kas
matyt ir nulémé geno-citotoksiniy efekty supresija, kadangi buvo virSytos

slenkstinés $iu junginiy ribos.
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4.2.1.2. lentelé. Arktinés zaliavinés naftos PAA sudétis (IRIS duomenys)

Komponentai PAA mg/kg | Frakcija %
Naftalenas 1520
C1-Naftalenas 5307
C2-Naftalenas 7560
C3-Naftalenas 4953 90,3
X PAA su 2 Ziedais 19340
Acenaftilenas *<
Acenaftenas *<
Fluorenas 151
Fenantrenas 224 5.6
Antracenas *< >
C1-Fen/Antracenas 417
C2-Fen/Antracenas 405
X PAA su 3 Ziedais 1197
Dibenzotiofenas 120
C1-Dibenzotiofenas 325 37
C2-Dibenzotiofenas 349 ’
X dibenzotiofeny 794
Fluorantenas 6,4
Pirenas 7,6
Benzo(a)antracenas 2,7
Chrizenas/Trifenilenas 11 0,3
C1-Chrizenas 21
C2-Chrizenas 26
X PAA su 4 Ziedais 75
Benzo(b,j)fluorantenas 3,0
Benzo(k)fluorantenas *< 0.04
Benzo(a)pirenas 6,5 ’
Y PAA su 5 Ziedais 10
Indeno(1,2,3-cd)pirenas *<
Benzo(g,h,i)perilenas *<
Dibenzo(a,h)antracenas *<
X PAA su 6 Ziedais 0
Viso PAA (mg/kg) 21415
Viso % PAA naftoje 2,14

Apie eksperimente naudotos arktinés naftos Zymu geno-citotoksinj poveiki
rodo ir tas faktas, jog oty kepenu eritrocituose nustatyti dideli branduolio
pumpury dazniai. Branduolio pumpurai issiskyré savo morfologija (dydziu,
forma), taip pat buvo aptinkami branduolio pumpurai susijungg su branduoliu
nukleoplazmine jungtimi — BP; bei dvibranduoliai eritrocitai, kuriy branduoliai
tarpusavyje sujungti nukleoplazmine jungtimi — DB;. Tokiy branduolio pazaidy
nebuvo aptinkama oty lastelése po poveikio Statfjord B zaliavine nafta. Po 4
savai¢iy poveikio arktine zaliavine nafta auksciausi (1,94%o bei 1,95%0) BP ir

BP; — 0,56%0 ir 0,52%0 dazniai nustatyti veikiant zuvis 40 ir 120 ppb naftos
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koncentracijomis. Vertinat susiformavusiy branduolio pumpury daznius po 8
savaiCiy, auksciausias BP daznis (1,46%o) registruotas kepeny eritrocituose,
paveikus zuvis 10 ppb koncentracija, o auksciausia BP, indukcija nustatyta oty
kepeny eritrocituose po poveikio 360 ppb. Gauti darbo rezultatai liudija apie
arktinés naftos sudétyje esanciy genotoksiniy medziagu sukeliama auksta, bet
diferencijuota genotoksini poveiki tirtoms Zuvims priklausomai nuo naftos
koncentracijos ir ekspozicijos laiko.

Lindberg ir bendrautoriu (2007) darbe nurodo, kad mikrobranduoliai ir
branduolio pumpurai, kurie yra susijunge su branduoliu nukleoplazmine
jungtimi, susiformuoja branduolio dalijimosi proceso eigoje ar S — fazés metu.
Anot, Shimizu ir bendraautoriy (1998, 2000), branduolio pumpurai
susiformuoja i§ chromosomy Salinamos amplifikuotos DNR, taip pat vykstant
pazeistos DNR reparacijai (Haaf et al., 1999). Tod¢l kaip ir mikrobranduoliai,
BP atspindi juos sukelianciy agenty genotoksinius efektus, tad yra tikslinga
taikyti BP analizg tiriant tarSos genotoksinj poveiki zuvyse, ar kituose vandens
organizmuose (Guilherme et al., 2008). Ankstesniuose tyrimuose buvo
nustatyta teigiama koreliacija tarp MB ir BP indukcijos (Ergene et al., 2007).
Zuvyse susiformavusiy branduolio paZzaidy analizé parodé Zaliavinés naftos
(Barsiené et al., 2006c), skirtingy PAA junginiy (Maria et al., 2002¢; Gravato,
Santos, 2002, 2003; Teles et al., 2003), naftos distiliacijos produkty (Pacheco,
Santos, 2001) bei kity junginiy indukuota genotoksini poveiki (Pacheco,
Santos, 1998; Ayllon, Garcia-Vazquez, 2000, 2001). Mikrobranduoliy,
branduolio pumpury ir fragmentuoty-apoptoziniy lasteliy analizé¢ europiniy
upiniuy (Platichthys flesus) ir paprastyju gelsvapelekiu (Limanda Limanda)
pleksniy bei menkiy (Gadus morhua) inksty ir kraujo eritrocituose inesé svary
indélj vertinat Baltijos ir Siaurés jiry aplinkos genotoksiskuma (Rybakovas et
al., 2009).

Pati didziausia (1 ppm) zaliavinés naftos koncentracija buvo naudota
analizuojant Minijos naftos grezinio geno-citotoksini poveiki Zuvims (P.
Sfluviatilis) ir dvigeldziams moliuskams (4. anatina). Tyrimy duomenys parodé,

kad 1 ppm ZN koncentracija buvo maziau genotoksiska tiek Zuvims, tiek ir
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moliuskams nei to paties grezinio 0,5 ppm naftos koncentracija. DidZiausios
(360 ir 720 ppb arba 0,36 ir 0,72 ppm) arktinés naftos koncentracijos naudotos
eksperimentuose taip pat sukélé MB supresija oty kepeny eritrocituose.

Literatiiroje yra duomenuy kuomet veikiant organizmus aukStesnémis
genotokisiSkumu pasizymin¢iy junginiy koncentracijomis nustatomas salyginai
zemesnis genotoksiSkumo parametry atsakas, nei veikiant zemesnémis ju
koncentracijomis. Paveikus midijas Siaurés jiroje iSgaunamos Zaliavinés
naftos 0,015 ir 0,06 mg/l koncentracijomis nustatytas, DNR viengrandziy ir
dvigrandziy triikiy procento augimas, didé¢jant koncentracijai, tuo tarpu
paveikus M. edulis aukstesne 0,25 mg/l koncentracija DNR trukiy procentas
sumazgjo (Taban et al., 2004). Atlikus eksperimenta nustatyta, kad branduolio
pazaidy daznis unguriu A. anquilla kraujo eritrocituose po poveikio zemiausia
0,3 uM B(a)P koncentracija labiausiai iSaugo tik po 216 h, o veikiant
auksciausia 2,7uM — po 72 h poveikio. Tuo tarpu, eksperimento metu naudota
0,9 uM B(a)P koncentracija didziausia branduolio pazaidy dazni unguriy
eritrocituose indukavo po 48 ir 72 h poveikio (Maria et al., 2002b). Didziyju
austriy (Crassostrea gigas) lervutes paveikus B(a)P-1,0x10™, 1,0x107, 1,0x10"
%ir 1,0x10°M koncentracijomis didZiausias chromosomy struktiiriniy pakitimy
procentas (70%) nustatytas po poveikio 1,0x10°M, tuo tarpu tyrime naudotos
1,0x107 ir 1,0x10°M B(a)P koncentracijos indukavo vienoda aberacijy
procenta (40%) (Cheung et al., 2006).

Tris savaites otus Scophthalmus maximus paveikus 50 ppb dialilftalato,
bisfenolio A ir tetrabromodifenileterio koncentracijomis, taip pat 30 ppb
nonilfenolio, 0,5 ppm Siaurés jiros Zaliavinés naftos bei 0,5 ppm naftos ir 0,1
ppm alkilfenoliy misiniu buvo nustatyta, kad didziausias MB daznis (2,95%o)
susidaré kraujo eritrocituose po poveikio Siaurés jiiros naftos ir alkilfenoliy
miSiniu, palyginus su kontroline zuvuy grupe (Bolognesi et al., 2006b).
Literatiiroje pateikiami duomenys apie 10 skirtingy PAA (antraceno,
benz(a)antraceno, 7,12-dimetilbenz(a)antraceno, dibenz(a,h)antraceno,
dibenz(a,c)antraceno, 3-metilcholantreno, benzo(a)pyreno, benzo(e)pireno,

chrizeno ir pireno) genotoksinj poveiki (Nishikawa et al., 2005). PAA turintys
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keturis ir daugiau benzeno ziedy, dazniausiai yra mutageniSki ir/ar
kancerogeniski (IARC, 1983). Skirtingos benzo(a)pireno koncentracijos (nuo
0,22 uM iki 2,7 uM bei nuo 0,01 iki 1,0 ppm ribose) indukavo MB susidaryma
upétakiy, karpiy ir unguriy eritrocituose (Pacheco, Santos, 2002; Maria et al.,
2002a,c; Kim, Hyun, 2006). Isaugusi MB daznio indukcija registruota
moliuskuose po poveikio B(a)P (0,1; 2 ir 10 pg/l) koncentracijomis (Binelli et
al.,, 2009) bei 0,1 pg/l fenantreno koncentracija (Koukouzika, Dmitriadis,
2008). Nustatyta, kad MB daznis Perna perna moliuskuose patikimai
koreliuoja su ju audiniuose nustatomomis PAA koncentracijomis, ypac
poliaromatiniy angliavandeniliy turin¢iy alkilintas formas (Francioni et al.,
2007). 0,3; 0,9 ir 2,7 uM naftaleno koncentracijos indukavo auk$tus MB bei
kity branduolio pazaiduy daznius unguriy Anguilla anguilla lastelése (Teles et
al., 2003). Paveikus Paralichthys olivaceus kraujo lasteliy kultiiras 5 skirtingy
poliaromatiniy angliavandeniliy: B(a)P, fluoranteno, antraceno, pireno ir
fenantreno (5; 10; 50 ir 100 ppb) koncentracijomis, komety metodo pagalba
nustatyta Siy junginiy poveikio priklausomybé nuo junginio, jo koncentracijos
ir ekspozicijos trukmés. Didziausi genotoksiSkumo pokyc¢iai nustatyti
Paralichthys olivaceus 7zuvu kraujo lasteliy kultiirose veikiant B(a)P, kiek
mazesni — fluorantenu ir antracenu, lyginant su kontrolinés grupés Zuvimis
(Woo et al., 2006). Dvi dienas M. galloprovincialis moliuskus veikiant 5, 50,
100, 500 ir 1000 ppb B(a)P koncentracijomis MB daznis moliusky ziauny bei
hemolimfos lastelése iSaugo kartu su tyrimuose didinama B(a)P koncentracija
(Venier et al., 1997a). B(a)P koncentracijos ir MB indukcijos priklausomybé
nustatyta azijos zalsvajame moliuske (Perna viridis) (Siu et al., 2004) bei

dreisenose Dreissena polymorpha (Binelli et al., 2008).

4.2.2. Zaliavinés naftos poveikis priklausomai nuo ekspozicijos laiko

Siame darbe pirma karta buvo aprasyti Siaurés jiiroje iSgaunamos zaliavinés
naftos genotoksiskumo ir citotoksiSkumo tyrimai po 1, 2, 4 ir 8 dienuy, taip pat
po 2, 3, 4 ir 8 savaiciy ekspozicijos. Po 1, 2, 4 ir 8 dieny poveikio 0,5 ppm

Siaurés jiros Statfjord B grezinio nafta M. edulis Ziauny lastelése nustatytas
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MB ir DB dazniy didéjimas priklausomai nuo ekspozicijos laiko: kontroliné
gr.<po l-dienos <po 2-dieny <po 4-dieny<po 8-dieny. Veikiant 3 savaites $io
grezinio 0,5 ppm naftos koncentracija midijy ziauny lastelése taip pat nustatyti
statistiSkai patikimi tirty genotoksiSkumo ir citotoksiSkumo parametry
skirtumai nuo kontrolinés midiju grupés. Tuo tarpu Zuvyse po Sio poveikio,
rasta statistiskai patikima MB indukcija oty kraujo ir inksty eritrocituose. Po 2
savaiCiy poveikio Oseberg C zaliavinés naftos 0,2 ppm koncentracija
nustatytas statistiSkai patikimas MB daznio padidéjimas Atlantiniy menkiu
inksty eritrocituose, bei statistiSkai patikimas BP daznio padidé¢jimas Siy zuvy
kepeny eritrocituose.

Nagringjant skirtingy arktinés Barenco juros zaliavinés naftos koncentraciju
4 ir 8 savaiciy poveiki oty kepenuy eritrocituose, auksciausi MB, BP, DB bei
dvibranduoliy eritrocity, kuriu branduoliai sujungti nukleoplazmine jungtimi
(DBqy) dazniai nustatyti po 4 savaiciy. Tuo tarpu po 8 savaiciy gauta didZiausia
citotoksiSkumo  indukcija  pagal fragmentuoty-apoptoziniy lasteliy
susiformavima. Taigi, $§io darbo rezultatai parodé, kad i§ Siaurés jiros
greziniuose (Statfjord B ir Oseberg C) iSgaunamos naftos genotoksinis
poveikis atsiranda jau po vienos dienos ir islicka iki 3 savai¢iy. Arktinés naftos
genotoksinis poveikis didesnis po 4 savaiciy, o citotoksinis — po 8 savaiciy.

Literattiroje pateikiami duomenys apie atskiry naftos komponenty
genotoksinj poveiki priklausomai nuo ekspozijos laiko, pvz., taikant MB testa
buvo nustatyti B(a)P poveikio genotoksiskumo poky¢iu laike désningumai
Mytilus  sp. ir Perna viridis riSyse (Siu et al, 2004). Veikiant
dimetilbenzo[a]antracenu statistiSkai patikimi MB daznio pokyciai M.
galloprovincialis moliuskuose stebéti jau po 24 h nuo eksperimento pradzios,
taCiau auksciausi MB dazniai nustatyti po 7 dieny (Bolognesi et al., 1996).

Po 15 dieny iSaugusi MB indukcija registruota moliuskuose veiktuose 0,1
ng/l fenantreno koncentracija (Koukouzika, Dmitriadis, 2008), bei po 2, 3 ir 4
dieny poveikio 2 pg/l ir 10 pg/l B(a)P koncentracijomis (Binelli et al., 2009).
Net ir po 4 ménesiy po naftos iSsipylimo M. galloprovincialis moliuskuose

nustatyti MB dazniai iki 10 karty virSijo kontrolinj lygi. Auksti branduolio
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pazaidy lygiai nustatyti dvigeldZziy moliuskuose net po 10 mety nuo jvykusios
naftos iSsipylimo avarijos (Bolognesi et al., 2006a). MB susiformavimo
priklausomybé nuo ekspozicijos laiko nustatyta M. edulis moliusky
hemocituose, vertinat etilmetansulfonato ir jvairiy tri¢io koncentraciju
genotoksinj poveiki. StatistiSkai patikimai auk$tesni MB daZniai nustatyti jau
po 3 dieny poveikio Siomis medziagomis, o didziausi MB daZzniai fiksuoti po 7
dieny, lyginant su kontroline grupe (Jha et al., 2005).

Eksperimentiniuose tyrimuose kuomet kaip bioindikatoriai naudotos zuvys,
nustatyta, kad eritrocituose indukuotas MB daznis priklauso nuo PAA junginiy
poveikio laiko ir gali biiti registruojamas jau po keletos valandy. Statistiskai
patikimas MB bei kity branduolio pazaidy daznio padidéjimas zuvyse
nustatytas jau po 4 ir 8 h poveikio 0,3; 0,9 ir 2,7 puM naftaleno
koncentracijomis, tac¢iau po 6 h poveikio patikimi skirtumai rasti veikiant tik
0,9 ir 2,7 uM koncentracijomis (Gravato, Santos, 2002). Eksperimentinémis
salygomis veikiant 4, 8, 16, 24, 48 ir 96 h B(a)P (0 iki 0,1 mM)
koncentracijomis  paprastuosius  vilkesSerius  (Dicentrarchus  labrax),
auks$ciausias MB ir kity branduolio pazaidy daznis kraujo eritrocituose buvo po
16 h. Véliau branduolio pazaiduy daznis zuvy kraujo lastelése mazéjo ir po 24 h
stabilizavosi (Gravato, Santos, 2003). Neotropiniu Prochilodus lineatus zuvy
mailiy 6, 24 ir 96 h bei 15 dieny paveikus tirpia dizelino frakcija didziausia
MB indukcija zuvy eritrocituose nustatyta po 24 h. Po paros poveikio Sia
frakcija MB daznis zuvy eritrocituose iSaugo 5,12 karto, tuo tarpu po 15 pary
poveikio MB daznis buvo tik 1,8 karto aukstesnis nei kontrolingje Zuvy grupéje
(Vanzella et al., 2007).

Aneugeniniai junginiai — mitomicinas C, ciklofosfamidas ir 5-fluoruracilas
didziausia MB dazni zuvu (Tilapia rendalli, Oreochromis niloticus ir Cyprinus
carpio) ruSyse sukélé po 7 dieny poveikio, o po 14 d. poveikio MB lygis
stabilizavosi (Grisolia et al., 2001). Statistiskai patikimas MB daznio
padidéjimas juodosios driitagalvés rainés (Pimephales promelas) kraujo
eritrocituose nustatytas po 7 dieny veikiant Sias zuvis Cr(VI), tuo tarpu po 21

dienos rastas MB daznio sumaz¢jimas (de Lemos et al., 2001).
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Po 12 h poveikio B(a)P (0,5; 3 ir 10 ug/l) koncentracijomis rastas iSauges
DNR pazaidy lygis Chlamys farreri moliusky (pateliy) gonadose (Jing-jing et
al., 2009). 6 dienas Chlamys farreri moliuskus veikiant B(a)P (0,5 ir 3 pg/l)
koncentracijomis DNR grandiniy trukiy daznis statistiSkai patikimai skyrési
nuo kontrolinio, o po 20 dieny poveikio DNR pazaidy lygis sumazéjo iki
kontrolinio lygio (Pan et al., 2008). MB susiformavimo priklausomybé, nuo
ekspozicijos trukmés nustatyta Dreissena polymorpha hemocituose veikiant
triklozano (chlorintas aromatinis junginys, turintis eteriy ir fenoliy funkcines
grupes) 1, 2 ir 3 nM koncentracijomis. Didziausia MB indukcija hemocituose
registruota po 24 h, o po 48, 72 ir 96 h poveikio grupése MB daznis didéjo,

taCiau jau ne taip zenkliai lyginat su kontroline grupe (Binelli et al., 2009).

4.2.3. Naftos platformose susidarandiy = gamybiniy = vandeny
genotoksiSkumas ir citotoksiSkumas

Kartu su i$ naftos ir dujy platformy isleidziamais gamybiniais vandenimis {
aplinka patenka ivairis PAA, alkilfenoliai, sunkieji metalai ir kiti biotai
pavojingi junginiai. Vien 2000 metais su GV { Norvegijos ekonoming zona
pateko apie 44 tony alkilinty fenoliy, kurie pasizymi lipofilinémis savybémis
(Hasselberg et al., 2004). Neigiamas GV poveikis vandens organizmams
apragytas dar 1989 metais, kuomet atliekant Siaurés jiros monitoringg buvo
nustatytas rySys tarp produkuojamo GV kiekio ir chromosomy aberacijy kiekio
zuvy embrionuose (von Westernhagen et al., 1989), o nuo 1970 m. atlickamas
zuvy ligy monitoringas parodé ypa¢ padaznéjusius kancerogeninius susirgimus
(Lang, Wosniok, 2003). Naftos platformy gamybiniais vandenimis uzter§tose
Siaurés jiiros zonose (Statfjord ir Troll naftos platformy telkiniuose), taikant
aktyvaus monitoringo metodika, midijuy ir Atlantiniy menkiy lastelése buvo
aprasytas mikrobranduoliy daznio padidéjimas (Hylland et al., 2006).

Siaurés jaros platformy zonose sugauty zuvy analizé parodé, kad
gamybiniuose vandenyse esan¢ios medziagios veikia kaip estrogenai (Bateman
et al., 2004; Stentiford, Feist, 2005). Tokiu poveikiu pasizymi ilgas alkilo
grandines turintys alkilfenoliai (Barse et al., 2006; Tollefsen et al., 2008).
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Gamybiniy vandenuy sudétyje trumpas alkilo grandines turin¢iy AF kiekis
santykinai didesnis, nei turinCiyjy ilgas (Boitsov et al., 2004). Yra Zinoma, kad
estrogeniniu poveikiu pasizymi ir Siaurés jiros naftos paltformy gamybiniuose
vandenyse randamas 4-tert-butilfenolis (Tollefsen et al., 2006), taciau Siy
junginiy genotoksinés ir citotoksinés savybés dar néra istirtos. Triksta
informacijos ir apie gamybiniy vandenuy sudétyje dominuojanciu zemos
molekulinés masés PAA (<5 ziedai) junginiy biologini poveiki zuvims (Neff,
2002). Literatiiroje pateikiami duomenys, kad GV sudétyje 4 Ziedus turintys
PAA pvz. fluorantenas inhibuoja CYPIA fermento indukcija paprastajame
fundule (Fundulus heteroclitus) (Willett et al., 2001). Sumazéjusi Sio fermento
ekspresija aprasyta veikiant menkes G. morhua Siaurés jiiroje iSgaunamos
naftos ir AF miSiniu (Sturve et al., 2006).

Siame darbe Siaurés jiros Oseberg C naftos platformoje produkuojamy
gamybiniy vandeny geno-citotoksinis poveikis analizuotas Atlantiniy menkiy
inksty ir kepeny eritrocituose. Sios platformos gamybiniy vandeny sudétyje
randami jvairis PAA, nafta ir AF (lentelé 4.2.3.1.). Tyrimuose naudoti
eksperimentiniai alkilfenoliy miSiniai buvo sumodeliuoti atsizvelgiant {
Oseberg C naftos platformos aplinkoje biidingas ju koncentracijas (lentelé
4.2.3.2.). Laboratorinémis salygomis buvo nustatyta, kad 3 savaites veikiant
Statfjord B 0,5 ppm ZN+8AF(0,1pg/1)+11PAA (0,0915ug/1) misiniu Atlantiniy
menkiy kepeny eritrocituose susiformavo labai didelis (1,13%0) MB daznis, tuo
tarpu to paties tipo miSinio i§ Oseberg C grezinio naftos, alkilfenoliy ir PAA
poveikyje, menkése susidaré¢ 2 kartus mazesnis MB daznis. Palyginus Siuose
tyrimuose naudoty dvieju Siaurés jiros naftos platformy Zaliavinés naftos
sudétyje esanciu PAA kiekius (pagal Sund et al., 2006) Statfjord B naftoje
nustatytos PAA nominalinés reikSmés buvo didesnés negu Oseberg C naftoje
(4.2.1.1.ir 4.2.3.1. lentelés).

Atlantines menkes 2 savaites paveikus Oseberg C platformos GV atskiestais
santykiu 1:1000 ir 1:200, statistiSkai patikimai padidéjo MB ir BP daznis po
poveikio 1:200 atskiedimu. Paveikus Zzuvis 4AF miSinio 2000 ng/l

koncentracija, menkiy kepenu ir inksty eritrocituose nustatyti didZiausi
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genotoksiSkumo (MB ir BP) bei citotoksiskumo (FA) lygiai. Dar aukStesnis

susiformavusiy MB daznis nustatytas Zuvyse po poveikio 9AF(37pug/l) miSiniu,

o po poveikio 0,2 ppm ZN+9AF(37ug/1)+21PAA(12pg/l) miiniu registruotas

didziausias citotoksiSkumo padidéjimas.

4.2.3.1. lentelé Eksperimente naudoty alkilfenoliy sudétis (IRIS duomenys).

K . 4  alkilfenoliy  miSinio 9  alkilfenoliy  miSinio
omponentai (mg/l) (mg/l)
2 10 2000

2-metilfenolis - - - 6676
4-metilfenolis - - - 2260
3.5-dimetilfenolis - - - 667
2.4.6-trimetilfenolis - - - 225
4-tert-butilfenolis 0,19 0,951 187 112
4-tert-butil-2-metilfenolis - - - 27,7
4-n-pentilfenolis 0,198 | 0,99 195 55,4
4-n-heksilfenolis 0,202 | 1,01 199 16,4
4-n-heptilfenolis 0,198 | 0,99 195 8,2

4.2.3.2. lentelé Eksperimente naudotos Oseberg C Zaliavinés naftos ir
gamybiniame vandenyje buvusiy PAA sudétis (IRIS duomenys).

Komponentai Zaliaviné ZN+AF+PAA | Gamybiniai | Gamybiniai
nafta (ZN) miSinys vandenys vandenys
ng/l ng/l (GV) 1:1000 | (GV) 1:200
Naftalenas 164 1541 14 64
C1-Naftalenas 568 3850 9 36
C2-Naftalenas 778 3977 6 21
C3-Naftalenas 515 1307 6 26
Acenaftilenas 2 54 nd nd
Acenaftenas 2 11 nd nd
Fluorenas 20 159 0,3 2
Fenantrenas 35 148 1 3
C1-Fenantrenas 76 206 2 9
C2-Fenantrenas 90 136 1 15
Dibenzotiofenas 9 34 nd 1
C1-Dibenzotiofenas 27 65 1 4
C2-Dibenzotiofenas 33 55 1 5
Fluorantenas 2 6 0,3 0,4
Pirenas 3 11 0,3 1
Benzo(a)antracenas 5 7 1 2
Chrizenas 4 15 1 1
C1-Chrizenas 9 17 nd 2
C2-Chrizenas 12 11 nd 3
Benzo(b)fluorantenas | 1 2 nd nd
Benzo(a)pirenas nd nd nd nd
Benzo(g,h,i)perilenas | nd nd nd nd
Suma PAA 2353 11606 43 190

nd — Zemiau randamos ribos;
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Sio darbo rezultatai atskleidée ypa¢ didelj naftos platformose susidarandiy
gamybiniy vandeny potenciala sukelti branduolio pumpury susidaryma, t.y.
DNR pazaidas Atlantiniy menkiy kepenu eritrocituose. Veikiant 2 savaites
visomis eksperimente naudotomis modelinémis 4AF miSinio koncentracijomis,
9AF bei ZN+9AF+21PAA miiniais, taip pat GV 1:1000 ir 1:200
koncentracijomis, susiformavusiu BP daznis buvo zymiai auksStesnis negu MB
daznis. Po poveikio Oseberg C naftos platformos ZN+9AF+21PAA misiniu
BP indukcija buvo net 4,5 karto aukstesné negu MB daznis. Kai tuo tarpu po
poveikio Statfjord B analogisku miSiniu nustatyta 5,6 karto Zemesné BP daznio
indukcija nei MB. Literatiroje pateikiami duomenys, kad dél terSaly
aneugeninio poveikio susiformuoja didelis MB ir mazas BP daznis, tuo tarpu
klastogeniniai junginiai sukelia vienoda MB ir BP indukcija (Cavas, 2008).
Atsizvelgiant | $i teiginj ir remiantis Sio darbo rezultatais galima padaryti
isvada apie Siaurés jiroje eksploatuojamy Statfjord ir Oseberg naftos telkiniy
tarSos genotoksinio poveikio skirtumus. Tuo paciu iSrySkéja ir genetinés
rizikos susidarymo $iy platformy aplinkoje skirtumai.

Darbo tyrimy rezultatai taip pat parodé, kad prie zaliavinés naftos pridéjus
AF ir PAA, tirty Zuvy eritrocituose ryskiai padidéjo MB ir BP daznis. Kita
vertus buvo nustatyta, kad pridéjus AF ir PAA, ypac suintensyvéja branduolio
pumpury susidarymas. Tai rodo Siy junginiy tiesioging itaka DNR pazaidy
susidarymui bei dél strukturiniy ar funkciniy DNR pazeidimy sutrikusios
genetinés medziagos intensyvy pasalinima i§ zuvy lasteliy. Taciau pridéjus
santykinai dideles alkilfenoliy ir poliaromatiniy angliavandeniliy junginiy
koncentracijas prie Oseberg C platformoje iSgaunamos Zzaliavinés naftos,
galima ir MB supresija, kuri jvyksta dél lasteliy mitozinio indekso sumazéjimo.

Literatiiros duomenimis, branduolio pumpurai susiformuoja i§ chromosomy
Salinamos amplifikuotos DNR (Shimizu et al., 1998, 2000), ar vykstant
pazeistos DNR reparacijai (Haaf et al., 1999). Miusu tyrimai parodé, kad
Oseberg C naftos platformos GV sukelia ypa¢ didele branduolio pumpury
indukcija. Remiantis Cavas (2008) duomenimis galima teigti, kad Oseberg C

naftos platformos gamybiniuose vandenyse yra gausu klastogeninius efektus
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sukelian¢iy junginiy. Literatiroje pateikiami duomenys apie nustatytus BP
daznius sidabriniuose karosuose (Carassius auratus) po poveikio sunkiaisiais
metalais (Cavas, 2008). Aukstas branduolio pumpury bei MB daznis aprasytas
zuvyse sugautose Goksu deltoje (Turkija), kurioje rastos didelés sunkiyju
metaly (Cu, Cd, Ni, Pb) koncentracijos (Ergene-Gozukara et al., 2007).

Literatiroje yra duomeny apie eksperimentinius Siaurés jiros naftos
platformy GV efektus G. morhua zuvyse, kurios buvo veiktos 1:1000 ir 1:200
gamybiniu vandeny atskiedimais, 0,2 ppm zaliavinés naftos bei C4-C7
alkilinty fenoliy miSinio 2000 ng/l koncentracija, o taip pat zaliavinés naftos,
alkilfenoliy ir PAA miSiniu. Auks$¢iausia MB daznio indukcija nustatyta
menkiy inksty ir kepeny eritrocituose po poveikio GV 1:200 atskiedimu, Siek
tieck Zemesni MB daZniai rasti veikiant C4—C7 alkilinty fenoliy misinio 2000
ng/l koncentracija (Bagni et al., 2005).

Casini ir bendraautoriai (2006) apra$¢ multi-biozymeny sistema, skirta
nustatyti Aquila naftos telkinyje (Adrijos jira) produkuojamy gamybiniy
vandeny toksiSkumui. Kaip signaline GV toksiSkumo lygio sistema
gambuzijose Gambusia affinis naudoti skirtingi biozymenys (ju tarpe ir
mikrobranduoliy testas). Siy zuvy pateliy periferinio kraujo eritrocituose buvo
rasti padidéje¢ MB dazniai, taip pat gan aukStos kancerogeniniy PAA
(benz(a)pireno, benz(b)fluoranteno, benz(k)fluoranteno, chrizeno,
benz(a)antraceno, dibenz(a,h)antraceno, indeno(1,2,3-c,d)pireno)
koncentracijos audiniuose bei aukstas naftaleny tipo PAA metabolity kiekis
tulzyje (Casini et al., 2006).

Siaurés jiiros platformy isleidziamuose gamybiniuose vandenyse randami
C1-C7 alkilo grupes turintys alkilfenoliai (Brendehaug et al., 1992). Danio
rerio Zuvyse tirtas trijy skirtingy koncentraciju, zemos molekulinés masés (C1-
C4) bei trumpas alkilo grandines turinéiy alkilfenoliy miSinio poveikis, kuris
sumodeliuotas atsizvelgiant | alikilfenolius randamus 16 naftos gavybos
platformy tokiy kaip — Ekofisk, Gullfaks, Oseberg, Snorre, Statfjord, Troll,
Asgard produkuojamuose GV. Eksperimente naudoty PAA svyravo nuo 0,54

ppb (zemoje koncentracijoje) iki 5,4 ppb (auki¢iausioje koncentracijoje). Zuvy
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tulzyje nustatyty pireno metabolity lygis veikiant auks¢iausia sumodeliuota GV
koncentracija sieké nuo 23 iki 1081 ng/g, tuo tarpu kontrolingje Zuvy grupéje
svyravo 17-133 ng/g ribose (Holth et al., 2008).

Juriniy naftos platformy aplinkoje aptinkama ir ivairiy sunkiyju metaly,
kurie i$skiriami i vandeni naftos iSgavimo technologiniy procesy metu su
produkuojamais GV ir nafta. Todél Siame darbe buvo nagrinétas atskiry
sunkiyjy metaly modeliniy misiniy gen-citotoksinis poveikis vaivorykstiniams
upétakiams. Sunkiyju metaly modelinio misinio (SMMM - Cu 0,874; Zn 0,93;
Pb 4,7; Ni 0,66; Cr 0,33 ir Mn 18 mg/l) 21,79% ir 10,89% koncentracijos
sukéle statistiSkai patikima MB daznio padidéjima. Palyginus su kontroline
zuvy grupe, 4,3 karto didesnis MB daznis nustatytas kraujo eritrocituose,
veikiant zuvis (21,79%) ir 3,4 karto paveikus (10,89%) koncentracija.

Po 4 dieny poveikio Cu ir Zn modelinio misinio 0,06; 0,125 ir 0,25 mg/l
koncentracijomis, MB indukcija vaivorykstinio upétakio kraujo eritrocituose
buvo 5 kartus auksStesné 0,25 mg/l ir 2-kartus — 0,125 mg/l Cu+Zn poveikio
grupése, palyginus su kontrolinés grupés Zzuvimis. StatistiSkai patikimi
branduolio pumpury skirtumai gauti upétakivose po poveikio 0,25
koncentracija (P=0,0110). StatistiSkai patikimy fragmentuoty-apoptoziniy ir
dvibranduoliy lasteliy daznio skirtumy nerasta. Vaivorykstinius upétakius 4, 8
ir 12 dieny palaikius $variame vandenyje, didziausias MB dazniy sumazéjimas
§iy zuvy kraujo eritrocituose nustatytas po 8 dieny. Taciau po 4 ir 12 d.
laikymo Svariame vandenyje, 0,25 ir 0,125 mg/l eksperimentinése Zuvy
grupése buvo rasti statistiSkai ptikimi MB daZnio skirtumai nuo kontrolinio
lygmens. Tokiu budu, Siy eksperimenty rezultatai rodo sunkiyju metaly
genotoksiSkuma esant aplinkoje gan mazomis tirty metaly koncentracijomis,
taCiau taip pat ir ribotas §iy Zuvy atsistatymo galimybes.

Atlikti tyrimai, kuriuose laboratorinémis ir lauko salygomis buvo vertinamas
metaly genotoksinis poveikis zuvims ir moliuskams bei nustatytas glaudus
rySys tarp metaly koncentracijuy ir branduolio pazaiduy daznio. Laboratoriniy
eksperimenty metu nustatyta, kad Cd 3,4-mg/kg dozé gali sukelti branduoliy

pazaidy susiformavima Zuvy inksty eritruocituose (Ayllon, Garcia-Vazquez,
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2000). Cd ir Hg (1,7 mg metalo/kg sauso kiino svorio) injekcijos i$§auké MB
daznio padidéjima europiniame upiniame unguryje (Anguilla anguilla). MB
daznis padidéjo iki 2,64%0 po poveikio Cd, o veikiant Hg junginiais — iki
2,35%o (Sanchez-Galan et al., 2001). Cu®" (0,1 ir 2,5 mg/l) bei Cd** (0,1 ir 1,0
mg/l) tirpaly koncentracijuy genotoksinis poveikis nustatytas Carassius auratus
gibelio zuvy kraujo eritrocituose bei ziauny ir peleky lastelése (Arkhipchuk,
Garanko, 2005). Vaivorykstinio upétakio Ziauny lasteliy kultliras paveikus
CuSOy (1 ir 2,5uM) koncentracijomis registruoti DNR grandiniy triikiai bei
apoptoziniy lasteliy susidarymas (Bopp et al., 2008). Po 7 dieny poveikio
CuCl, 0,2 pumol/l koncentracija Anguilla anguilla Zuvyse nustatyta auksta
branduolio pazaidy indukcija, lyginat su kontroline grupe (Oliveira et al.,
2008). Veikiant metilintu gyvsidabriu auksta MB indukcija rasta Salmo trutta
ir Anquilla anquilla kraujo eritrocituose (Sanchez-Galan et al., 2001).
Padidéjes MB daznis kraujo eritrocituose fiksuotas ir sidabriniuose karosuose
(Carassius auratus gibelio), kuomet Zuvys buvo veikiamos Cr(III) (Al-Sabti,
Hardig, 1990). Statistiskai patikimi MB dazniy skirtumai, lyginant su kontrole,
rasti Orechromis niloticus Zuvy Ziauny ir kraujo lastelése, po poveikio chromo
junginiais (Cavas, Ergene-Gozukara, 2005a). Iki 163,5 karty aukstesnis nei
kontrolingje grupéje MB daZznis nustatytas Danio rerio zuvyse po poveikio 5
mg/l arseno koncentracija (Ramirez, Garcia, 2005).

Literatiiroje yra duomeny apie sunkiyjy metaly misiniy genotoksini poveiki
zuvims. Vario ir cinko miSiniy poveikyje vaivorykstiniuose upétakiuose
(Oncorhynchus mykiss) buvo nustatyti patikimai aukStesni MB dazniai nei
kontrolinéje zZuvy grupéje (Bagdonas, 2006). Cu (0,01-0,25mg/1), Cd (0,005—
0,Img/l) ir Cr(VI) 5mg/l koncentraciju indukuota mikrobranduoliy ir
dvibranduoliy lasteliy susidaryma Cyprinus carpio, Carassius gibelio ir
Corydoras paleatus 7Zuvy kraujo ir kepeny eritrocituose bei ziauny lastelése
nustaté Cavas su bendraautoriais (2005). Sidabrinio karoso (Carassius auratus)
kraujo eritrocituose ir ziauny bei peleky lastelése registruota MB ir BP
indukcija veikiant zuvis gyvsidabrio chlorido (1;5 ir 10ug/l) bei Svino acetato

(10, 50 ir 100pg/1) koncentracijomis (Cavas, 2008). Mikrobranduoliy testas M.
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galloprovincialis moliuskuose parodé HgCl,, CuCl, ir CdCl, junginiy
genotoksini poveiki (Siu et al., 2004).

Costa su bendraautoriais (2008) 28 dienas laboratorinémis salygomis veike
Senegalinio jury liezuvio (Solea senegalensis) mailiy sedimentais, surinktais i$
triju skirtingy tarSos lygiu pasizyméjusiy Portugalijos priekrantés zonuy.
Sedimentuose buvo istirta eilé sunkiyjy metaly (Cr, Ni, Cu, Zn, As, Cd ir Pb),
organiniy junginiy (PAA ir PCB). Zonose kur buvo rastos didelés sunkiyjy
metaly ir organiniy junginiy koncentracijos, tirtyjy Zuvy kraujo eritrocituose
nustatyti ir auks$ciausi branduolio pazaidy bei DNR grandiniy tritkiy daZzniai.
Aukciausias genotoksinis poveikis ir zenkli koreliacija tarp genotoksiniy
pazaidy daznio ir terSaly kiekio buvo registruota 14 ir 28 poveikio diena. Be to,
buvo nustatyta, kad sunkieji metalai veikia kaip inhibitoriai (Costa et al.,
2008). AprasSyta koreliacija tarp vandenyje registruoty sunkiyjy metaly Hg, Cu,
Pb ir Cr koncentraciju ir MB susiformavimo, metalotioniny kiekio bei
lizosomy stabilumo Mytilus galloprovincialis moliuskuose tiriant Graikijos
Patraso ilankos genotoksiSkuma. Auksciausios sunkiyjy metaly koncentracijos
6,10 pg/l (Pb), 14,90 ug/l (Cr) ir 21,40 pg/l (Cu) rastos labiausiai uzterStoje
stotyje ziemos metu (Pytharopoulou et al., 2006).

4.2.4. Genotoksiskumo ir citotoksiSkumo ypatumai skirtingose organizmy
rasyse

Trys Zuvy ir dvi moliusky rusys buvo naudotos kaip bioindikatoriai vertinat
geno-citotoksini skirtingy naftos platformy poveiki in situ bei atliekant
laboratorinius tyrimus. Nagrin¢jant Statfjord B naftos platformos aplinkoje
genotoksini ir citotoksini poveiki perkelty midiju ir Atlantiniy menkiy
audiniuose nustatyta, kad moliusky Ziauny lastelése susiformavusiy DB daznis
buvo iki 27,8 karty, MB — iki 18 karty, BP — iki 11 karty, o FA — iki 8,5 karto
aukstesnis nei zuvyse.

Laboratoriniy eksperimenty metu Statfjord B naftos Zaliavinés naftos geno-
citotoksinis poveikis tirtas oty ir Atlantiniu menkiuy (kraujo ir inkstuy)

eritrocituose bei midiju ziauny lastelése. Po poveikio 0,5 ppm Statfjord B
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zaliavinés naftos koncentracija bei ZN, alkilfenoliy ir PAA miSiniu otuose
nustatyta 2 kartus didesné MB indukcija nei menkése. Eksperimentinése midiju
grupése MB daznis buvo 4 kartus didesnis negu oty ir net 10 karty negu
menkiy kraujo eritrocituose. BP indukcija midijose buvo 4 kartus didesné negu
oty kraujyje ir 7,5 karty didesné negu oty inkstuose. Aukstesnis branduolio
pazaidy lygis rastas ir A. anatina moliuskuose lyginat su P. fluviatilis zuvimis
kuomet abi Sios rGSys buvo paveiktos tomis paciomis Minijos gre¢zinio
zaliavinés naftos koncentracijomis.

Tokie tyrimu rezultatai gauti dél biologiniy bei fiziologiniy tirty riiSiy
ypatumy, tarSos komponenty kaupimo, transformavimo ir Salinimo zuvyse ir
moliuskuose skirtumy (BarSiene et al., 2006a). Moliuskuose yra primityvios
terSalus degraduojancios sistemos (Depledge, Fossi, 1994; Naimo, 1995).
Dvigeldziai moliuskai maitinasi intensyviai filtruodami vandeni, tad ziaunuy
epitelines lasteles vandenyje esantys genotoksiniai tarSos komponentai gali
veikti tiesiogiai. Midijoms budingas séslus gyvenimo budas, todél uzterstoje
aplinkoje jos patiria nuolatini aplinkos tarSos genotoksini poveiki, tuo tarpu
zuvims buidingos sezoninés migracijos, jos gali pasitraukti i§ uzterSty biotopu.
Dél to tiriant dvigeldzius moliuskus zymiai tiksliau jvertinamas tam tikros
pasirinktos vietos genotoksiSkumas, ypac jei tyrimai atlickami eilg¢ mety. Tuo
tarpu MB ar BP tyrimai zuvu lastelése gali atspindéti didesnio regiono aplinkos
genotoksiSkumo ypatumus (BarSien¢ et al., 2004; Rybakovas, 2007;
Rybakovas et al., 2009).

Panasaus pobudzio tarprii§iniai skirtumai nustatyti paveikus midijas,
Atlantines menkes, otus ir kitais organiniais terSalais (bisfenoliu A, dialilftalatu
bei tetrabromodifenileteriu-47). MB daznis midijy Ziauny lastelése buvo iki 6,3
karto aukstesnis negu oty ir 11 karty aukStesnis negu menkiy kraujo
eritrocituose registruoti dazniai (BarSiené et al., 2005, 2006c). Analizuojant
tarpriSinius MB daznio svyravimus minétose zZuvy rusyse, MB indukcija 3,7
karto buvo auks$tesné oty kraujo eritrocituose nei menkiy (BarSiené et al.,
2005). Tyrimais nustatyta, kad bisfenolis A ir bisfenolis F gali saveikauti su

centrosoma mitozinéje dalijimosi verpstéje bei su chromosomy centromeromis
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ir sukelti mutageninj poveikj (Parry et al., 2002), taip pat indukuoti seseriniy
chromatidziy mainus ir MB susiformavima periferinio kraujo lastelése (Sueiro
et al., 2003).

Sio tyrimo rezultatai parodé, kad tarprusiniai genotoksiskumo efektai
midijy, Atlantiniy menkiy ir oty audiniy lastelése yra labai panasiis tiek
veikiant naftos platformy, tiek kitais organiniais terSalais. Visais atvejais
dugninés zuvys pasizyméjo didesniu jautrumu genotoksiniam junginiy
poveikiui. Kadangi tai eurihalininés zuvys, jos nuolat artimai kontaktuoja su
dugno nuosédomis, kur dazniausiai sukaupiamos didziausios genotoksinémis,
citotoksinémis ir kancerogeninémis savybémis pasizyminéiy junginiy
koncentracijos. Tokie junginiai i organizma gali patekti per virSkinamaji trakta
bei per visa kiino pavirsiy, priklausomai nuo junginiy klasés ir biologinio
pricinamumo (Porte, Albaiges, 1993). Be to, tarpriiSinius genotoksiskumo
skirtumus Zuvyse galéjo salygoti DNR reparacijos specifiSkumas, skirtingos
trukmés lasteliy ciklas, fiziologiniai ypatumai, tarSos komponenty
biotransformacijos specifika (BarSiené et al., 2005).

Literatiros Saltiniuose tarpriiSiniai MB susiformavimo skirtumai nustatyti
midijose ir jury zvaigzdése Asterias rubens po 3, 5 ir 7 dieny poveikio
metilmetano sulfonatu ir ciklofosfamidu. MB daznis juros zvaigzdziy
keolomocituose buvo aukstesnis negu midiju hemocituose (Canty et al., 2009).
Riisiai specifinis atsakas buvo nustatytas lyginant DNR pazaidy dazni Mytilus
galloprovincialis moliuskuose, Maja crispata krabuose ir paprastosiose
gambuzijose (Gambusia affinis) po poveikio 10ug/g B(a)P koncentracija
(Bihari, Fafandel, 2004). TarpriiSiniai skirtumai po poveikio kolchicinu,
ciklosfosfamidu ir mitomicinu C bei sunkiaisiais metalais (Cd ir Hg) gauti
paprastosiose rainése (Phoxinus phoxinus) ir placiapelekése pecilijose
(Poecilia latipinna) (Ayllon, Garcia-Vazquez, 2000). Salmo trutta, Phoxinus
phoxinus ir Anguilla anguilla 7uvis paveikus ciklofosfamidu, kolchicinu bei
Cd, didziausias MB lygis rastas lasi§inése Zuvyse (Rodriguez-Cea et al., 2003).
Vertinant Danijos uosty uzterStuma ir lyginant terSaly susikaupimo dvigeldziuy

moliusky Mytilus edulis bei pilvakoju Littorina littorea audiniuose taip pat
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i8rySkéjo tarprisiniai skirtumai. Tirto uosto sedimentuose bei biotoje, buvo
nustatytos gan aukstos sunkiyjuy metaly (Cd, Cu, Pb ir Zn), butiltino junginiy
(TBT, DBT ir MBT) bei 19 PAA ir 9 PCB giminingy junginiy koncentracijos
(Rank, 2009). MB susidarymo tarprii§iniai skirtumai apraSyti gélavandenése
dvidémése grotzuvése (Astyanax bimaculatus) ir tigrinése trairose (Hoplias
malabaricus) tiriant Japaratuba upés (Brazilija) aplinkos genotoksiSkuma
(Pantaleao et al., 2006). Literaturoje pateikiama duomeny apie tarprisinius MB
ir BP susiformavimo ypatumus jvairiose VidurZemio jiros zuvy riiSyse.
Europinés barakudos (Sphyraena sphyraena), paprastosios stauridés
(Trachurus trachurus), auksaspalvio sparo (Sparus auratus) bei Pagellus
mormyrus, Sargus sargus zuvy kraujo eritrocituose susiformavusiy branduolio
pumpury daznis buvo zymiai aukStesnis nei mikrobranduoliy. Tuo tarpu,
dryzuosiuose juriniuose karosuose (Boops boops), kininése geltonuodegése
(Seriolia dumerili), europinése barzdotése (Mullus barbatus) — aukstesnis buvo
MB daznis, nei BP, o paprastyjy vilkeSeriu (Dicentrarchus labrax)

eritrocituose branduolio pumpury visai nenustatyta (Bolognesi et al., 2006b).

4.2.5. GenotoksiSkumo ir citotoksiSkumo ypatumai skirtinguose
organizmy audiniuose

Genotoksinio ir citotoksinio jvairiy terSaly poveikio jvertinimui Zuvyse
dazniausiai naudojami kraujo eritrocitai, kadangi kraujo tepinéliy paruoSimo
technika bei mikroskopiné analizé salyginai lengva. Tacdiau S§io metodo
trakumas yra tas, kad periferinio kraujo eritrocituose biina Zemas
mikrobranduoliy daznis, kadangi subrendg eritrocitai nesidalina. Iki Siol
nedaug yra zZinoma, kokia dalis eritroblasty su branduolio pazaidomis patenka
ir cirkuliuoja periferiniame kraujyje, kokie DNR reparacijos mastai bei kiek
trunka Zuvy kraujo lasteliy ciklas (Buschini et al., 2004). Zuvy
hemopoeziniuose audiniuose besiformuojancios kraujo lastelés pasizymi
auk$tu mitoziniu aktyvumu, tad atlikty tyrimy duomenimis, jose dazniau nei
periferinio kraujo subrendusiuose eritrocituose pasireiSkia genotoksiniai

ksenobiotiky efektai (Tice, Ivvet, 1985).
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AtsiZzvelgiant | eritropoezés procesy skirtumus Zuvy audiniuose, Siame darbe
naftos platformy tersaly genotoksiskumo ir citotoksisSkumo parametrai vertinti
kraujo, inksty ir kepeny eritrocituose. Analizé kepeny eritrocituose pasirinkta
zinant, kad daugelio zaliavinés naftos ir gamybiniy vandeny sudétyje esanciy
PAA junginiy metaboliné aktyvacija vyksta zuvy kepenyse, nes ten iSsidéste
efektyvis I-os ir II-tros biotransformacijos faziy fermenty rinkiniai (Winzer et
al.,, 2002). Branduolio pazaidy analizé zuvy inksty eritrocituose pasirinkta
todél, kad aktyvuoti genotoksinémis ir kancerogeninémis savybémis
pasizymin¢iy PAA metabolity Salinimas vyksta ne tik su tulzimi, bet ir per
zuvy inkstus. Todél inkstuose besiformuojantys eritrocitai irgi tampa
tiesioginiu naftos metabolity taikiniu.

Branduolio pazaidy analizé besivystanciuose zuvy kepenu ir inksty
eritrocituose yra gan jautri biozymeny vertinimo sistema, tad gali biiti
panaudota vykdant hidroekosistemy biomonitoringa naftos produkty
genotoksiSkumui  jvertinti ir ypa¢ po naftos avariniy iSsiliejimy.
Mikrobranduoliy susidaryma zuvy hepatocituose po PAA junginiais poveikio
tyré (Williams, Metcalfe, 1992; Rao et al., 1997; Arcand-Hoy, Metcalfe, 2000;
Pietrapiana et al., 2002). Kepenyse vyksta ir kity organizmui pavojingu
junginiy biotransformacija, taigi MB ir kity branduolio pazaidy tyrimai zZuvy
kepeny lastelése yra ypatingai aktualiis nustatant medziagy poveiki, kuriuy
genotoksiniy savybiy pasireiskimui biitina metaboliné aktyvacija (Udroiu et al.,
2006).

Siame darbe analizuojant Statfjord B naftos geno-citotoksini poveiki,
branduolio pazaidos tirtos Atlantiniu menkiy ir oty kraujo ir inksty
eritrocituose. Abi zuvy riisis paveikus 0,5 ppm zaliavine nafta, taip pat Sios
naftos, AF ir PAA miSiniu, menkiy inksty eritrocituose MB dazniai buvo iki 4
karty, o oty — iki 1,6 karto aukstesni nei kraujo eritrocituose. Lyginant geno-
citotoksini poveiki menkiy inksty ir kepeny eritrocituose nustatyta, kad po
poveikio Oseberg C naftos platformoje iSgaunama nafta, taip pat

sumodeliuotais alikilfenoliu miSiniais bei gamybiniais vandenimis, MB ir FA
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indukcija yra didesné inkstuose negu kepenyse. Tuo tarpu, BP ir DB dazniy
lygiai menkiy kepeny ir inksty eritrocituose buvo artimi.

Literatiiroje pateikiami duomenys, kad paveikus skirtingomis Cd ir Cu
koncentracijomis, karpiu (Cyprinus carpio), karosu (Carassius gibelio) bei
smulkiadémiy Sarvuotyju Samukuy (Corydoras paleatus) ziaunu epitelinése
lastelése ir kepenu hepatocituose susiformuoja aukstesni MB dazniai, negu
periferinio kraujo eritrocituose (Cavas et al., 2005). Naftos ir chromo
perdirbimo gamykly nuotekos sukélé auksStesnius MB daznius Nilo tilapiju
(Oreochromis niloticus) Ziauny epitelinése lastelése nei periferinio kraujo
eritrocituose (Cavas, Ergene-Goziikara, 2005a). Sie tyrimai parodé, kad zuvy
ziauny epitelinés lastelés ir hepatocitai jautresni genotoksiniy junginiy
poveikiui. Ziauny lastelés ter$aly yra veikiamos tiesiogiai, be to, $iam audiniui
budingas auksStas mitozinis aktyvumas (Cavas et al., 2005; Cavas, Ergene-
Goziikara, 2005a). Taciau atlikus aplinkos genotoksisSkumo jvertinima
analizuojant MB susidaryma Labeo bata zuvy inksty ir Ziauny lastelése, inksty
eritrocituose rastas didesnis MB daznis negu ziauny lastelése (Talapatra,
Banerjee, 2007).

Kauliniy zuvy priekiné inksty dalis yra pagrindinis kraujodaros organas,
todél ankstyvosiose eritrocity formavimosi stadijose dél aktyvaus lasteliy
dalijimosi mikrobranduoliai gali dazniau susiformuoti. Zuvy hemopoezés
procesai vyksta ne tik inkstuose, bet kepenyse, bluznyje, Ziaunose (Soldatov,
1995). Skirtinguose audiniuose yra skirtingi subrendusiy ir nesubrendusiy
eritrocity santykiai. Tai gali jtakoti mikrobranduoliy tyrimo rezultatus (Udroiu
et al., 2006). Tokiu bidu MB daznis hemopoezés organy nesubrendusiuose
inksty eritrocituose rodo genotoksinius pazeidimus, susiformavusius
eritroblasty dalijimosi metu. Periferinio kraujo subrendusiy eritrocity MB
daznis rodo poveiki, vykusi per visa eritrocity funkcionavimo laikotarpi
(Schlegel, MacGregor, 1982). D¢l Siy priezas¢iy MB testas, atlickamas su
periferinio kraujo eritrocitais, rodo bendra genotoksiniy junginiy poveiki

zuvims, {vykusi per visa eritrocito raidos ir cirkuliacijos trukme. Eritrocity
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gyvavimo trukmé yra nevienoda skirtingose zuvy riasyse, pvz. vaivorykstinio
upétakio — 105 dienos, o karpio iki 310 dieny (Soldatov, 1995).

Apibendrinant gautus rezultatus ir literatiiroje esamus duomenis galima
teigti kad dél fiziologiniy ir funkciniy audiniy savitumy, Zuvy jvairiuose
audiniuose gali susiformuoti skirtingi lasteliy branduolio pazaidy daZzniai.
Skirtinguose audiniuose nustatomi geno-citotoksiniy efekty skirtumai yra labai
svarbils, nes suteikia vertingos informacijos ne tik apie organizmy patiriama
genotoksinj ir citotoksini poveiki, bet ir apie ksenobiotiku metabolizmo, bei
pazeistos DNR pasalinimo i$ lasteliy specifika.

Mikrobranduoliy susidarymui Zuvyse ijtakos gali turéti amzius, lytis,
sveikatos buklé ir pan. Mitybos biidas taip pat gali itakoti genotoksiniy
junginiy metaboling aktyvacija (Livingstone, 1991; Al-Sabti, Metcalfe, 1995).
Itakos mikrobranduoliy susiformavimui gali turéti ir aplinkos veiksniai — mety
laikas, temperatiira, deguonies kiekis, o0 MB jvertinimui — dazymo procediirg ir
mikrobranduoliy identifikavimo kriterijai (Al-Sabti, Metcalfe, 1995). Apie
mikroorganizmy itaka genotoksinio ir citotoksinio poveikio indukcijai taip pat
néra duomeny. Literatiroje pateikiami duomenys apie parazity indukuota
biologini atsaka dreisenose Dreissena polymorpha, bei mikroorganizmais
uzkrésty individy taikyma ekotoksikologiniuose tyrimuose (Minguez et al.,
2009). Dalies i§ iSvardyty veiksniy jtaka MB bei kity branduolio pazaidy
susiformavimui organizmuose vis dar néra iki galo istirta.

Miisy gauti tyrimy duomenys parodé, kad in situ bei eksperimentiniai naftos
industrijos terSaly genotoksinio ir citotoksinio poveikio analizé yra bitina
siekiant nustatyti galima genotoksing rizika vandens aplinkoje gyvenantiems
organizmams. Ypac, aktualu vykdyti nuolatinius monitoringo tyrimus naftos
platformy zonose, kadangi jos uzterStos zaliavine nafta, be to ¢ia { aplinka
iSmetami dideli kiekiai gamybiniy vandeny, kuriuose yra gausu alkilinty
fenoliy, policikliniy aromatiniy angliavandeniliy, sunkiyju metaly bei kity
terSaly. Duomenys apie mikrobranduoliy bei kity branduolio pazaidy indukcija

leidzia daryti prielaidas, kad genotoksiSkumo bei citotoksiSkumo tyrimuose
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naudojant Siuos parametrus gali bliti gaunama vertinga informacija aplinkos

kokybés nustatymui ar ekologinés rizikos vertimui.
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ISVADOS

1. Siaurés jaros Statfjord B platformos skirtingose zonose palaikius
midijas (Mytilus edulis) ir Atlantines menkes (Gadus morhua) varzose,
nustatytas aplinkos genotoksiskumo ir citotoksiSkumo lygiy gradientas
priklausantis nuo atstumo iki tarSos Saltinio (500 m>1000 m>10000 m).

2. Siaurés juros Ekofisk naftos platformos aplinkoje auksciausias
genotoksiSkumo ir citotoksiSkumo lygis nustatytas moliuskuose M.
edulis, kurie laikyti varzose arCiausiai gamybinio vandens isleidéjy.
StatistiSkai patikimi branduolio pazaidy skirtumai taip pat rasti
midijose, kurios buvo laikytos 600 m { PV (P=0,0014), 1100 m i SR
(P=0,0076) ir 1600 m i PV (P=0,0437) atstumais nuo S§ios naftos
platformos.

3. Eksperimentinémis salygomis paveikus Statfjord B 0,5 ppm Zzaliavine
nafta, mikrobranduoliy indukcija nustatyta oty kraujo ir inksty
eritrocituose bei midijy ziauny lastelése. Tuo tarpu, tos pacios naftos 0,5
ppm, alkilfenoliy bei poliaromatiniy angliavandeniliy mi$inys, indukavo
statistiSkai patikima mikrobranduoliy daznio padidéjima M. edulis
ziauny lastelése, paprastyju otu (Scophthalmus maximus) kraujo ir
inksty bei G. morhua inksty eritrocituose. Taip pat rastas patikimas
branduolio pumpury ir fragmentuoty-apoptoziniy Iasteliu dazniy
skirtumas nuo kontrolinés grupés midiju Ziaunose, dvibranduoliy ir
fragmentuoty-apoptoziniy lasteliy — oty inksty bei branduolio pumpury
— oty kraujo eritrocituose.

4. Statistiskai patikimas mikrobranduoliy daznio didéjimas nustatytas M.
edulis ziauny lastelése veikiant 1, 2, 4 ir 8 dienas 0,5 ppm Statfjord B
nafta. Fragmentuoty-apoptoziniy lasteliy daznis patikimai skyrési nuo
kontrolés po 4 dieny, o dvibranduoliy lasteliy - po 8 dieny poveikio.

5. Didziausias arktinés Barenco juros naftos genotoksinis poveikis S.
maximus kepeny eritrocituose nustatytas po 4 savaiciy, o citotoksinis —

po 8 savaiciy. 40 ppb Sios naftos koncentracija sukélé didziausia geno-
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citotoksiSkumo indukcija. Arktiné nafta indukavo iSskirtinai didelj
dvibranduoliy eritrocity su nukleoplazmine jungtimi ir branduolio
pumpury su nukleoplazmine jungtimi formavimasi.

. Po poveikio 0,5 ppm Statfjord B zaliavine nafta bei naftos, alkilfenoliy
ir poliaromatiniy angliavandeniliy miSiniu nustatyti tarprasiniai
genotoksiSkumo  lygiu  skirtumai. M. edulis Ziauny lastelése
mikrobranduoliy dazniai buvo 4 kartus aukstesni negu S. maximus ir 10
karty negu G. morhua kraujo eritrocituose, branduolio pumpury dazniai
— 4 kartus aukStesni negu oty kraujo ir 7,5 karty negu oty inksty
eritrocituose.

. Oseberg C platformos gamybiniai vandenys, ju komponentai (AF, PAA)
ir zaliaviné nafta G. morhua kepeny ir inksty eritrocituose indukavo iki
4,5 karty aukstesni branduolio pumpury nei mikrobranduoliy dazni.
Eksperimentinése grupése gauti patikimi branduolio pumpury ir
mikrobranduoliy skirtumai (P kito nuo 0,01 iki P<0,0001), palyginus su
kontroline grupe. StatistiSkai patikimy citotoksiSkumo pokyciy nerasta.

. G. morhua kepeny ir inksty eritrocituose, statistiSkai patikimi
mikrobranduoliy dazniy skirtumai nustatyti zuvyse, veiktose 0,2 ppm
Oseberg C platformos zaliavinés naftos koncentracija bei 0,2 ppm
naftos, alkilfenoliuy bei poliaromatiniy angliavandeniliy miSiniu.
Aukstesnis mikrobranduoliy ir fragmentuoty-apoptoziniy eritrocity
daznis rastas G. morhua inksty eritrocituose, o branduolio pumpury
dazniai buvo panasiis abejuose audiniuose.

. Sunkiyju metaly modeliniai miSiniai Oncorhynchus mykiss kraujo
eritrocituose indukavo genotoksiniu pazaidy formavimasi, o citotoksinio

poveikio nenustatyta.
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