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INTRODUCTION 

The thesis pertains to ecological and toxicological relevance and addresses the 

problem of chemical mixtures, deploys an adequate animal models and seeks 

to contextualise the work in real EU context. One of the aims of the Water 

Framework Directive (WFD; European Union) is to attain the “Good 

Ecological Status” (GES) and “good chemical status” in all surface water 

bodies of the EU. These aims should be achieved by maintaining and restoring 

the health of aquatic ecosystems. The measurement of genotoxic effects in 

aquatic organisms under field provides early warning signals of adverse 

effects of chemical, physical or biological contaminants in aquatic 

environment, whereas assessment of genotoxic potential of single stressor or 

their combination have been disclosed under controlled laboratory conditions. 

Geno- and cytotoxicity evaluation of metal mixtures (Zn, Cu, Cr, Ni, Pb, Cd), 

quantum dots (CdSe/ZnS-COOH) and multiple stressors 

(chemical+biological (Cd+Saprolegnia parasitica)) in selected fish species 

under control laboratory conditions was performed. Environmental 

genotoxicity responses in various bioindicators from the Baltic Sea, reflects 

the complex of environmental conditions. 

Anthropogenic activities have introduced complex mixtures of 

contaminants discharging with industrial, domestic and agricultural wastes 

into the environment that have increased concern about their adverse effects 

on freshwater and marine ecosystems. There is increasing attention in 

pollutants synergism, which has the most toxicological concern (Cedergreen 

2014). Genotoxic agents are the ingredients of these mixtures that can provoke 

genetic damage and initiate toxic effects at various biological levels 

(Bolognesi and Hayashi 2011). In the environment aquatic organisms are 

exposed to a number of various pollutants covered by different EU 

regulations, while mixture effects are not currently regulated. According to 

SCHER, SCCS, SCENIHR, Opinion on the Toxicity and Assessment of 

Chemical Mixtures (2012) evaluation of risk assessment of chemical mixtures 

needs to take into consideration the potential mixture effects at realistic 

exposure levels in the environment, the possible impact of background 

exposure in the environment or diet, and health risks at low dose exposures to 

multiple chemicals. The focus of toxicology has shifted to investigating more 

subtle, chronic, low-dose effects, where cause and effect relationships may not 

be directly obvious and may greatly differ from the effects of the acute 

exposure (Klaassen et al., 2013). Moreover, cumulative effects of multiple 

stressors are becoming a major problem in ecotoxicology. Fish are considered 

as one of the most suitable bioindicators in ecotoxicological studies of various 

xenobiotics. Fish parasites can be used as indicators of water pollution and 

environmental quality. Parasites infections in the presence of pollution may 

further compromise the health of biondicators by reducing the 

immunocompetence of the host. Furthermore, exacerbation of contaminants 
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induced toxicity effects may be noted even parasites infestation occurs at low 

intensities (Marcogliese et al., 2005). 

A growing interest in studies of environmental genotoxicity has led to the 

development of a variety of tests for the detection of genotoxic agents in 

aquatic media. Kroon with co-authors (2017) indicated the most suitable 

biomarkers of exposure. Micronuclei together with other nuclear 

abnormalities as irreversible genotoxic events and DNA damage assessment 

using the Comet assay were emphasized as suitable biomarkers of metal 

exposure (Kroon et al., 2017). Moreover, Comet assay and nuclear 

abnormalities test are considered as sensitive test systems for assessing geno- 

and cytotoxicity of pollutants. 

Different fish species were used for the detection of genetically active 

compounds in situ and in laboratory exposures to various clastogenic and 

aneugenic compounds (Cavas and Ergene-Gozukara 2005; Cavas et al., 2005). 

Bioindicators used in an experimental and in situ studies of the thesis belong 

to different taxonomic groups and represent various functional positions, 

therefore may vary in responses to chemical pollution. Salmonid fish species 

such as Salmo salar and Oncorhynchus mykiss at different development stages 

are valuable bioindicators of ecological integrity of aquatic ecosystems (over 

their life cycle their integrate a wide range of riverine conditions, 

microhabitats) (Chovanec et al., 2003). While roach (Rutilus rutilus) is a 

suitable bioindicator for monitoring aquatic pollution in freshwater 

ecosystems (Łuczyńska et al., 2018). Clupea harengus membras, Platichthys 

flesus, Gadus morhua, Zoarces viviparous and two invertebrate species the 

Baltic clam Macoma balthica and the isopod Saduria entomon are sentinel 

organisms and typical components of the Baltic Sea communities and are used 

to monitor environmental pollution (Baršienė et al., 2014; 2015; 

Butrimavičienė et al., 2018; Góral et al., 2009). Comprehensive understanding 

of environmental conditions arises from evaluation and monitoring of 

hydroshepre pollution using various fish species. 

1. Contaminants in the aquatic environment 

Trace elements. As reported by European Environment Agency (EEA 2012) 

various chemicals, such as metals, pesticides and other pollutants are 

responsible for poor chemical status of surface water bodies across Europe. 

Metals are the main pollutants of any industrial or domestic discharges, and 

they are assumed as most hazardous in the toxicological studies (Javed and 

Usmani 2017). Heavy metals accounts for 20% of river water bodies in poor 

status; are the major pollutant (accounting for 60%) in lakes and accounts for 

50% of coastal water bodies in poor status (EEA 2012). Wide distribution of 

metals in the aquatic environment is releated with their multiple industrial, 

domestic, agricultural and technological applications. Zn, Cu, Ni, Cr, Pb and 

Cd are the most common metal contaminants, whereas Pb and Cd are 
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indicated as priority metals due to the high degree of their toxicity. Toxicity 

of trace elements depends on their concentration, chemical species, exposure 

route, time and sensitivity of biological systems. In the aquatic environment 

metals exist in trace concentrations, therefore, evaluating mixture effects at 

realistic exposure levels a possible influence of background exposure should 

be taken into consideration. The necessity of studies related to interactions of 

low concentration toxic metals and essential metals mixtures was emphazised 

(Cobbina et al., 2015; Nys et al., 2017). As concluded by Nys with co-authors 

(2017), the understanding about metal mixture toxicity and their interactions 

is far from fully investigated, neither mechanism are fully understood nor 

performance of mixtures risk assessment. Future progress in mixture 

toxicology, must be able to provide experimental data for many more mixture 

elements, move in the direction of probabilistic exposure, ensure that data and 

methods are useful in the assessment of mixtures and provide a better 

perception of whether an assessment is too cautious or insufficiently 

protective (Evans et al., 2016). The experiments of the thesis were designed 

to evaluate metal mixture effects in fish by testing the mixture as a whole 

(whole mixture approach). According to Heys et al. (2016), whole mixture 

approach is the most logical because it reflects the simultaneous exposure that 

organisms in the environment face. Using this type of approach all interactions 

between the components in the mixture are accounted for. 

Nanoparticles. Metal nanoparticles (NPs) are an emerging technology due 

to their optical, electronic properties and have wide application in industry and 

common use product. However, their also poses threats to aquatic 

environment due to release of metal ions and intrinsic charascteristics. 

Quantum dots (QDs) are one of emerging engineering nanomaterials. In the 

experiments of diseratation CdSe/ZnS negative-charged (covered with 

carboxyl groups), and coated with a polymer layer (PEG) QDs were used. 

They have advantageous properties in clinical imaging and diagnosis 

(Galeone et al., 2012). Moreover, nanoparticles can vary in size, shape or 

surface functionalizations leading to more difficult prediction of their toxicity. 

Nanopatricles has become the focus of ecotoxicology studies due to their 

unique properties compared to pure metals. In the thesis carboxylated 

CdSe/ZnS quantum dots were selected as the model multi-component, metal-

based mixture. The potential for genotoxicity effects and mechanisms of DNA 

damage of QDs still remains unclear (Saez et al., 2015). Primary and 

secondary mechanisms of nanoparticles induced genotoxicity may exist. 

Primary genotoxicity is caused by direct interaction of nanoparticles or 

dissolved forms with the genetic material, proteins essential for DNA 

replication, transcription or repair (Mahaye et al., 2017). Inflamatory 

responses that lead to oxidative stress are thought to be the secondary 

mechanism of NPs genotoxicity. Studies with a greater focus on QDs-induced 

genotoxicity assessment using several DNA damage biomarkers to identify 



16 

 

the effects of physicochemical features and genotoxicity mechanisms are 

therefore suggested (Demir and Castranova 2017). 

Biological stressors. The aquatic fungus-like heterotrophs or 

straminipilous fungi referred also as “water moulds” (traditionally oomycetes) 

of the order Saprolegniales is common and widespread in freshwater 

environment (Rietmüller 2000; Dick 2001). Moreover, Saprolegnia parasitica 

is thought to be the most frequent species of Saprolegnia genus infecting fish 

eggs (van West 2006; Shahbazian et al., 2010). Naturally, Saprolegnia species 

are found in all lotic and lentic freshwater basins (Rietmüller, 2000; 

Markovskaja, 2006). In aquaculture, Saprolegnia infection causes severe 

problem in incubating eggs and newly hatched fry (Hussein et al., 2001; Thoen 

et al., 2011; Van Den Berg et al., 2013). The lethal impact of saprolegniosis 

could cause major economic losses of the global fish industry production 

(Phillips et al., 2008). Since 2002, when the use of malachite green, an organic 

dye very efficient at killing the pathogen and previously widely used, was 

banned due to its toxicity, Saprolegnia infection has reemerged in aquaculture. 

In order to mitigate Saprolegnia infection in aquaculture, the development and 

testing of general or specific antifungal agents has increased (Ali et al., 2014). 

Therefore, it is crucial to determine S. parastica geno- and cytotoxicity 

potential alone and jointly with chemical stressors to predict toxicity 

outcomes. 

2. Fish as bioindicators 

Fish as bioindicators are suitable for the application of various methods which 

allow to assess toxic impacts from molecular to population levels (Chovanec 

et al., 2003). They are considered as the most useful bioindicators in marine 

and freshwater ecosystems for various chemical pollution. Moreover, fish 

have been successfully used in cytogenetic surveys. In the experiments of the 

thesis three fish species were used: Atlantic salmon (Salmo salar Linnaeus, 

1758), rainbow trout (Oncorhynchus mykiss Walbaum, 1792) and roach 

(Rutilus rutilus Linnaeus, 1758) (accepted synonym for scientific name in 

FishBase (ver 02/2018, http://www.fishbase.org)). 

Historically, S. salar is a keystone migratory species with a North Atlantic 

distribution, with presence in all countries whose rivers enter the North 

Atlantic (Hendry and Cragg-Hine 2003). The Atlantic salmon is included in 

annexes II and V of the European Union (EU) Habitats Directive as a species 

of European significance. Nevertheless, development of salmon populations 

since the mid-1990s has been encouraging (HELCOM 2011). The species is 

an economically (subsistence, recreational and commercial fisheries) and 

ecologically important fish species throughout the European region (Kulmala 

et al., 2012). Atlantic salmon in response to xenobiotics has been scantily 

investigated (Song et al., 2012). 
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Rainbow trout is one of widely studied fish species and is considered as a 

laboratory fish model in ecotoxicological research. Rainbow trout was used 

for genotoxicity assessment of various chemicals using Micronucleus and 

other erythrocytic nuclear abnormalities (ENAs) assay (Ayllón and Garcia-

Vazquez 2001). 

Roach is sedentary and abundant fish species, which is found in most 

European rivers, lakes and ponds (Persson 1983; Brabrand 1985). Fish occupy 

the lower trophic level of aquatic environment and are widely used to 

biologically monitor the level of chemical pollution of these ecosystems 

(Salem et al., 2014; Łuczyńska et al., 2018). 

3. Genotoxicity and cytotoxicity biomarkers in aquatic organisms 

Genotoxicity effects as biologically important endpoints are useful during 

pollution related toxicity assessment (Bolognesi and Cirillo 2014). A large 

number of biomarkers are used in the field of genetic ecotoxicology. 

Micronucleus and Comet assays or Single Cell Gel Electrophoresis (SCGE) 

are the most commonly used and validated methods in field and experimental 

studies (Bolognesi and Cirillo 2014). Other erythrocytic nuclear abnormalities 

also are considered as a proper markers of genetic instability (Gomes et al., 

2015). Both Comet and nuclear abnormalities assays are highly sensitive, 

robust and relatively simple. These assays allows to detect damage at 

chromatic and chromosomal levels, respectively. 

The micronucleus (MN) and other nuclear abnormalities assay is suitable 

to detect genotoxic and cytotoxic damage of wide range of chemical 

compounds and is widely applied in studies with aquatic organisms. Nuclear 

abnormalities such as nuclear buds (NB), nuclear buds on filament (NBf), bi-

nucleated cells with nucleoplasmic bridge (BNb), blebbed (BL), vacuolated 

(VacNuc), 8-shaped, kidney-shaped nuclei, bi-nucleated (BN), fragmented-

apoptotic (FA) and enucleus (EN) cells are considered to be 

indicators/markers of cytogenetic damage, and for this reason they 

complement micronucleus scoring in genotoxicity and cytotoxicity research 

(Gomes et al., 2015; Baršienė et al., 2014; Harabawy et al., 2014). Nuclear 

abnormalities such as MN, NB, NBf, BNb and BL are considered as 

genotoxicity endpoints, whereas 8-shaped, BN and FA are considered as 

cytotoxicity endpoints.  

The Comet assay is a sensitive method that detects DNA strand breaks. 

This assay is widely applied in metal and nano-genotoxicology (Karlsson et 

al., 2015, Celá et al., 2014). The impact of genotoxins using Comet assay was 

evaluated in different marine and freshwater fish species (Khan et al., 2017; 

Vignardi et al., 2015; Munari et al., 2014). 

The erythrocytes of fish have been indicated to be a suitable tool for Comet 

and nuclear abnormalities assays (Udroiu 2006). To bring better results, in the 

thesis geno- and cytotoxicity was evaluated in peripheral blood, liver, gills and 
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kidneys erythrocytes. In fish, the cephalic kidney is the major hematopoietic 

organ; the secondary hematopoietic organs (spleen, peri-portal areas of the 

liver, the intestinal submucosa and the thymus; occasional hematopoiesis 

occurrence reported in gills, brain and gonads) may have different sensitivities 

to xenobiotics (Agius and Roberts 2003; Macchi et al., 1992). Erythrocyte 

removal is related with liver and spleen (Soldatov 2005). 

 

4. Scientific novelty of the thesis 

This thesis contributes with the new scientific information on tissue-

specific, time-related, concentration-dependent, multiple stressors influenced 

geno- and cytotoxicity responses. The influence of metal (Zn, Cu, Ni, Cr, Pb, 

Cd) mixtures and quantum dots (PEG coated CdSe/ZnS-COOH) as 

multicomponent chemical stressors and the effect of oomycetes Saprolegnia 

parasitica as a biological stressor on the induction of cytogenetic lesions have 

been analysed. Moreover, fluctuations of frequencies of genotoxic and 

cytotoxic lesions during fish recovery were described. 

For the first time the reguliarities of geno- and cytotoxicity in fish were 

detected: 

• The influence of complex metal mixture at Maximum-Permissible-

Concentrations (MPC) on geno- and cytotoxicity endpoints was evaluated in 

different fish species. A likely influence of minor changes of even low metal 

exposure concentration (MPC) and markedly increased risk of toxicity was 

emphasized. 

• The fluctuations of geno- and cytotoxicity endpoints frequencies in 

erythrocytes of different fish tissues was described in an experimental 

depuration process. 

• Time-related, concentration-dependent and tissue-specific peculiarities 

of geno- and cytotoxicity responses were emphasized in different fish species. 

• Geno- and cytotoxicity potencial of quantum dots (QDs) as one of 

emerging engineering nanomaterials was indicated in early life stages of fish. 

• Genotoxic and cytotoxic effects of Saprolegnia parasitica pathogen as 

biological stressor was evaluated in Oncorhynchus mykiss larvae. 

• Potential exacerbation of geno- and cytotoxicity endpoints after joint S. 

parasitica and Cd exposure was assessed in Oncorhynchus mykiss larvae. 
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5. Theoretical and practical significance 

• Time-dependent and tissue-specific induction of erythrocytic nuclear 

abnormalities in S. salar was emphasized. Evaluation of O. mykiss potential 

recovery from cytogenetic damage after exposure to metal mixture provided 

information on tissue-specific, time-related, concentration-dependent 

fluctuations of geno- and cytotoxicity endpoints frequencies. 

• Complex metal (Zn, Cu, Ni, Cr, Pb, Cd) mixture at Maximum-

Permissible-Concentrations induce cytogenetic damage in erythrocytes of S. 

salar and R. rutilus. Reduction of concentration (MPC) of a single metal in a 

complex mixture can markedly increase levels of geno- and cytotoxic 

endpoints in different tissues. 

• Genotoxic and cytotoxic effects of carboxylated CdSe/ZnS quantum dots 

was investigated in O. mykiss larvae and a hypothetical mechanism of adverse 

effects was suggested. 

• Genotoxic and cytotoxic potential of Saprolegnia parasitica infection 

and exacerbation of these endpoints following joint parasitism and Cd 

exposure was evaluated in O. mykiss larvae. 

• Experimental data on genotoxicity and cytotoxicity in fish tissues 

following exposure to complex metal mixtures at environmentaly relevant 

concentrations provide valuable information to develop a multimetal toxicity 

models that predict toxicity of mixtures to aquatic organisms. 

• Detected regularities of fish recovery from cytogenetic damage can be 

applied for an aquatic ecosystem restoration planning. 

• The results of the thesis could encourage revision of ecotoxicologically 

relevant water quality standards for metal mixtures. 

• Characterization of genotoxic and cytotoxic lesions in hatchery-reared 

Atlantic salmon cells describes the cytogenetic status of the artificially breed 

fish and their suitability for reestablishment of salmon population in water 

bodies. 
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6. Aims of the thesis 

The goal of the dissertation is an experimental evaluation of genotoxicity and 

cytotoxicity peculiarities of metal (Zn, Cu, Ni, Cr, Pb, Cd) mixtures and 

quantum dots (CdSe/ZnS-COOH) as multicomponent chemical stressors and 

oomycetes Saprolegnia parasitica as a biological stressor in fish erythrocytes. 

 

The following objectives are investigated: 

 

1. To assess time-dependent induction of nuclear abnormalities and time-

related recovery in an experimental depuration process. 

2. To assess geno- and cytotoxicity effects of complex metal mixtures at 

various concentrations in fish erythrocytes. 

3. To evaluate geno- and cytotoxicity effects of complex metal mixtures in 

different tissues erythrocytes of bioindicators. 

4. To assess geno- and cytotoxicity of quantum dots during early stages of 

fish development. 

5. To identify genotoxicity and cytotoxicity impact of oomycetes 

Saprolegnia parasitica alone and jointly with Cd in fish erythrocytes. 

7. Statements to defend 

1. Exposure to complex metal mixture at MPC causes time-dependent and 

tissue-specific responses of geno- and cytotoxicity in S. salar erythrocytes. 

2. Recovery of O. mykiss from cytogenetic damage is time-, tissue- and 

concentration-dependent; fluctuations of geno- and cytotoxicity endpoints, 

especially in O. mykiss liver and kidneys erythrocytes, is inherent to 

depuration period. 

3. Reduction of MPC of a certain metals in a complex mixture markedly 

increases the levels of geno- and cytotoxicity in erythrocytes of S. salar and 

R. rutilus. 

4. Peripheral blood erythrocytes indicate higher levels of geno- and 

cytotoxicity compared to liver, kidneys and gills erythrocytes. Peripheral 

blood erythrocytes show faster recovery rate after binary metal (Cu, Zn) 

mixture exposure compared to other tissues erythrocytes. 

5. Carboxylated CdSe/ZnS quantum dots cause DNA strand breaks in O. 

mykiss embryos and larvae. 

6. Exposure to Saprolegnia parasitica induces genotoxicity in O. mykiss 

larvae. 
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MATERIALS AND METHODS 

1. Study design 

Fish speciments from early life stages to juvenile ones, were investigated in 

the experiments of this thesis. The study design (including used fish species, 

biomarkers and chemical pollutants) is presented in Table 1. The method 

(erythrocytic nuclear abnormalities (ENAs) assay) for genotoxicity and 

cytotoxicity analysis in juvenile/adult fish is described in detail in Paper I-II, 

IV, VI-VIII, XII-XIII and IX, whereas the method for genotoxicity and 

cytotoxicity analysis in early stages of fish development is described in Paper 

V, X, XI, XIV and XV. This method was performed using criteria described 

by Heddle et al. (1991), Fenech et al. (2003) and Baršienė et al. (2006, 2014). 

The morphological features of ENAs are shown in Figs. 1 and 2. The method 

for DNA damage (Comet assay) analysis in juvenile fish is described in Paper 

XIII, whereas the DNA damage analysis in early stages of fish development 

is described in Paper III and V. The alkaline Comet assay was performed 

following the procedure of Singh et al. (1988) with some modifications 

(Fatima et al., 2014). Method for nuclear abnormalities analysis in 

invertebrates is described in paper VIII. Methods for analyses of 

haematological parameters followed by Svobodova et al. (1991) 

(erythrocytes, haemoglobin concentration, haematocrit level, leukocyte count) 

are described in Paper XIII. The methods for measurement of elements 

concentration in experimental and control water is described in the respective 

papers (I-V, IX-XV). The statistical methods applied in the papers are 

presented in detail in the respective papers (I-XV). 
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Table 1. The simplified scheme of experimental/study design for each of papers 

included in the thesis. 
Fish species Stage of 

development 

Biomarkers Test-chemicals 

or infection 

Paper 

Salmo salar 

juvenile 

ENAs 

Metal mixture 

(Zn, Cu, Ni, Cr, 

Pb, Cd) 

II, 

XII, IV 

Rutilus rutilus 

ENAs, 

Comet assay, 

haematological 

parameters 

XIII 

Oncorhynchus mykiss 

 

ENAs 
IX 

Cu/Zn mixture I 

embryos 
ENAs, 

Comet assay 

carboxylated 

CdSe/ZnS QDs 
XI, V 

embryos, 

larvae 

ENAs Cd X 

Comet 

assay 
carboxylated 

CdSe/ZnS QDs 

III 

larvae 

 

ENAs 

 

XV 

Cd, 

Saprolegnia 

parasitica, Cd + S. 

parasitica 

XIV 

Clupea harengus 

membras 

adult 

 

ENAs 

 

Environmental 

pollution 

(Baltic Sea) 

 

VI 

C. harengus 

membras, Platichthys 

flesus, Gadus morhua 

VII 

C. harengus 

membras, P. flesus, 

Zoarces viviparous, 

Macoma balthica, 

Saduria entomon 

VIII 
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Fig. 1 Nuclear abnormalities in erythrocytes of Salmo salar, Oncorhynchus mykiss 

(bi-nucleated erythrocyte with nucleoplasmic bridge and binucleated erythrocyte) and 

Rutilus rutilus (enucleus and apoptotic erythrocyte (unpublished data)). From Paper I 

and II. 

 

 

Fig. 2 Oncorhynchus mykiss embryo erythroblasts with (a) micronucleus (MN), (b) 

nuclear bud (NB), (c) fragmented-apoptotic (FA) and (d) bi-nucleated (BN) 

erythroblasts. From Paper V. 



24 

 

MAIN RESULTS 

Paper I: “Analysis of nuclear abnormalities in erythrocytes of rainbow 

trout (Oncorhynchus mykiss) treated with Cu and Zn and after 4-, 8-, 

and 12-day depuration (post-treatment recovery)” 

The induction of erythrocytic nuclear abnormalities was analysed in the 

peripheral blood, kidney and liver of rainbow trout Oncorhynchus mykiss after 

4-day treatment with copper (Cu) and zinc (Zn) mixture solutions at 0.0625, 

0.125 and 0.25% of 96-h LC50 (0.65 mg Cu/L and 3.79 mg Zn/L)) and in 4-, 

8- and 12-day depuration process. Significantly increased MN levels were 

detected in peripheral blood of O. mykiss after all exposure concentrations, in 

liver erythrocytes at 0.125 and 0.25% and in kidney erythrocytes at 0.25% 

concentration (Fig. 3). Significant induction of NB and BL was detected in 

blood and kidney at 0.25%. Cytotoxicity analysis revealed significant 

induction of 8-shaped nuclei erythrocytes at all concentrations studied in 

kidney, at two (0.125 and 0.25%) concentrations — in liver and at the highest 

concentration in peripheral blood (Fig. 3). 

During the depuration period, tissue-specific recovery trend and time-

related fluctuations of geno- and cytotoxicity endpoints were detected in the 

fish. Micronuclei incidences were found to increase significantly after 4-day 

recovery (at 0.125%) in all tissues. Significant recovery was observed at 

0.0625% concentration estimating the formation of MN in erythrocytes of 

peripheral blood (after 12-day recovery), of 8-shaped nuclei in liver (after 8- 

and 12-day) and kidneys erythrocytes (after 8-day recovery). Peripheral blood 

erythrocytes showed significant recovery of all analysed geno- and 

cytotoxicity endpoints after 8 and 12 days at 0.25%, however, recovery in this 

group was not observed after 12-day of depuration in liver and kidney 

erythrocytes (Fig. 3). 
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Fig. 3. Frequency of micronuclei (MN) and 8-shaped nuclei erythrocytes in blood, 

liver and kidney of rainbow trout exposed to different concentrations of copper–zinc 

mixture solution and in depuration process. Data are presented as means ± SE, 

differences between control and exposed fish groups shown: * P < 0.05, ** P < 0.001; 

differences between exposed and recovery fish groups shown: a P < 0.05, b P < 0.001, 

c P < 0.0001. Exp 4d –exposure 4 days; R – recovery 4, 8 and 12 days. From Paper I. 

Paper II: “Genotoxicity and cytotoxicity response to environmentally 

relevant complex metal mixture (Zn, Cu, Ni, Cr, Pb, Cd) accumulated 

in Atlantic salmon (Salmo salar). Part I: importance of exposure time 

and tissue dependence” 

Complex metal mixture at Maximum-Permissible-Concentrations (Zn–0.1, 

Cu–0.01, Ni–0.01, Cr–0.01, Pb–0.005 and Cd–0.005 mg/L) accepted for the 

inland waters in EU induced genotoxicity and cytotoxicity in different tissues 

erythrocytes of S. salar exposed for 28 days. The most obvious finding to 

emerge from the geno- and cytotoxicity analysis in tissues is that different 

non-linear response between exposure time versus endpoints levels was 

determined. Peripheral blood erythrocytes showed the highest levels of 

summed genotoxicity and cytotoxicity. Results for MN and other erythrocytic 

nuclei abnormalities assays in S. salar gills, liver, kidneys and peripheral 
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blood erythrocytes, are given in Fig. 4 A−D. Treatment with metal mixture 

significantly increased summed genotoxicity level at day 7 of exposure in liver 

and peripheral blood erythrocytes, and at day 14 of exposure in gills and 

kidneys erythrocytes. Significant elevation of cytotoxicity was found after 2 

and 14 days of exposure in gills erythrocytes and after 28 days — in peripheral 

blood erythrocytes. Significant induction of cytotoxicity was not observed in 

liver and kidneys erythrocytes. During the exposure period, levels of summed 

genotoxicity (MN + NBf + NB) were higher than levels of summed 

cytotoxicity (FA + 8-shaped) in all analysed tissues (Fig. 4). 
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Fig. 4 The relationship between exposure time (d) and ENAs (summed genotoxicity 

(MN +NBf + NB) and cytotoxicity (FA + 8-shaped)) responses in Atlantic salmon: 

(A) gills, (B) kidneys, (C) liver and (D) peripheral blood erythrocytes (mean ± SEM, 

N = 7. Asterisks (*) denote significant differences from non-exposed group during 

exposure time ( p < 0.05). From Paper II. 

 

(C) 

(D) 
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Paper IV: Responses of biomarkers in Atlantic salmon (Salmo salar) 

following exposure to environmentally relevant concentrations of 

complex metal mixture (Zn, Cu, Ni, Cr, Pb, Cd). Part II. 

Possible influence and significance of 10-times reduced concentration of a 

single metal in a complex metal mixture (Zn – 0.1, Cu – 0.01, Ni – 0.01, Cr – 

0.01, Pb – 0.005 and Cd – 0.005 mg/L) on geno- and cytotoxicity endpoints 

in S. salar was evaluated. Test fish were exposed for 14 days period to a six 

metal (Zn, Cu, Ni, Cr, Pb and Cd) mixture (herein after referred to as MIX) at 

a concentration corresponding to Maximum-Permissible-Concentrations 

(MPC) accepted for the inland waters in EU. Other treatments were performed 

by 10-times reducing MPC of single metal in the mixture (MIX) made of 6 

metals, while other 5 metals concentrations remain constant (e.g. Zn↓ (10-

times reduced Zn concentration in the mixture), while Cu, Ni, Cr, Pb, Cd 

concentrations remain constant (herein after referred to as Zn↓) and etc.). 

The ENAs such as MN, BL and VacNuc exhibited the highest frequencies 

in most of the treatments. Micronuclei showed the highest frequencies in Cr↓ 

(10 times reduced Cr6+ concentration) or Cu↓ treatments, followed by MIX 

and Ni↓. The ENAs NBf, NB and VacNuc, showed the highest induction after 

treatment with MIX in gills and kidneys erythrocytes. The highest BL and 

Kidney-shaped frequencies were measured in Cd↓ treatment in all tissues, 

except gills erythrocytes for BL and kidneys – for Kidney-shaped frequencies. 

The highest induction of 8-shaped frequencies was measured in Cr↓, Cu↓ or 

Zn↓ treatments, depending on analysed tissue. FA and NBf exhibited the 

lowest frequencies in most of the treatments. The highest induction of total 

ENAs was detected in Cr↓ treatment, except in gills erythrocytes – after 

treatment with MIX. Significant differences of total ENAs induction was 

measured after Cr↓ treatment in all analysed tissues erythrocytes, after Cu↓ 

treatment in blood and after MIX, Pb↓ treatments in gills erythrocytes in 

comparison to control. Significant differences of separate ENAs induction, 

such as MN, Kidney-shaped and 8-shaped frequencies were measured in 

several treatments in blood; such as MN, NB, VacNuc and FA in several 

treatments in gills; such as MN in Cr↓ treatment in liver erythrocytes. No 

significant differences of separate ENAs induction were measured in kidneys 

erythrocytes in any treatment performed (Fig. 5). 
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Fig. 5 Total number of ENAs in: (a) gills, (b) liver, (c) kidneys and (d) peripheral 

blood erythrocytes (mean ± SEM, n = 7). Asterisks (*) denote significant differences 

from control group, # – from MIX, a – from Zn↓; b – from Cu↓; c – from Ni↓; d – 

from Cr↓; e – from Pb↓; f – from Cd↓ (p < 0.05). From Paper IV. 

 

Summed genotoxicity and cytotoxicity levels in erythrocytes of different 

tissues are shown in Fig. 6. The highest level of genotoxicity in peripheral 

blood and liver erythrocytes was detected after Cr↓ treatment, in gills – after 

MIX and Cr↓ treatments and in kidneys after treatment with MIX and Cu↓. 

The highest cytotoxicity level was detected after Cr↓ and Cu↓ treatment in 

peripheral blood, after Cr↓ treatment in kidneys; after Pb↓ treatment in gills 

and after Cu↓ treatment in liver erythrocytes. Significantly increased 

genotoxicity levels were measured in Cr↓ and Cu↓ treatments in peripheral 

blood erythrocytes, after Cr↓ treatment in gills and liver and after MIX and 

Cu↓ treatments in kidneys erythrocytes compared to control level. Significant 

cytotoxicity level was detected after Cr↓ and Cu↓ treatments in peripheral 

blood and after Pb↓ treatment in gills erythrocytes compared to control level. 
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Fig. 6 Summed genotoxicity (MN+NBf+NB) and cytotoxicity (FA+8-shaped) 

responses in S. salar erythrocytes (mean ± SEM, n = 7). Asterisks (*) denote 

significant differences from control group, # – from MIX, a – from Zn↓; b – from 

Cu↓; c – from Ni↓; d – from Cr↓; e – from Pb↓; f – from Cd↓ (p < 0.05). From Paper 

IV. 

 

A discriminant function analysis (DA) was performed to determine which 

ENAs coefficients distinguished treatments from each other and to identify 

any statistical similarity among data due to overlapping of statistical ellipses. 

Scatterplots of function 1 versus function 2 are presented in Fig. 7 a-d. Fig. 7 

b-c shows that, data of Cd↓ treatment were entirely separated from other 

treatments data in liver and kidneys. Considering ENAs data, MN, NB and 

NBf contributed most to the discriminatory power of functions. The 

similarities were detected between data of MIX, Zn↓ and Pb↓ treatments in 

gills and liver tissues; between data of MIX and Pb↓ treatments in kidneys, 

they ellipses were overlapped (Fig. 7 a-c). Data of all treatments were 

separated from the control data in gills and liver tissues. Similar DA results 

were obtained using endpoints data in the same tissue, these results are 

presented in supplement 1 of Paper IV. 
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Fig. 7 Scatterplots of discriminant function 1 versus discriminant function 2 using 

metal concentration data in specific tissue ((a) gills, (b) liver, (c) kidneys, (d) muscle) 

and erythrocytic nuclear abnormalities in peripheral blood (ellipses show 95% 

confidence intervals). From Paper IV. 

Paper XIII: Erythrocytic nuclear abnormalities, DNA damage, 

bioconcentration factor and haematological changes induced by metal 

mixture at environmentally relevant concentrations in Rutilus rutilus 

Possible influence and significance of 10-times reduced concentration of a 

single metal in a complex mixture (Zn – 0.1, Cu – 0.01, Ni – 0.01, Cr – 0.01, 

Pb – 0.005 and Cd – 0.005 mg/L) on geno- and cytotoxicity endpoints in 

Rutilus rutilus was evaluated using the same experimental procedures as in S. 

salar experiment. 14 days treatment with metal mixtures significantly affected 

MN, enucleus (EN) and apoptotic (Ap) erythrocytes frequencies in R. rutilus. 

The frequencies of separate ENAs such as MN, EN were significantly elevated 

after Cr↓, Ni↓ treatments in peripheral blood erythrocytes, respectively; 

apoptotic erythrocytes – after MIX treatment in gills and enucleus after Ni↓ 
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treatment in liver erythrocytes compared to control level. Significant 

elevations in total ENAs were measured after Cr↓, MIX or Ni↓ treatments in 

peripheral blood, gills or kidneys erythrocytes (Fig. 8). 

 

 
Fig. 8 Erythrocyte nuclear abnormalities (ENAs) in (A) peripheral blood, (B) gills, 

(C) liver and (D) kidneys erythrocytes in control fish and fish treated with metal 

mixtures (mean±SE, N=7). Asterisks (*) denote significant differences from control 

group (p<0.05). From Paper XIII. 

 

The exposure of roach to Zn↓, Cr↓ and Pb↓ metal mixtures resulted in 

significant DNA strand breaks compared to those from the control group (Fig. 

9). The highest percentage of DNA in the tail (22.59 %) was observed after 

Cr↓ treatment followed by Pb↓ (16.55 %) and Zn↓ (16.08 %) treatments. 
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Fig. 9 DNA damage (percentage of DNA in the tail) in control fish and fish treated 

with metal mixtures (mean±SD, N = 7). Asterisks (*) denote significant differences 

from control group (p<0.05). From Paper XIII. 

 

Decreased number of red blood cells, haematocrit level, haemoglobin 

concentration and increased number of white blood cells in peripheral blood 

was measured after MIX treatment (Table 2). However, only decrease in 

haemoglobin concentration was significant. 

 
Table 2. Effects of metal mixture (MIX) on haematological parameters (mean±SD, N 

= 7) of R. rutilus. From Paper XIII. 

Treatment Hb, g/l Hct, l/l RBC count, 106 × mm-3 WBC count, 103 × mm-3 

Control 84.83±11.07 0.328±0.07 1.33±0.12 23.42±9.05 

MIX 64.33±14.88* 0.233±0.06 1.03±0.33 28.75±11.86 

Asterisks (*) denote significant differences from control group (p < 0.05) 

Paper X: Experimental studies on the toxicity and geno-cytotoxicity 

effects of cadmium in embryos and larvae of rainbow trout, 

Oncorhynchus mykiss 

Cd (2 μg Cd L-1 as CdCl2∙H2O) exposure caused both genotoxic and cytotoxic 

effects during developmental periods of rainbow trout (Fig. 10). After 96-hour 

exposure to Cd, significant elevation of MN and summed cytotoxicity (bi-

nucleated (BN) + fragmented-apoptotic (FA) cells) were detected in the 

embryos erythroblasts. Micronuclei and NB frequencies increased 

approximately 4 times, pooled cytotoxicity increased 6 times compared to the 

control levels. The long-term exposure of larvae to Cd significantly induced 

the formation of MN, NB and summed cytotoxicity. Micronuclei, NB and 
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summed cytotoxicity levels increased approximately 8, 5, 11 times, 

respectively compared to control level. 

 
Fig. 10 The frequency of micronuclei (MN), nuclear buds (NB) and fragmented-

apoptotic (FA) + bi-nucleated (BN) cells in erythroblasts of 4-day embryos and larvae. 

Differences between control and Cd exposed groups shown: *p < 0.05; **p < 0.005. 

From Paper X. 

Paper V: Toxicity, geno- and cytotoxicity of cadmium-based quantum 

dots and cadmium to rainbow trout Oncorhynchus mykiss (Walbaum, 

1792) embryos 

Experiments of geno- and cytotoxicity potential of Cd and carboxylated 

CdSe/ZnS QDs in O. mykiss embryos erythroblasts was performed to compare 

toxicity outcomes. Four days exposure to Cd (2 μg Cd L-1 as CdCl2∙H2O) 

significantly increased the frequency of micronuclei (MN) in erythroblasts of 

embryos. Furthermore, a significant increase of total cytotoxicity level in 

erythroblasts of Cd-exposed embryos was detected. 4 days treatment with 

QDs (4 x 10-9 M) did not significantly affect the frequencies of nuclear 

abnormalities. However, all analysed genotoxicity and cytotoxicity endpoints 

in QD-exposed embryos were elevated approximately two times compared to 

the control levels (Fig. 11), whereas in Cd-exposed embryos, MN and NB 

frequencies increased approximately 4 times, and total cytotoxicity increased 

6 times compared with the control levels. 
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Fig. 11 Frequency of micronuclei (MN), nuclear buds (NB) and total cytotoxicity 

level (fragmented-apoptotic (FA) + bi-nucleated (BN) cells) in erythroblasts of 

embryos exposed to Cd and QDs for 4 days. Data are reported as mean ± SD, N = 7, 

Kruskal-Wallis test. Letters denote significant differences between groups (p < 0.05). 

From Paper V. 

 

Figure 12 compares the DNA damage caused by Cd or QDs in embryos 

after 4 days treatment. A significant DNA damage (percentage of DNA in the 

tail) was measured in embryos as a result of Cd and QD exposures. However, 

DNA damage induced by Cd was 1.6-fold higher and statistically different 

compared to QDs-caused DNA damage. 

 
Fig. 12 The percentage (%) of DNA in the comet tail of rainbow trout embryos 

exposed to Cd or QDs for 4 days. Data are reported as (mean ± SD, N = 7, One-way 

ANOVA). Letters denote significant differences between groups. From Paper V. 
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Paper III: Interaction of carboxylated CdSe/ZnS quantum dots with fish 

embryos: Towards understanding of nanoparticles toxicity 

Comet assay is considered to be more sensitive genotoxicity test compared to 

nuclear abnormalities assay. In order to detect a low level of genotoxic 

potential of QDs Comet assay was applied in erythroblasts of O. mykiss 

embryos exposed to QDs for 1 day. Moreover, to detect long-term 

genotoxicity and to test sensitivity of newly hatched larvae, Comet assay was 

applied in larvae after one-day post hatching. O. mykiss embryos were 

exposed to QDs (CdSe/ZnS-COOH) at concentration of 4 nM in embryos 

incubation water. Comet assay showed significantly increased DNA damage 

(percentage of DNA in the tail) in rainbow trout embryos after one day of 

exposure to QDs (27-day post fertilization) and in newly hatched larvae (one-

day post hatching) after 11 days of exposure to QDs (Fig. 13). 

 

 
Fig. 13 The percentage of DNA in the comet tail (% Tail DNA, mean ± SD, N = 7) of 

embryos after one day of exposure (27-day post fertilization) and one-day old rainbow 

trout larvae (one day after hatching) at the end of the experiment (after 11 days of 

incubation to 4 nM QDs). From Paper III. 

Paper XIV: Geno-, cytotoxicity and toxicity induced by Saprolegnia 

parasitica and cadmium alone and in combination to Oncorhynchus 

mykiss 

Genotoxicity and cytotoxicity potential of Saprolegnia parasitica at 

concentrations 92000 (Sap1), 22400 (Sap2) and 5500 (Sap3) colony-forming 

units per milliliter (cfu/mL) and Cd (2 μg Cd/L as CdCl2∙H2O) alone and in 

combination with 5500 (Sap3) cfu/mL was assessed after 8-day treatment 

using O. mykiss larvae. Treatment with the lowest S. parasitica concentration 

(Sap3 – 5500 cfu/mL) significantly increased MN frequencies in erythroblasts 

of larvae. Cadmium alone did not induce significant MN formation (Fig. 14). 

However, Cd in combination with S. parasitica at concentration 5500 cfu/mL 

significantly increased MN frequencies. Notwithstanding, MN frequencies 

induced by Cd in combination with the lowest S. parasitica concentration 
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(Sap3) did not significantly differ from exposure to S. parasitica (Sap3) alone. 

Analysis of nuclear buds (NB) revealed a significant increase after treatment 

with the highest S. parasitica concentration (Sap1). Exposure to Cd, to other 

S. parasitica concentrations and co-exposure did not significantly affect NB 

responses in erythroblasts of O. mykiss larvae (Fig. 15). 

 

 
Fig. 14 Mean values (mean ± SEM, N = 10) of micronuclei (MN) frequencies in 

erythroblasts of O. mykiss larvae treated with cadmium (Cd, 2µg/L), three 

concentrations of Saprolegnia parasitica (Sap1 – 92000, Sap2 – 22400, Sap3 –5500 

(cfu/mL)) and Cd in combination with S. parasitica (2 µg Cd/L + 5500 cfu/mL). 

Letters denote significant differences between groups. From Paper XIV. 

 
Fig. 15 Mean values (mean ± SEM, N = 10) of nuclear bud (NB) frequencies in 

erythroblasts of O. mykiss larvae treated with cadmium (Cd, 2µg/L), three 

concentrations of Saprolegnia parasitica (Sap1 – 92000, Sap2 – 22400, Sap3 – 5500 

(cfu/mL)) and Cd in combination with S. parasitica (2 µg Cd/L + 5500 cfu/mL). 

Letters denote significant differences between groups. From Paper XIV. 
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Treatment with all S. parasitica concentrations and co-exposure treatment 

significantly increased total genotoxicity level in larvae erythroblasts, except 

for the 22400 cfu/mL (Sap2) concentration (Fig. 16). Significant changes in 

cytotoxicity endpoints were not detected after all treatments performed. 

Treatment with all S. parasitica concentrations and co-exposure treatment 

significantly increased total genotoxicity level in larvae erythroblasts, except 

for the 22400 cfu/mL (Sap2) concentration (Fig. 16). Significant changes in 

cytotoxicity endpoints were not detected after all treatments performed. 

 

 
Fig. 16 Total genotoxicity (MN+NB) level (mean ± SEM, N = 10) in erythroblasts of 

O. mykiss larvae treated with cadmium (Cd, 2µg/L), three concentrations of 

Saprolegnia parasitica (Sap1 – 92000, Sap2 – 22400, Sap3 – 5 500 (cfu/mL)) and Cd 

in combination with S. parasitica (2 µg Cd/L + 5500 cfu/mL). Letters denote 

significant differences between groups. From Paper XIV. 
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DISCUSSION 

Cumulative effects of chemical mixtures and multiple stressors as realistic 

exposure scenario are becoming a major problem in ecotoxicology. However, 

geno- and cytotoxicity of multiple stressors, quantum dots (metal-based 

nanoparticles) as an emerging engineering nanomaterials and complex metal 

mixtures at environmentally realistic concentrations are not well explored. 

This thesis sheds new light on tissue-specific, time-related, concentration-

dependent, multiple stressors influenced geno- and cytotoxicity responses; 

fluctuations of geno- and cytotoxicity endpoints frequencies during fish 

exposure to complex, binary metal mixture, metal-based nanoparticles (QDs) 

or biological stressor (pathogen). Furthermore, the potential to exacerbate 

toxicity endpoints after fish exposure to multiple environmental stressors 

(pathogen infection and pollution) is emphasized. 

High concentrations of individual metals have a potential genotoxicity and 

cytotoxicity effects. However, geno- and cytotoxicity responses to metal 

mixtures at environmentally relevant concentrations are scarcely investigated. 

Particularly, changes in geno- and cytotoxicity responses and their 

toxicological significance after reduction of concentration of single metal in 

the mixture have not been investigated. The experiments of the thesis 

indicated that complex metal mixture at MPC accepted for the inland water in 

EU induce genotoxicity and cytotoxicity in different tissues erythrocytes of S. 

salar, R. rutilus and O. mykiss. Moreover, for the first time, the reference level 

of geno- and cytotoxicity in hatchery-reared S. salar was evaluated. The 

results showed very low cytotoxicity (0.00–0.07‰) and low genotoxicity 

(0.04–0.50‰) reference levels in erythrocytes of reared salmon. The data 

suggest a good health status of salmon used for re-establishing or 

supplementing the wild population in rivers flowing to the Baltic Sea. 

All the concentrations for waterborne metals (Cu, Zn, Ni, Cr, Pb and Cd) 

assessed in the experiments are environmentally relevant, while 10-times 

reduced concentration of a single metal in the mixture represent the possible 

influence of background exposure in the aquatic environment. Considering 

time-dependent induction of nuclear abnormalities, the most obvious finding 

to emerge from the geno- and cytotoxicity analysis in tissues of S. salar 

exposed to metal mixture for 28 days is that different non-linear response 

between exposure time versus analysed endpoints levels was determined. 

Genotoxicity levels peaked on day 7 in liver and peripheral blood erythrocytes 

of S. salar, while in gills and kidney—on day 14, and these levels were 

statistically higher than those of a non-exposed group. Statistically elevated 

cytotoxicity levels were detected on day 2 and day 14 in gills erythrocytes and 

on day 28 in S. salar peripheral blood. Previously genotoxicity or cytotoxicity 

induction of low metal mixtures concentration was shown in carp (Cyprinus 

carpio) exposed to binary–ternary metals mixtures Cd + Cr, Cd + Cu, Cd + Cr 

+ Cu and synergistic toxic effects of multiple metals were emphasized (Zhu 
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et al. 2004). Complex effect of metal mixture causing DNA damage, also was 

measured using higher concentrations (0.5 mg/L of each) of Cd + Pb, Cd + 

Zn, Pb + Zn, Cd + Pb + Zn mixtures in Misgurnus anguillicaudatus (Zhang et 

al., 2008). Cu/Cd-co-exposed fish (0.1 ppm of each) showed slightly increased 

total nuclear abnormalities, while micronuclei frequencies were not 

significantly affected (Güner and Muranlı 2011). Experimental data on the 

relationship between exposure time and ENAs frequencies after fish exposure 

to metal mixture is scarce. Zhu et al. (2004) showed that micronuclei 

frequencies increased with increasing exposure time after carp exposure to 

low concentrations of single Cr and Cd. Micronuclei frequencies after 

exposure to single Cr (0.001 mg/L), Cd + Cr (0.001 + 0.001 mg/L) and single 

Cd (0.001 mg/L), Cd + Cr + Cu (0.001 + 0.001 + 0.01 mg/L) peaked on day 

4 and day 9, respectively, and then smoothly changed (Zhu et al., 2004). The 

fluctuations of DNA damage during exposure time were indicated by Zhang 

et al. (2008). DNA damage caused by mixed ions in M. anguillicaudatus 

increased significantly during the first seven days, and then rose moderately 

during 7–14 days, then greatly decreased during 14–21 days and followed by 

a steady decrease after 21-day treatment. 

The influence on geno- and cytotoxicity outcome after 10-times reduction 

of even low concentration (MPC) of single metal in a complex mixture was 

assessed using S. salar and R. rutilus. The results of an experimental research 

demonstrated that reduction of even low (MPC) metal concentration in the 

mixture significantly affected the frequencies of genotoxicity and cytotoxicity 

endpoints in Atlantic salmon and roach erythrocytes. Exposure to toxic and 

essential metals mixture with slight change of a single metal concentration 

resulted in different risk of geno- and cytotoxicity, which can apparently be 

influenced by metal-metal interactions in both outside and inside the 

organism. The most severe genotoxicity or cytotoxicity responses in Atlantic 

salmon were detected after treatments with Cr↓ (10 times reduced Cr6+ 

concentration) followed by MIX, Cu↓ or Pb↓ mixtures. While the most severe 

cytogenetic damage in roach was detected after Cr↓, Ni↓ and MIX, whereas 

Comet assay indicated Cr↓ followed by Pb↓ and Zn↓ treatments as having a 

significant effect on DNA strand breaks. These results may suggest 

occurrence of hermetic-like responses, that some of the metals in a mixture 

induce hormesis. Exposure to low concentrations of Cr may produce a 

beneficial or stimulatory effect. Perez-Benito (2006) emphasized hormetic 

effect of low Cr (VI) concentrations such as an increased lifespan of exposed 

fish. Antioxidant effect of Cr, Pb and Cd mixture at environmentally relevant 

concentrations due to significantly altered levels of SOD and CAT in different 

tissues of Cyprinus carpio was reported by Rajeshkumar with co-authors 

(2017). As concluded by Calabrese and Mattson (2011) low concentration 

hormetic stimulation indicates an adaptive response that represent an 

environmentally-induced altered phenotype and allows a quantitative estimate 

of biological plasticity. In the present study, changes of the geno- and 
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cytotoxic endpoints frequencies following treatments with different 

concentration of a single metal in the mixtures may be related to variations of 

antioxidant defense enzyme activities leading to bioprotective functions. This 

presumption may be considered as a possible mechanism for the hormetic 

effects. However, more research must be conducted to predict hormesis in 

chemical mixtures. Moreover, the results on geno- and cytotoxicity of metal 

mixtures in Atlantic salmon and roach suggested that interactions at low metal 

exposure concentrations are likely to occur and elicit toxicologically 

significant effects. Therefore, environmental risk assessments addressing 

individual substances are insufficiently protective for such complex mixtures. 

Each metal in the mixture may provoke specific toxicity endpoints due to their 

involvement in a spectrum of metabolic pathways in the biological systems 

(Wah Chu and Chow 2002). Previously an experimental study showed, that 

metals with higher covalent index such as Pb and Cu, elicit synergistic effect, 

while metals with low covalent index (Cd, Ni and Zn) have a volatile impact 

(Wah Chu and Chow 2002). Also, metal with low covalent index, such as Zn, 

have neutralizing effect on other metals with lower covalent index, e.g. Cd, 

Ni toxicity (Wah Chu and Chow 2002). Cobbina with co-authors (2015) 

showed that exposure to metal mixtures at low dose influences homeostatic 

regulation of toxic and essential metals. A literature review survey on single 

metal genotoxicity at low concentrations showed that some of metals 

comprising mixture in the current research singly were genotoxic to certain 

fish species even at MPC. According to the research data 0.01 mg/L of Cu 

causes different responses depending on fish species and tissues. Zhu with co-

authors (2004) study shows, that individually Cu at 0.01, 0.1 and 1mg/L did 

not induce significant MN formation in carp blood. Copper (0.01 mg/L) did 

not cause increase in micronucleus and binuclei in Carassius gibelio blood, 

gills and liver cells, but induce micronuclei formation in C. carpio gills (Cavas 

et al., 2005). Cadmium at 0.01 mg/L is known to induce MN formation in carp 

blood, while exposure to Cd at 0.001mg/L concentrations did not significantly 

induce MN frequencies (Zhu et al., 2004). However, cadmium (0.005 mg/L) 

treatment caused binuclei formation in liver of C. carpio and micronuclei and 

binuclei formation in gills and liver of Corydoras paleatus, respectively. 

Blood, liver and gills of C. gibelio was not sensitive to Cd exposure at 0.005 

mg/L considering micronuclei and binuclei formation (Cavas et al., 2005). 

While, all tested Cr concentrations (0.001, 0.01, 0.1 mg/L) induced significant 

MN frequencies in carp erythrocytes in comparison to control level (Zhu et 

al., 2004). DNA damage increased in both blood cells and gills of Prochilodus 

lineatus exposed to Ni concentrations (25, 250 and 2500 µg L(-1)) (Palermo 

et al. 2015). Cadmium, Cr and Cu are able to induce genotoxic effects at 

environmentally relevant concentration in Argentinean silverside 

(Odontesthes bonariensis) gills and liver cells (Gasulla et al., 2016). 

Time-related recovery from geno- and cytotoxicity endpoints was assessed 

in O. mykiss after co-exposure to different concentrations of Zn-Cu mixture in 
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an experimental depuration process. Co-exposure to mixture of essential 

metals (Zn and Cu) at various concentrations resulted in an increase of geno- 

and cytotoxicity endpoints in rainbow trout erythrocytes. Exposure to the 

highest Cu-Zn concentration (0.25%) resulted in significant increase of MN, 

8-shaped frequencies and total genotoxicity level in all analysed tissues. 

Significant induction of analysed endpoints in lower test concentrations 

(0.0625 and 0.125%) varied depending on tissue. The main concern is that 

geno- and cytotoxic endpoints provoked by joint copper–zinc mixture may be 

influenced by concentration of each metal in the mixture. The ratios of metals 

in the mixtures can lead to different coergisms types as have been shown by 

Obiakor and Ezeonyejiaku (2015). Synergistic coergisms were determined in 

most of the explored ratio mixtures of Cu and Zn, except in the ratio 1:1—

antagonistic effect. Bagdonas and Vosylienė (2006) as well as Obiakor et al. 

(2010) studies revealed that Cu and Zn jointly (in all of three concentrations 

tested) exert a larger genotoxic effect when compared to the single action of 

each metal. In comparison to results obtained in the current thesis, they also 

detected the highest levels of MN in fish blood erythrocytes co-exposed to 

0.25% concentration of copper–zinc mixture, but detected frequencies of MN 

were higher. Obiakor and Ezeonyejiaku (2015) concluded that copper and zinc 

jointly provoke higher or cumulative toxicity. Probably mechanisms causing 

metal/metal synergies are interactions on metal availability and uptake 

(Cedergreen 2014). Genotoxic properties of metals are related evidently to the 

accumulation of DNA damaging free radicals, clastogenic process or 

simultaneously to clastogenic and aneugenic action in aquatic organisms 

(Nepomuceno et al., 1997). 

During the depuration period, MN were found to increase after 4-day 

recovery and decrease after 8- and 12-day recovery period in all analysed 

tissues of rainbow trout. This may be due to several factors: the cell cycle 

kinetics and the mechanism of MN induction. MN arises in cell divisions, and 

their expression can appear at different times after the DNA damage 

(Bolognesi and Hayashi 2011). Grisolia and Cordeiro (2000) evaluated the 

time-dependent response of MN formation during hematopoiesis in the kidney 

and MN peak in circulating blood erythrocytes after fish exposure to 

cytochalasin B. An experiment showed that micronuclei formed in the young 

kidney erythrocyte cells were detected in peripheral blood 2–4 days later, and 

this time lag depends on species and clastogens. In the current experiment, 

recovery of analysed tissues from some genotoxic or cytotoxic endpoints was 

observed after 8 or 12 days at 0.0625 and 0.125% concentrations. Blood 

erythrocytes showed significant recovery after 8 and 12 days in 0.25% 

concentration. Significant recovery was not observed after 12-day recovery in 

liver and kidney erythrocytes after co-exposure to the highest concentration. 

This study shows that 12 days term was not enough for recovery of juvenile 

rainbow trout from genotoxicity and cytotoxicity after treatment with copper–

zinc mixture. Moreover, the present experiment revealed significant effects of 
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copper–zinc mixture on gross morphometric indices. During the depuration 

period, the LSI increased, but CF decreased. The current results are in 

agreement with those of Omar et al. (2012) who reported that decrease in CF 

values was observed in fish Nile tilapia (Oreochromis niloticus) and mullet 

(Mugil cephalus) collected from highly degraded aquatic habitats polluted 

with metals (Cu, Zn, Pb, Fe and Mn) as compared with those from the 

reference site. Liu et al. (2010) found that growth declined, but hepatosomatic 

index (HSI) increased in fish Synechogobius hasta with increasing waterborne  

copper levels. Zheng et al. (2001) showed that waterborne zinc exposure 

significantly reduced HSI in S. hasta, but did not significantly influenced CF. 

The mean CF and HSI in three-spined stickleback (Gasterosteus aculeatus) 

exposed to copper showed no significant differences between treatments 

(Santos et al., 2010). Bonga and Lock (1992) reported that a reduced growth 

is a result of significantly increased energy requirements for maintenance of 

water and ion homeostasis, because waterborne toxicants increase the 

permeability to water and ions of the gill epithelium and inhibit the ion-

exchange activity of the chloride cells. 

Considering tissue-specific geno- and cytotoxicity responses, peripheral 

blood erythrocytes mostly exhibited the highest levels of summed 

genotoxicity and cytotoxicity during all experiments. Moreover, during 

recovery assessment peripheral blood erythrocytes showed faster recovery 

rate and less fluctuating frequencies of analysed endpoints compared with 

liver and kidneys erythrocytes. The highest ENAs frequencies in peripheral 

blood could be explained by the fact that peripheral blood receives 

erythrocytes and erythrocytes with nuclear abnormalities from several 

hematopoietic organs. Sites of erythropoiesis in teleost fish are concentrated 

predominantly in pro- and mesonephros (Soldatov 2005). The secondary 

hematopoietic organs such as periportal areas of the liver and gills may have 

different sensitivities to xenobiotics (Agius and Roberts 2003; Macchi et al., 

1992). Cavas et al. (2005) suggest that use of different tissues other than 

peripheral blood in micronucleus assays brings better results. The thesis 

indicated that peripheral blood was a more sensitive tissue and better indicator 

of the geno- and cytotoxicity of metal mixtures compared to gills, kidney or 

liver erythrocytes. Moreover, the higher recovery rate was observed in 

peripheral blood. The tissue specificity depends on the bioaccumulation of 

toxicants, different sensitivity and defensive mechanism of the certain organ 

(Ahmad et al., 2006; Velma and Tchounwou 2010). In teleost fish, the main 

erythropoietic tissue is a cephalic kidney; cell division may be more active in 

this tissue (Baršienė et al., 2006; Velma and Tchounwou 2010). In fish, liver 

and kidney play a major role in the detoxification and excretion of toxins via 

the induction of metal-binding proteins such as metallothioneins (Roesijadi 

and Robinson 1994). In general, elimination routes of metals from fish are 

through bile, urine, gills and mucus (Varanasi and Markey 1978; Kim et al., 

2004). Kidneys are more susceptible to oxidative stress than liver, which is 
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the primary site for the biotransformation of xenobiotic compounds (Velma 

and Tchounwou 2010). 

Geno- and cytotoxicity potential of metal-based nanoparticles (CdSe/ZnS-

COOH QDs) was assessed using early life stages of rainbow trout. Geno- and 

cytotoxic effect induced by single Cd exposure was used for comparison with 

QDs provoked effects taking into account possible Cd ions leakage from QDs. 

Considering Cd and QDs geno- and cytotoxicity in rainbow trout 

erythroblasts, different frequencies of analysed endpoints were noted. In the 

present experiments, exposure to Cd induced significant cytogenetic damage 

and DNA strand breaks in erythroblasts of embryos and significant 

cytogenetic damage in erythroblasts of rainbow trout larvae. The findings of 

this study are in agreement with those obtained by other researchers evaluating 

Cd-induced genotoxicity and cytotoxicity in various fish species. Increased 

frequencies of micronucleated and binucleated cells in different tissues of fish 

exposed to Cd were recorded previously (Cavas et al., 2005; Jindal and Verma 

2015). Chronic exposure to CdCl2 (0.37 and 0.62 mg/L) induced elevated 

formation of micronuclei and other nuclear abnormalities (nuclear bud, 

binucleates, lobed, notched and vacuolated nuclei) in peripheral blood 

erythrocytes of fish Labeo rohita (Jindal and Verma 2015). Cd-induced cell 

death by apoptosis was determined in rainbow trout hepatocytes (Risso-de 

Faverneyet al. 2001). According to Hsu et al. (2013), Cd at sublethal levels 

induced oxidative stress in zebrafish embryos. Consequently, oxidative stress 

and DNA repair inhibition are major mechanisms triggering Cd genotoxicity 

(Hsu et al., 2013). 

Performed experiments demonstrate that the Comet assay successfully 

detected DNA damage in erythroblasts of rainbow trout embryos and larvae 

after exposure to QDs, while the nuclear abnormalities assay did not allways 

detect significant elevation in genotoxicity and cytotoxicity endpoints. 

Carboxylated CdSe/ZnS at 4nM concentration significantly increased DNA 

damage after 1, 4 days of exposure in embryos and in newly hatched larvae 

after 11 days of exposure. The clastogenic/aneugenic properties of CdSe/ZnS 

QDs have been observed in some studies (Aye et al., 2013; Galeone et al., 

2012). For this reason, Galeone et al. (2012) suggested classifying CdSe/ZnS 

QDs as significantly toxic in long-term in vivo treatments. The reason of QD-

induced DNA damage is likely to be related to ROS generation. As concluded 

by Singh et al. (2009), nanoparticle-induced oxidative stress is thought to be 

a key mechanism responsible for genotoxicity effects. Several studies have 

pointed to PEG-coating that can protect from Cd2+ leak (Galeone et al., 2012; 

Zhang et al., 2006). It was concluded that coating with PEG decreases toxicity 

but does not eliminate it (Ju et al., 2013; Galeone et al., 2012). Saez et al. 

(2015) showed that genotoxicity potential and reactivity of Cd with 

intracellular targets are influenced by its nano or ionic form. Nano-Cd showed 

a stronger genotoxic activity compared with ionic-Cd in Hediste diversicolor. 

However, the results obtained by Aye et al. (2013) showed that even though 
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QDs induced ROS, the mutagenic/clastogenic properties of QDs were not 

completely accounted for. The inherent physico-chemical properties of QDs 

may generate various reactions, which result in genotoxicity/mutagenicity 

effects in cells or organisms. Other possible mechanisms underlying 

genotoxicity of QDs are inflammation, aberrant signalling responses and 

direct interaction with DNA and nuclear proteins (Brunetti et al., 2013). 

Moreover, disturbed gas exchange due to detected QDs aggregations on the 

surface of embryos would be expected to produce genotoxicity endpoints in 

embryos (Rotomskis et al., 2018). Hypoxia induced reactive oxygen species 

(ROS) may be a physiological response to oxygen deficiency. However, 

hypoxia-induced ROS production remains unclear. Several studies reported 

hypoxia-induced genetic instability in organisms and cell cultures (Snyder and 

Diehl 2005; Kim et al., 2007), and concluded that hypoxia alone may act as 

genotoxic agent. Several reports have shown that hypoxia is a mutagen, 

teratogen, because it affects fish embryonic development (Shang and Wu 

2004; Shang et al., 2006). Hypoxia is known to induce mortality, 

malformation, delay fish (Danio rerio) embryonic development, hatching, 

disrupt the apoptotic pattern, balance of sex hormones, affect sex 

differentiation and sex ratio (Shang and Wu, 2004; Shang et al., 2006). 

However, hypoxia inducing development impairments in fish, remains 

unclear (Wu 2009). In many studies, oxidative stress and inflammatory 

response is proposed as key mechanisms for understanding nanoparticles-

induced toxicity and genotoxicity (Magdolenova et al., 2014; Xiao et al., 

2016). Nevertheless, such findings are hypothesis generating and require 

further detailed study. Thus, potential for genotoxicity effects and 

mechanisms of DNA damage of QDs still remains unclear (Saez et al., 2015). 

Further studies with a greater focus on QD-induced genotoxicity assessment 

using several DNA damage biomarkers to identify the effects of 

physicochemical features and genotoxicity mechanisms are therefore 

suggested (Demir and Castranova 2017). 

Genotoxic and cytotoxic potential of infections (Saprolegnia parasitica) 

and exacerbation of these effects after multiple stressors (S. parasitica and 

Cd) exposure was evaluated using rainbow trout larvae. Genotoxic potential 

of S. parasitica infection in rainbow trout larvae was identified. The findings 

indicated a significant increase of separate genotoxicity endpoints and total 

genotoxicity depending on exposure concentration of S. parasitica. However, 

genotoxicity endpoints did not show a clear tendency to increase with 

increasing S. parasitica exposure concentration. Belmonte and co-authors 

(2014) detected the immune suppression in Atlantic salmon before the 

pathogen infection (establishment) or after early stages of interaction. 

Moreover, 12 days exposure of fish to S. parasitica (104 zoospores/cysts 

liter−1) did not cause evidence of infection and no suppression of the antigen, 

and no induction of proinflammatory genes were detected. These responses 

might indicate a protection against the oomycetes. In this study, exposure to 
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the highest concentrations of S. parasitica did not induce the highest 

frequencies of all analysed geno- and cytotoxicity endpoints. These results 

might indicate the threshold for inhibition of certain geno- and cytotoxicity 

responses. Scientific literature data related to direct or indirect genotoxic 

effects induced by Saprolegnia do not exist. The genotoxic potential of S. 

parasitica in fish has not been investigated at all. This study provides first 

toxicity data that show significantly increased genotoxic activity in rainbow 

trout after S. parasitica exposure. Azimzadeh and Amniattalab (2017) 

indicated oxidative stress, haematological and histopathological changes in 

rainbow trout infected with S. parasitica. Oomycetes are known to secrete 

toxins, proteinaceous substances or hydrolytic enzymes (Soanes et al., 2007). 

Torto-Alalibo et al. (2005) have exuded and isolated several proteins of S. 

parasitica (CBD proteins, CBEL-like proteins, glycosyl hydrolases, 

proteases, protease inhibitors) and emphasized that these proteins can have a 

range of impacts on health. Moreover, Saprolegnia infection induce a strong 

inflammatory response in fish. As concluded by Belmonte et al. (2014) S. 

parasitica produces the metabolite prostaglanding E2 (PGE2), which 

increases the inflammatory response in fish leukocytes. However, one of the 

limitations of these findings is that it does not explain which mechanisms 

(direct or indirect) are responsible for such genotoxicity outcome. 

Marcogliese et al. (2005) concluded that parasitism in the presence of 

pollution may further compromise the health by reducing the 

immunocompetence of the host. Furthermore, exacerbation of toxicity effects 

may be noted even parasites infestation occurs at low intensities. In agreement 

with that, the findings of this study, showed the highest total genotoxicity level 

after joint treatment with the lowest S. parasitica concentration and Cd in 

comparison to other treatments. In the present experiment, significant 

cytotoxicity was not induced by any S. parasitica concentration tested, as well 

as after co-exposure treatment. As emphasized by Schaumburg et al. (2006), 

parasites can induce anti-apoptotic activities in the host. 
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CONCLUSIONS 

1. The highest genotoxicity induction in liver and peripheral blood 

erythrocytes occurred at day 7 of exposure to complex metal mixture (MIX) 

at MPC, and at day 14 – in gills and kidneys erythrocytes of Salmo salar. 

Significant cytotoxicity levels were found after 2 and 14 days of exposure in 

gills erythrocytes and after 28 days — in peripheral blood erythrocytes. 

Significant induction of cytotoxicity was not observed in liver and kidneys 

erythrocytes. 

2. Depending on the test concentrations co-exposure to Cu-Zn induced 

significant formation of micronucleus, nuclear buds, blebbed and 8-shaped 

nuclei erythrocytes in different tissues of O. mykiss. Peripheral blood 

erythrocytes showed significant recovery from genotoxicity and cytotoxicity 

after 8 and 12 days at the highest (0.25%) Cu-Zn co-exposure concentration. 

3. During the recovery, liver and kidney erythrocytes exhibited more 

significant fluctuations in the frequency of cytogenetic lesions compared to 

peripheral blood erythrocytes. A significant increase in the frequency of 

cytogenetic lesions was determined on the 4th day of recovery, depending on 

the concentration of the binary metal (Cu-Zn) mixture and tissue. On the 8th 

day of recovery, depending on the exposure concentration, a significant 

decrease in the frequency of cytogenetic lesions in liver and kidney 

erythrocytes was observed, there was no significant decrease on the 12th day 

of recovery (except for 8-shaped at 0.0625% concentration in liver). 

4. Exposure to metal mixtures at MPC elicit significant genotoxic and 

cytotoxic effects in different fish species. Minor changes of even low 

concentration (MPC) of single metal in a complex mixture significantly 

influence the outcome of geno- and cytotoxicity. Significant induction of 

cytogenetic lesions in erythrocytes of S. salar was detected after treatments 

with Cr↓ (10 times reduced Cr6+ concentration), MIX, Cu↓ and Pb↓ mixtures. 

Significant cytogenetic damage in R. rutilus was detected after Ni↓, MIX and 

Cr↓, whereas Comet assay indicated Cr↓ followed by Pb↓ and Zn↓ treatments 

as inducing a significant DNA strand breaks. 

5. Fish peripheral blood erythrocytes indicated higher levels of cytogenetic 

damage during metal mixture treatments, whereas faster recovery rate was 

observed in peripheral blood compared to other tissues erythrocytes. 

6. Exposure to 4nM carboxylated CdSe/ZnS quantum dots resulted in 

significant DNA strand breaks in embryos (after 1 and 4 days) and in newly 

hatched larvae of O. mykiss after 11 days of exposure. Exposure to 2 µg Cd/L 

induced significant formation of MN, total cytotoxicity (FA+BN) and DNA 

strand breaks in embryos, whereas significantly elevated frequencies of MN, 

NB and total cytotoxicity were measured in larvae of O. mykiss after 4 days 

treatment. 

7.  Significant induction of MN and NB frequency in erythroblasts of O. 

mykiss larvae was detected after treatment with Saprolegnia parasitica 
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concentration 5500 and 92000 cfu/mL, respectively. Total level of 

genotoxicity endpoints showed significant elevation after the highest and the 

lowest S. parasitica concentrations. 

8. S. parasitica (5500 cfu/mL) and Cd co-exposure resulted in significantly 

elevated MN frequencies and total genotoxicity level, however, no significant 

synergistic interaction was found comparing with the individual effects of the 

two stressors (S. parasitica and Cd). 
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SANTRAUKA 

ĮVADAS 

Šioje disertacijoje pateikti eksperimentiniai cheminių medžiagų bei mišinių 

tyrimai itin svarbūs ekotoksikologiniu aspektu, kadangi leidžia išsamiau 

pažvelgti į vandens aplinkoje vyraujančią taršą cheminiais mišiniais. 

Pasirinkti bioindikatoriai bei atlikti moksliniai tyrimai suteikė naujos 

informacijos, kuri gali būti naudinga ES vandens taršos cheminių medžiagų 

mišiniais reguliavimo kontekste. Vienas iš Vandens pagrindų direktyvos 

(Vandens pagrindų direktyva, Europos Sąjunga) tikslų yra pasiekti ES 

paviršinių vandens telkinių "gerą ekologinę būklę" (angl. GES) ir "gerą 

cheminę būklę". Šis tikslas turėtų būti pasiektas išlaikant ir atkuriant gerą 

vandens ekosistemų būklę. Aplinkos genotoksiškumo įvertinimas 

bioindikatoriniuose organizmuose, suteikia pirminius signalus apie neigiamą 

cheminės, fizikinės ar biologinės taršos poveikį vandens ekosistemoms, tuo 

tarpu genotoksinio potencialo vertinimas, kontroliuojamomis 

eksperimentinėmis sąlygomis, leidžia atskleisti atskiro stresoriaus ar jų 

komplekso poveikį pasirinktiems bioindikatoriams. Disertacijoje pateikti 

eksperimentiniai tyrimai apie daugianarių metalų mišinių (Zn, Cu, Cr, Ni, Pb, 

Cd), esant didžiausioms leistinoms koncentracijoms (DLK), 

daugiakomponentinių nanodalelių (karboksilintų CdSe/ZnS kvantinių taškų), 

Saprolegnia parasitica, kaip biologinio stresoriaus indukuotą genotoksinį ir 

citotoksinį poveikį įvairiuose bioindikatoriniuose organizmuose. Galiausiai, 

po metalų mišinio poveikio žuvyse įvykę citogenetiniai pokyčiai toliau tirti 

organizmų atsisatymo procesuose. Atlikti Baltijos jūros aplinkos 

genotoksiškumo ir citotoksiškumo tyrimai leido palyginti pasirinktų geno- ir 

citotoksiškumo biožymenų atsakus vyraujant aplinkoje kompleksui veiksnių 

(biotiniai, abiotiniai). 

Antropogeninės veiklos metu su pramoninėmis, buitinėmis ir žemės ūkio 

nuotekomis į aplinką patenka cheminių medžiagų mišiniai, kurie kelia rūpestį 

dėl jų neigiamo poveikio gėlavandenėms ir jūrinėms ekosistemoms. 

Genotoksinai yra šių mišinių sudedamosios dalys, kurie gali sukelti genetinius 

pažeidimus ir inicijuoti toksinį poveikį įvairiuose biologinių sistemų 

lygmenyse (Bolonese, Hayashi 2011). Vandens organizmai yra veikiami 

įvairių teršalų, kuriems taikomi skirtingi Europos Sąjungos reglamentai, 

tačiau cheminių mišinių poveikis šiuo metu nėra reglamentuojamas. 

Remiantis SCHER, SCCS, SCENIHR (2012) nuomone dėl cheminių mišinių 

rizikos vertinimo, cheminių mišinių rizikos vertinimas turi atsižvelgti į 

galimus mišinių efektus aplinkoje realiai egzistuojančiomis koncentracijomis 

bei į galimą foninį šių cheminių medžiagų poveikį aplinkoje. Suminis kelių 

stresorių poveikis tampa pagrindine problema ekotoksikologijoje. Kadangi, 

esant cheminei taršai, kitų stresorių būvimas, pvz., parazitų infekcijos, gali dar 

labiau pakenkti organizmų būklei, sumažindamos jų atsparumą. Toksinio 
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poveikio sustiprėjimas gali būti stebimas net esant mažam parazitų 

intensyvumui (Marcogliese et al., 2005). Saprolegnia parasitica yra 

oomicetas natūraliai paplitęs gėlavandenėse ekosistemose, kuris sukelia ligą 

saprolegniozę. Ši grybelinė liga yra dažna žuvininkystės ūkiuose ir sukelia 

didelius ekonominius nuostolius. Malachito žaliojo, kaip prevencinės 

priemonės nuo S. parasitica infekcijos, naudojimas buvo uždraustas dėl 

toksinio jo poveikio. Efektyvesnių ir saugesnių apsaugos priemonių nuo šio 

žuvų ligos sukėlėjo nerasta. Svarbu nustatyti S. parasitica inicijuotą geno- ir 

citotoksinį potencialą, tam kad būtų galima atskirti patogeno sukeliamą 

toksiškumą nuo cheminių medžiagų, naudojamų kovoti su saprolegnioze, 

indukuojamo toksiškumo. Vienalaikio S. parasitica kartu su cheminiu 

stresoriumi (Cd) poveikio tyrimai atskleistų stresorių potencialą sukelti geno 

ir citotoksinių efektų paūmėjimą. 

Kroon su bendraautoriais (2017) įvardijo tinkamiausius cheminių 

medžiagų sukeliamo genotoksinio ir citotoksinio poveikio biožymenis. 

Mikrobranduolių kartu su kitomis branduolio pažaidomis ir DNR pažaidų 

vertinimas, taikant Kometų metodą (ang. Comet assay), buvo pasiūlyti kaip 

tinkamiausi metalų geno- ir citotoksinio poveikio žymenys (Kroon et al., 

2017). Pateikti metodai plačiai taikomi ir nano-genotoksikologiniuose 

tyrimuose (Karlsson et al., 2015, Celá et al., 2014). Kometų metodas leidžia 

įvertinti DNR grandinės trūkius atskirose ląstelėse. Branduolio pažaidų 

analizė leidžia identifikuoti įvairių stresorių sukeliamus citogenetinius 

efektus, išskiriant genotoksines ir citotoksines pažaidas organizmų ląstelėse. 

Mikrobranduoliai, branduolio pumpurai, branduolio pumpurai su 

nukleoplazmine jungtimi, dvibranduoliai tiltai ir branduolio ataugos yra 

priskiriamos genotoksinėms pažaidoms, 8-formos branduolį turinčios, 

dvibranduolės ir fragmentuotos-apoptotinės ląstelės yra priskiriamos 

citotoksinėms pažaidoms. Kitos pažaidos, kaip vakuolės branduolyje, 

bebranduolės ar pupelės formos branduolį turinčios ląstelės taip pat laikomos 

citogenetinio poveikio biožymenimis, kurie papildo branduolio pažaidų 

analizę genotoksiškumo ir citotoksiškumo tyrimuose (Gomes et al., 2015; 

Harabawy et al., 2014). 

Įvairios žuvų rūšys, plačiai taikomos aplinkos geno-citotoksinių junginių 

poveikio tyrimams in situ bei klastogeninių ir aneugeninių junginių poveikio 

tyrimuose laboratorinėmis sąlygomis (Cavas, Ergene-Gozukara 2005; Cavas 

et al., 2005). Šio darbo eksperimentiniuose ir in situ tyrimuose naudoti įvairūs 

bioindikatoriniai organizmai, kurie priklauso skirtingoms taksonominėms 

grupėms ir atspindi įvairias ekologines grupes, kadangi jų geno-citotoksinis 

atsakas į cheminę taršą gali varijuoti. Lašišinės žuvys, pvz., Atlantinė lašiša 

Salmo salar ir vaivorykštinis upėtakis Oncorhynchus mykiss, skirtingose 

vystymosi stadijose yra vertingi vandens ekosistemų ekologinio integralumo 

biologiniai indikatoriai (Chovanec et al., 2003). Paprastoji kuoja (Rutilus 

rutilus) yra tinkamas bioindikatorius vandens užterštumo stebėjimui įvairiose 

gėlavandenėse ekosistemose (Łuczyńska et al., 2018). Clupea harengus 
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membras, Platichthys flesus, Gadus morhua, Zoarces viviparous ir dvi 

bestuburių rūšys Macoma balthica bei Saduria entomon yra būdingi Baltijos 

jūros bendrijų komponentai, naudojami aplinkos taršai stebėti (Baršienė et al., 

2008; 2014; 2015; Góral et al., 2009). 

DARBO NAUJUMAS 

Šio darbo rezultatai suteikia naujos mokslinės informacijos apie 

genotoksiškumo ir citotoksiškumo parametrų atsakus įvairiose žuvų rūšyse 

bei skirtinguose jų audiniuose. Išanalizuota metalų (Zn, Cu, Ni, Cr, Pb ir Cd) 

mišinių ir kvantinių taškų (CdSe/ZnS-COOH), kaip daugianarių cheminių 

stresorių, bei oomicetų Saprolegnia parasitica, kaip biologinio stresoriaus, 

įtaka citogenetinių pažaidų indukcijai. Apibūdinti genotoksinių ir citotoksinių 

pažaidų dažnių svyravimai žuvų atsistatymo po poveikio metu. Pirmą kartą 

žuvyse nustatyti šie genotoksiškumo ir citotoksiškumo ypatumai: 

• įvertintas didžiausių leistinų metalų koncentracijų (DLK) geno- ir 

citotoksinis poveikis daugianariame mišinyje skirtingoms žuvų rūšims; 

sumažinus daugianariame mišinyje atskiro metalo koncentraciją 10 kartų žuvų 

audiniuose nustatyti reikšmingi toksiškumo pokyčiai; 

• pašalinus cheminių stresorių poveikį, apibūdinti geno- ir citotoksinių 

pažaidų dažnių svyravimai žuvų skirtingų audinių eritrocituose; 

• skirtingose žuvų rūšyse nustatyti nuo poveikio laiko, cheminių medžiagų 

koncentracijų priklausomi ir audiniui specifiški geno- ir citotoksiškumo 

atsakai; 

• ankstyvose žuvų vystymosi stadijose nustatytas kvantinių taškų, kaip 

naujų inžinerinių nanomedžiagų, geno- ir citotoksinis poveikis; 

• įvertintas biologinio stresoriaus - patogeno Saprolegnia parasitica geno- 

ir citotoksinis poveikis Oncorhynchus mykiss lervose; 

• išnagrinėtas genotoksiškumo ir citotoksiškumo atsakas O. mykiss 

lervose, po poveikio dviem stresoriais t.y. biologiniu (S. parasitica) ir 

cheminiu (Cd). 
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MOKSLINĖ IR PRAKTINĖ DARBO REIKŠMĖ 

• Nustatyta Salmo salar eritrocitų branduolio pažaidų indukcijos 

priklausomybė nuo poveikio metalų mišiniais trukmės bei apibrėžtas geno- ir 

citotoksiškumo atsakų specifiškumas žuvų audiniuose. O. mykiss atsistatymo 

potencialo po citogenetinio metalų mišinio poveikio vertinimas atskleidė 

audiniui specifinius, nuo metalo mišinio koncentracijų bei atsistatymo 

trukmės priklausomus citogenetinių pažaidų dažnio svyravimus. 

• Metalų (Zn, Cu, Ni, Cr, Pb ir Cd) mišinys, esant DLK, sukelia 

citogenetinius pažeidimus S. salar ir R. rutilus eritrocituose. Nustatyta, kad 

atskiro metalo koncentracijos šiame mišinyje sumažinimas gali reikšmingai 

padidinti geno- ir citotoksinių atsakų lygį skirtinguose žuvų audiniuose. 

• Pirmą kartą įvertinti karboksilintų CdSe/ZnS kvantinių taškų 

genotoksiniai ir citotoksiniai efektai ankstyvose O. mykiss vystymosi stadijose 

bei aprašytas hipotetinis nustatytų efektų mechanizmas. 

• Įvertintas geno- ir citotoksinis potencialas Saprolegnia parasitica 

užkrėstose O. mykiss lervose bei šių atsakų paūmėjimas veikiant S. parasitica 

kartu su metalu (Cd). 

• Daugianarių metalų mišinių (esant DLK) eksperimentiniai 

genotoksiškumo ir citotoksiškumo tyrimų žuvyse rezultatai gali suteikti 

naujos ir svarbios informacijos apie mišinių toksiškumą vandens 

organizmams bei gali būti taikomi mišinių toksiškumo vertinimo modelių 

kūrimui. 

• Tyrimuose nustatyti žuvų atsistatymo po citogenetinio metalų mišinio 

poveikio dėsningumai gali būti taikomi sudarant ar koreguojant ekologiškai 

pažeistų vandens ekosistemų atkūrimo planus. 

• Nustatytas daugianarių metalų mišinių geno- ir citotoksinis poveikis 

galėtų paskatinti ekotoksikologiškai svarbių vandens kokybės standartų 

persvarstymą įtraukiant į juos ir mišinių poveikį. 

• Apibrėžtas geno- ir citotoksinių pažaidų lygis dirbtinai veisiamose 

Atlantinėse lašišose, leidžia spręsti apie veisyklose vyraujančią šių žuvų 

citogenetinę būklę ir tinkamumą populiacijų skaitlingumo atsatymui Lietuvos 

vandens telkiniuose. 
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DARBO TIKSLAS 

Eksperimentiniai metalų (Zn, Cu, Ni, Cr, Pb, Cd) mišinių ir kvantinių taškų 

(CdSe/ZnS-COOH), kaip daugianarių cheminių stresorių, bei oomicetų 

Saprolegnia parasitica, kaip biologinio stresoriaus, geno- ir citotoksiškumo 

dėsningumų tyrimai žuvų eritrocituose. 

Darbo uždaviniai: 

1. Įvertinti branduolio pažaidų indukciją laike ir žuvų atsistatymo metu po 

poveikio metalų mišiniais. 

2. Įvertinti skirtingų koncentracijų daugianarių metalų mišinių genotoksinį 

ir citotoksinį poveikį žuvų eritrocituose. 

3. Įvertinti daugianarių metalų mišinių geno- ir citotoksinį poveikį 

skirtinguose indikatorinių organizmų audinių eritrocituose. 

4. Įvertinti kvantinių taškų geno- ir citotoksinį poveikį žuvims ankstyvojo 

vystymosi stadijose. 

5. Įvertinti oomicetų Saprolegnia parasitica bei šio patogeno kartu su Cd 

geno- ir citotoksinį potencialą žuvų eritrocituose. 

GINAMIEJI TEIGINIAI 

1. Didžiausios leistinos metalų koncentracijos daugianariame mišinyje 

sukelia nuo poveikio laiko priklausomus ir audiniui specifinius geno- ir 

citotoksiškumo atsakų dažnių pokyčius S. salar eritrocituose.  

2. Citogenetinių pažaidų dažnių pokyčiai O. mykiss eritrocituose vykstant 

atsistatymui priklauso nuo atsistatymo trukmės, metalų mišinio 

koncentracijos bei yra specifiniai tiriamam audiniui. Atsistatymo periodui 

būdingi pažaidų dažnio svyravimai, aukščiausi svyravimai stebimi O. mykiss 

kepenų ir inkstų eritrocituose, lyginat su kraujo. 

3. Daugianariame metalų mišinyje didžiausios leistinos kai kurių metalų 

koncentracijos sumažinimas padidina geno- ir citotoksiškumo atsakų lygį S. 

salar ir R. rutilus eritrocituose. 

4. Žuvų periferinio kraujo eritrocituose aptinkamas didesnis geno- ir 

citotoksinių pažaidų dažnis, nei kepenų, inkstų ar žiaunų eritrocituose. Po 

poveikio binariniu metalų (Zn ir Cu) mišiniu greitesniu atsistatymo laiku 

pasižymi periferinio kraujo eritrocitai, nei kitų audinių eritrocitai. 

5. Karboksilinti CdSe/ZnS kvantiniai taškai sukelia DNR grandinės trūkius 

O. mykiss embrionų ir lervų eritroblastuose. 

6. Saprolegnia parasitica infekcija sukelia genotoksines pažaidas O. 

mykiss lervose. 
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TYRIMŲ MEDŽIAGA IR METODIKA 

1. Tyrimų schema 

Eksperimentiniai tyrimai vykdyti kaip bioindikatorius naudojant skirtingo 

vystymosi stadijų žuvis. Tyrimų schema, nurodant tyrimuose naudotas žuvų 

rūšis, biožymenis ir chemines medžiagas, pateikta 1 lentelėje. 

Genotoksiškumo ir citotoksiškumo analizė, atlikta suaugusių žuvų ir 

jauniklių eritrocituose, taikant mikrobranduolių ir kitų branduolio pažaidų 

metodą, išsamesnė informacija apie šį metodą pateikta I-II, IV, VI-VIII, XII-

XIII ir IX publikacijose; genotoksiškumo ir citotoksiškumo analizė 

ankstyvojo vystymosi stadijų žuvų eritroblastuose aprašyta V, X, XI, XIV ir 

XV publikacijose. Branduolio pažaidų analizė buvo atlikta remiantis Heddle 

ir kiti (1991), Fenech ir kiti (2003) bei Baršienės ir kiti (2006, 2014) 

publikacijose aprašytais kriterijais. Eritrocitų branduolio pažaidų 

morfologiniai bruožai pateikti I, II ir V publikacijose. DNR grandinės 

trūkiams žuvų jaunikliuose nustatyti naudotas Kometų metodas aprašytas XIII 

publikacijoje, tuo tarpu Kometų metodas taikytas žuvų ankstyvose vystymosi 

stadijose aprašytas III ir V publikacijose. Kometų metodas atliktas pagal 

Singh ir kitų (1988) pateiktas procedūras su tam tikrais Fatima ir 

bendraautorių (2014) aprašytais pakeitimais. Branduolio pažaidų analizės 

metodai bestuburiuose aprašyti VIII publikacijoje. Tyrimuose naudotų 

cheminių elementų koncentracijų ir fiziko-cheminių parametrų vandenyje 

matavimo metodai aprašyti atitinkamose publikacijose (I-V, IX-XV). Tyrimų 

metu taikyti statistiniai metodai yra išsamiai aprašyti kiekvienoje iš pateiktų 

publikacijų (I-XV). 
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1 lentelė. Atliktų tyrimų schema (informacija pateikta pagal parengtas publikacijas). 
Žuvų rūšis Vytymosi 

stadija 

Biožymenys Cheminės 

medžiagos ar 

infekcija 

Publikacija 

Salmo salar 

jaunikliai 

Branduolio 

pažaidos 

Metalų 

mišiniai 

 (Zn, Cu, Ni, 

Cr, Pb, Cd) 

II, XII, IV 

Rutilus rutilus 

Branduolio 

pažaidos, 

Kometų metodas, 

hematologiniai 

parametrai 

XIII 

Oncorhynchus 

mykiss 

 

Branduolio 

pažaidos 

IX 

Cu/Zn 

mišinys 
I 

embrionai 

Branduolio 

pažaidos, 

Kometų metodas 

karboksilinti 

CdSe/ZnS 

kvantiniai taškai 

XI, V 

embrionai, 

lervos 

Branduolio 

pažaidos 
Cd X 

Kometų 

metodas 
karboksilinti 

CdSe/ZnS 

kvantiniai taškai 

III 

lervos 

 

Branduolio 

pažaidos 

 

XV 

Cd, 

Saprolegnia 

parasitica, 

 Cd + S. 

parasitica 

XIV 

Clupea 

harengus 

membras 

suaugėliai 

 

Branduolio 

pažaidos 

 

Aplinkos 

tarša 

(Baltijos 

jūra) 

 

VI 

C. harengus 

membras, 

Platichthys 

flesus, Gadus 

morhua 

VII 

C. harengus 

membras, P. 

flesus, Zoarces 

viviparous, 

Macoma 

balthica, 

Saduria 

entomon 

VIII 
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REZULTATAI IR JŲ APTARIMAS 

Eritrocitų branduolio pažaidų indukcija organizmų atsistatymo metu ir 

skirtinguose jų audiniuose 

Eksperimentiniai žuvų citogenetinio atsistatymo, po Zn ir Cu mišiniu, esant 

skirtingoms koncentracijoms (t.y. 0,0625; 0,125 ir 0,25% 96 val. LC50) 

poveikio tyrimai buvo atlikti O. mykiss periferinio kraujo, kepenų ir inkstų 

eritrocituose. Skirtingos Zn ir Cu mišinio koncentracijos po 4 parų poveikio 

indukavo geno- ir citotoksines pažaidas O. mykiss eritrocituose. Reikšminga 

mikrobranduolių, branduolio pumpurų, ataugų, bendro genotoksiškumo ir 8-

formos eritrocitų branduolio indukcija nustatyta visuose 3 audiniuose po 

poveikio didžiausia (0,25%) dvinario metalų mišinio koncentracija. Po 

poveikio mažesnėmis šio mišinio koncentracijomis (0,0625 ir 0,125%) 

reikšminga pažaidų indukcija nustatyta priklausomai nuo audinio (4 pav.). 

Ankstesnių tyrimų metu nustatyta, kad toksinis Zn ir Cu mišinio poveikis gali 

priklausyti nuo kiekvieno iš mišinyje esančio metalo koncentracijos. Obiakor 

ir Ezeonyejiaku (2015) nustatė, kad metalų koncentracijų santykis mišiniuose 

sąlygoja skirtingus koergizmo tipus. Sinergetinė sąveika nustatyta daugelyje 

skirtingų Cu ir Zn koncentracijų santykio mišiniuose, išskyrus santykį 1:1, čia 

stebima antagonistinė sąveika. Bagdono ir Vosylienės (2006), Obiakor ir kitų 

autorių (2010) atlikti tyrimai atskleidė, kad Zn ir Cu mišinys (analogiškomis 

šiam tyrimui koncentracijomis) sukelia žymesnius genotoksinius efektus 

lyginant su atskiru šių metalų poveikiu. Šių autorių gauti rezultatai sutampa 

su šiame darbe gautais rezultatais, kad didžiausi mikrobranduolių dažniai 

aptikti žuvų eritrocituose po poveikio didžiausia Zn ir Cu mišinio 

koncentracija. Obiakor ir Ezeonyejiaku (2015) tyrimas atskleidė, kad bendras 

Cu ir Zn poveikis pasižymi suminiu arba didesniu toksiškumu. Pagrindinis 

mechanizmas lemiantis metalų sinergetinį poveikį yra sąveikos lemiančios 

metalų prieinamumą ir jų pasisavinimą (Cedergreen 2014). Metalų 

genotoksinės sąvybės yra susijusios su oksidacinėmis DNR pažaidomis, 

klastogeniniu ir aneugeniniu jų poveikiu vandens organizmuose 

(Nepomuceno et al., 1997). 

Atsistatymo po citogenetinių pažeidimų laikotarpyje (12 parų), nustatytas 

mikrobranduolių dažnio padidėjimas 4-ą atsistatymo parą, tuo tarpu 8-ą ir 12-

ą atsistatymo parą jų dažnis sumažėjo visuose tirtuose O. mykiss audiniuose 

(4 pav.). Šiuos rezultatus galėjo lemti ląstelės ciklo kinetika ir 

mikrobranduolių indukcijos mechanizmai. Mikrobranduoliai susiformuoja 

ląstelės dalijimosi metu, ir jų ekspresija laike gali varijuoti (Bolognesi, 

Hayashi 2011). Grisolia ir Cordeiro (2000) analizavo mikrobranduolių 

indukciją laike. Eksperimentų metu nustatyta, kad mikrobranduoliai 

susiformavę jaunuose inkstų eritrocituose po 2-4 parų aptinkami periferinio 

kraujo eritrocituose. Šis laikas priklauso nuo žuvų rūšies ir cheminės 

medžiagos. Atsistatymo laikotarpio 8-tą ir 12-tą parą nustatytas kai kurių 

geno- ir citotoksinių pažaidų reikšmingas dažnio sumažėjimas po poveikio 
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0,0625 ir 0,125% koncentracija (4 pav.). Periferinio kraujo eritrocituose 

reikšmingas citogenetinių pažaidų dažnio sumažėjimas po poveikio didžiausia 

(0,25%) Zn ir Cu mišinio koncentracija nustatytas 8-tą ir 12-tą atsistatymo 

parą. Tačiau 12-tą atsistatymo parą reikšmingo pažaidų dažnio sumažėjimo 

kepenų ir inkstų eritrocituose nenustatyta. 

 
4 pav. Mikrobranduolių (MN) ir 8-formos (8-shaped) branduolių dažniai O. mykiss 

periferinio kraujo, kepenų ir inkstų eritrocituose po poveikio skirtingomis Zn ir Cu 

mišinio koncentracijomis bei atsistatymo procese. Vidurkis ± SE; skirtumai nuo 

kontrolės: * p < 0.05, ** p < 0.001; skirtumai nuo poveikio grupės ir atsistatymo 

grupės: a p < 0.05, b p < 0.001, c p < 0.0001. Exp 4d – 4 parų poveikis; R – 4, 8 ir 12 

parų atsistatymo laikas; Contr – kontrolė. Publikacija I. 

Eritrocitų branduolio pažaidų indukcija laike, įvairiuose audiniuose bei 

skirtingų koncentracijų poveikyje 

Šio darbo eksperimentiniai tyrimai atskleidė, kad didžiausios leistinos metalų 

koncentracijos (Zn – 0,1; Cu – 0,01; Ni – 0,01; Cr – 0,01; Pb – 0,005 ir Cd – 

0,005 mg/L) daugianariuose mišiniuose sukelia genotoksiškumą ir 

citotoksiškumą Salmo salar, Rutilus rutilus ir O. mykiss skirtingų audinių 

eritrocituose. Eksperimentiniais tyrimais buvo siekiama nustatyti nuo 

poveikio trukmės priklausomą branduolio pažaidų indukciją eritrocituose 28 

paras paveikus S.salar daugianariu metalų mišiniu esant DLK. Tyrimo 
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rezultatai atskleidė netiesinį geno- ir citotoksiškumo atsakų nuo poveikio 

trukmės ryšį. Didžiausias reikšmingas genotoksiškumo lygis periferinio 

kraujo ir kepenų eritrocituose nustatytas 7-tą poveikio parą, tuo tarpu žiaunų 

ir inkstų eritrocituose – 14-tą poveikio parą (5 pav.). Reikšminga 

citotoksiškumo indukcija nustatyta 2-ą ir 14-tą poveikio parą žiaunų 

eritrocituose ir 28-tą poveikio parą S. salar periferinio kraujo eritrocituose (5 

pav.). Svarbu pažymėti, kad šio tyrimo metu buvo nustatyti geno- ir 

citotoksinių pažaidų dažniai S. salar ląstelėse, kurie leidžia apibūdinti 

dirbtinai veisiamų žuvų citogenetinę būklę ir tinkamumą populiacijų 

skaitlingumo atstatymui vandens telkiniuose. Tyrimo rezultatai parodė labai 

žemus citotoksiškumo (0,00–0,07‰) ir genotoksiškumo (0,04–0,50‰) lygius 

kontrolinės grupės lašišų eritrocituose (5 pav.). 
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5 pav. S. salar eritrocitų branduolio pažaidų dažnių (bendras genotoksiškumas (MN 

+NBf + NB) ir citotoksiškumas (FA + 8-shaped)) kitimas laike po poveikio 

daugianariu metalų (Zn – 0,1; Cu – 0,01; Ni – 0,01; Cr – 0,01; Pb – 0,005 ir Cd – 

0,005 mg/L mg/L) mišiniu: (A) žiaunų, (B) inkstų, (C) kepenų ir (D) periferinio kraujo 

eritrocituose (mean ± SE, n = 7). * žymi reikšmingus skirtumus nuo kontrolės (non-

exposed) ( p < 0.05). Publikacija II. 

 

Remiantis mokslinės literatūros analize, pavienės daugianariame metalų 

mišinyje naudotos metalų koncentracijos taip pat gali sukelti geno- ir 

citotoksines pažaidas skirtingų žuvų rūšių audiniuose (Zhu et al., 2004; Cavas 

(C) 

(D) 
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et al., 2005; Palermo et al., 2015; Gasulla et al., 2016). Genotoksiniai ar 

citotoksiniai efektai po poveikio dvinariais ar trinariais metalų mišiniais, esant 

mažoms koncentracijoms, buvo nustatyti įvairiose žuvų rūšyse Zhu et al., 

2004; Zhang et al., 2008; Güner, Muranlı 2011 atliktuose tyrimuose. 

Sinergetinis metalų (Cd + Cr, Cd +Cu ir Cd + Cr + Cu) mišinių mažų 

koncentracijų poveikis geno- ir citotoksiškumo indukcijai nustatytas karpio 

(Cyprinus carpio) eritrocituose (Zhu et al., 2004). DNR pažaidas Misgurnus 

anguillicaudatus žuvyse po poveikio Cd + Pb, Cd + Zn, Pb + Zn ir Cd + Pb + 

Zn mišiniais (taikyta 0,5 mg/L kiekvieno iš metalų koncentracija) nustatė 

Zhang su kitais bendraautoriais (2008). Bendras branduolio pažaidų dažnio 

padidėjimas nustatytas žuvyse paveiktose 0,1 ppm Cu + Cd mišiniu (Güner, 

Muranlı 2011). Apžvelgus esamus genotoksinių ir citotoksinių pažaidų dažnių 

žuvų audiniuose kitimo poveikio laike tyrimus, kaip ir šiame darbe nustatyti 

pažaidų dažnio svyravimo laike ypatumui. Didžiausias mikrobranduolių 

dažnis karpio eritrocituose, po poveikio Cr (0,001 mg/L), Cd + Cr (0,001 + 

0,001 mg/L) ir Cd (0,001 mg/L), Cd + Cr + Cu (0,001 + 0,001 + 0,01 mg/L), 

nustatytas 4-tą ir 9-tą poveikio parą, atitinkamai (Zhu et al., 2004). Zhang su 

bendraautoriais (2008) nustatė DNR pažaidų variaciją laike M. 

anguillicaudatus žuvyse metalo mišinių poveikyje. DNR pažaidos 

reikšmingai didėjo iki 7-tos poveikio paros, 7–14-tą paromis pažaidų dažnis 

didėjo vidutiniškai, o žymus jų sumažėjimas nustatytas 14–21-ą poveikio 

parą. 

Vieno iš metalų daugianariame mišinyje koncentracijos sumažinimo įtaka 

genotoksinių ir citotoksinių efektų pokyčiams ir jų toksikologiniam 

reikšmingumui nėra tirta. Disertacijos eksperimentiniuose tyrimuose taikytas 

vieno iš metalo koncentracijos mišinyje sumažinimas 10 kartų atspindi galimą 

foninį/aplinkos lygį vandens ekosistemose. Šio darbo eksperimentinių tyrimų 

metu, buvo tirta 10 kartų vieno iš DLK mišinyje esančių metalų sumažinimo 

įtaka geno- ir citotoksiškumo atsakams S. salar ir R. rutilus skirtingų audinių 

eritrocituose 14-os parų poveikyje. Eksperimentinių tyrimų rezultatai parodė, 

kad net mažos (DLK) metalo koncentracijos mišinyje sumažinimas 

reikšmingai paveikė genotoksinių ir citotoksinių pažaidų dažnius S. salar ir R. 

rutilus eritrocituose (6–9 pav.). Nebūtinųjų ir būtinųjų metalų mišiniai, 

mažinant vieno iš metalo koncentraciją 10 kartų, lėmė skirtingą geno- ir 

citotoksiškumo laipsnį, kuris galimai yra sąlygotas metalų sąveikos tiek už 

organizmo ribų, tiek pačiame organizme. Reikšmingi geno- ar citotoksiškumo 

atsakai S. salar eritrocituose buvo nustatyti po poveikio Cr↓ (10 kartų 

sumažinta Cr6+ DLK daugianariame mišinyje), MIX, Cu↓ ar Pb↓ mišiniais (6–

7 pav.). Tuo tarpu reikšmingi citogenetiniai pažeidimai R. rutilus eritrocituose 

aptikti po poveikio Cr↓, Ni↓ ir MIX mišiniais (8 pav.). Kometų analizė parodė, 

kad Cr↓, Pb↓ ir Zn↓ mišinių poveikis sukėlė reikšmingus DNR grandinės 

trūkius R. rutilus eritrocituose (9 pav.). 
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6 pav. Bendras eritrocitų branduolio pažaidų lygis S. salar: (a) žiaunų, (b) kepenų, (c) 

inkstų ir (d) periferinio kraujo eritrocituose (vidurkis ± SE, n = 7). * žymi reikšmingus 

skirtumus nuo kontrolinės grupės, # – nuo MIX, a – nuo Zn↓; b – nuo Cu↓; c – nuo 

Ni↓; d – nuo Cr↓; e – nuo Pb↓; f – nuo Cd↓ (p < 0,05). Publikacija IV. 

 

 
7 pav. Bendras genotoksiškumo (MN+NBf+NB) ir citotoksiškumo (FA+8-shaped) 

lygiai S. salar eritrocituose (vidurkis ± SE, n = 7). * žymi reikšmingus skirtumus nuo 

kontrolinės grupės, # – nuo MIX, a – nuo Zn↓; b – nuo Cu↓; c – nuo Ni↓; d – nuo Cr↓; 

e – nuo Pb↓; f – nuo Cd↓ (p < 0.05). Publikacija IV. 
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8 pav. Eritrocitų branduolio pažaidų lygis R. rutilus (A) periferinio kraujo, (B) žiaunų, 

(C) kepenų ir (D) inkstų eritrocituose (kontrolinėje ir daugianariais metalų mišiniais 

paveiktose grupėse, vidurkis±SE, n = 7). * žymi reikšmingus skirtumus nuo kontrolės 

(p < 0,05). Publikacija XIII. 

 
9 pav. DNR pažeidimai (procentas DNR kometos uodegoje) R. rutilus eritrocituose, 

kontrolinėje ir daugianariais metalų mišiniais paveiktose grupėse (vidurkis ± SD, n = 

7). * žymi reikšmingus skirtumus nuo kontrolinės grupės (p < 0,05). Publikacija XIII. 

 

Nustatyti daugianarių metalų mišinių geno- ir citotoksinio poveikio 

skirtumai, gali būti iš dalies aiškinami hormezės efekto egzistavimu. Mažos 

Cr koncentracijos gali sąlygoti naudingą organizmui stimuliuojantį efektą. 

Perez-Benito (2006) nustatė hormetinį mažos Cr (VI) koncentracijos efektą, 

kuris pasireiškia pailgėjusia žuvų gyvenimo trukme. Antioksidantiniai metalų 

(Cr, Pb ir Cd) mišinio, aplinkoje egzistuojančiomis koncentracijomis, efektai 

nustatyti Cyprinus carpio audiniuose, dėl reikšmingai pakitusių 

antioksidantinių fermentų (SOD ir CAT) lygio (Rajeshkumar et al., 2017). 

Geno- ir citotoksinių pažaidų variacija po poveikio daugianariais metalų 



63 

 

mišiniais su 10 kartų sumažinta vieno iš metalų koncentracija gali būti 

aiškinama fermentinės antioksidantinės sistemos suaktyvėjimu, o tai lemia 

apsaugą nuo oksidacinių pažeidimų. Tačiau, kad patvirtinti hormezės reiškinį 

cheminių medžiagų mišiniuose, reikalingi išsamesni tyrimai. Gauti rezultatai 

gali būti aiškinami ir tuo, kad kiekvienas metalas dalyvaudamas metabolizmo 

procesuose gali sukelti specifinius pažeidimus biologinėse sistemose (Wah 

Chu, Chow 2002). Kitų autorių tyrimai atskleidė, kad metalai su didesniu 

kovaleniniu indeksu, kaip Pb ir Cu, sukelia sinergetinius efektus, tuo tarpu 

metalai (Cd, Ni ir Zn), kuriems būdingas žemesnis kovalentinis indeksas, 

pasižymi kintamu poveikiu (Wah Chu, Chow 2002). Taip pat metalai su mažu 

kovalentiniu indeksu, kaip Zn, pasižymi neutralizuojančiu efektu kitų metalų 

sukeliamam toksiškumui, pvz., Cd ir Ni (Wah Chu, Chow 2002). Cobbina su 

bendraautoriais (2015) nustatytė, kad metalo mišiniai, esant mažoms 

koncentracijoms, paveikia homeostatinį toksinių ir biologiškai svarbių metalų 

reguliaciją. 

Įvertinus metalų mišinių geno- ir citotoksinį poveikį skirtinguose žuvų 

audiniuose, nustatyta, kad dažniausiai periferinio kraujo eritrocituose buvo 

aptinkami didžiausi geno- ir citotoksiškumo lygiai. Atsistatymo periodo metu, 

O. mykiss periferinio kraujo eritrocitai pasižymėjo greitesniu išsivalymu bei 

mažesne citogenetinių pažaidų dažnio variacija, lyginant su kepenų ir inkstų 

eritrocitais. Aukšti citogenetinių pažaidų dažniai periferinio kraujo 

eritrocituose gali būti paaiškinami tuo, kad į periferinį kraują patenka 

eritrocitai iš kelių hematopoetinių organų. Kaulinėse žuvyse pagrindinę 

eritropoezės funkciją atlieka priekinė inkstų dalis (Soldatov 2005). Tuo tarpu 

antriniai hematopoetiniai organai, kaip kepenys ar žiaunos gali pasižymėti 

skirtingu ksenobiotikams jautrumu (Agius, Roberts 2003; Macchi et al., 

1992). Cavas su bedraautoriais (2005) rekomendavo, branduolio pažaidų 

analizę atlikti skirtinguose žuvų audiniuose. Specifinį audinių atsaką gali 

sąlygoti cheminių medžiagų polinkis akumuliuotis tam tikruose audiniuose, 

skirtingas audinių jautrumas ir juose esantys apsauginiai mechanizmai 

(Ahmad et al., 2006; Velma, Tchounwou 2010). Kadangi kaulinėse žuvyse 

inkstai yra pagrindinis eritropoezės organas, ląstelių dalijimasis šiame 

audinyje yra intensyviausias (Baršienė et al., 2006; Velma, Tchounwou 2010). 

Žuvų inkstai ir kepenys atlieka detoksikacijos funkciją toksinų ekskrecijai 

indukuodami metalotioneinų sintezę (Roesijadi, Robinson 1994). Metalų 

šalinimas žuvyse gali vykti per blužnį, šlapimą, žiaunas ir gleives (Varanasi, 

Markey 1978; Kim et al., 2004). 

Kvantinių taškų geno- ir citotoksinis poveikis ankstyvojo žuvų vystymosi 

stadijose 

Disertacijos tyrimų metu, nustatytas 4 nM koncentracijos polietilenglikolio 

dangalą turinčių karboksilintų CdSe/ZnS kvantinių taškų (KT) geno- ir 

citotoksinis poveikis O. mykiss embrionuose ir lervose. Eksperimentiniai Cd 

(2µg/L) citogenetinio poveikio O. mykiss akstyvojo vystimosi stadijose 
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tyrimai buvo atlikti siekiant palyginti efektus su KT sukeliamais geno- ir 

citotoksiniais efektais, galimai atsirandančiais dėl Cd jonų atsipalaidavimo 

subyrėjus KT struktūrai. Nustatytas skirtingas Cd ir KT geno- ir citotoksinis 

poveikis O. mykiss eritroblastuose. Cd poveikis sukėlė reikšmingus geno-, 

citotoksinius ar DNR grandinės trūkius (Kometų metodas) O. mykiss 

embrionų bei lervų eritroblastuose (10–12 pav.). Šio tyrimo rezultatus 

patvirtina ankstesni tyrimai, kurių metu buvo nustatytas Cd geno- ir 

citotoksinis potencialas įvairiose žuvų rūšyse. Po poveikio Cd žuvų 

audiniuose buvo aptikta mikrobranduolių ir dvibranduolių ląstelių indukcija 

(Cavas et al., 2005; Jindal, Verma 2015). CdCl2 (0,37 ir 0,62 mg/L) 

indukuotas mikrobranduolių ir kitų branduolio pažaidų formavimasis 

nustatytas Labeo rohita periferinio kraujo eritrocituose (Jindal, Verma 2015). 

Cd sukelta apoptozė nustatyta O. mykiss hepatocituose (Risso-de Faverneyet 

et al., 2001). Hsu su bedraautoriais (2013) nustatė, kad subletalios Cd 

koncentracijos sukelia oksidacinį stresą zebražuvės (Danio rerio) 

embrionuose. Oksidacinis stresas ir DNR reparacijos inhibicija yra 

pagrindiniai mechanizmai sąlygojantys Cd genotoksiškumą (Hsu et al., 2013). 

 
10 pav. Mikrobranduolių (MN), branduolio pumpurų (NB) ir fragmentuotų-

apoptozinių (FA) + dvibranduolių (BN) eritroblastų dažnis O. mykiss embrionuose ir 

lervose po 4 parų poveikio 2µg/L Cd koncentracija. Vidurkis± SE, reikšmingi 

skirtumai nuo kontrolės: *p < 0,05; **p < 0,005. Publikacija X. 

**

**

*
**

*

0

1

2

3

4

5

6

7

8

9

10

Control Cd Control Cd

Embryos Larvae

N
A

/1
0
0
0
 e

ry
th

ro
cy

te
s

MN NB FA+BN



65 

 

 
11 pav. Mikrobranduolių (MN), branduolio pumpurų (NB) ir bendras citotoksiškumo 

lygis (FA + BN) O. mykiss embrionų eritroblastuose po 4 parų poveikio 2µg/L Cd ir 

4 nM KT koncentracija. Vidurkis ± SD, n = 7. Raidės žymi reikšmingus skirtumus 

tarp grupių (p < 0.05). Publikacija V. 

 

Šio darbo metu nustatyta, kad Kometų metodas sėkmingai aptinka DNR 

pažeidimus O. mykiss emrionų ir lervų eritroblastuose po poveikio KT (12 ir 

13 pav.). Tuo tarpu, taikant branduolio pažaidų analizę reikšmingų geno- ir 

citotoksinių pažaidų indukcijos KT poveikyje nenustatyta (11 pav.). 

 
12 pav. DNR procentas (%) kometos uodegoje po 4 parų ekspozicijos 2µg/L Cd ir 4 

nM KT koncentracijoje O. mykiss embrionų eritroblastuose. Vidurkis ± SD, n = 7, 

raidės žymi reikšmingus skirtumus tarp grupių (p < 0.05). Publikacija V. 
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13 pav. Procentas DNR kometos uodegoje (% Tail DNA, vidurkis ± SD, n = 7) po 1 

paros poveikio O. mykiss embrionuose ir vienadienėse lervose eksperimento 

pabaigoje (po 11 parų inkubacijos 4 nM KT). Publikacija III. 

 

Klastogeninės/aneugeninės KT sąvybės buvo pabrėžtos ankstesniuose 

tyrimuose (Aye et al., 2013; Galeone et al., 2012). Galeone su bendraautoriais 

(2012) pasiūlė CdSe/ZnS KT klasifikuoti kaip reikšmingai toksiškus in vivo. 

KT sukelti DNR pažeidimai yra susiję su reaktyvių deguonies formų 

generavimu. Singh ir kiti (2009) nustatė, kad nanodalelių indukuotas 

oksidacinis stresas yra laikomas pagrindiniu mechanizmu lemiančiu jų 

genotoksiškumą. Ankstesnių tyrimų metu nustatyta, kad polietilenglikolio 

(PEG) dangalas gali apsaugoti nuo Cd2+ jonų išsiskyrimo iš KT (Galeone et 

al., 2012; Zhang et al., 2006). Galeone su bendraautoriais (2012) bei Ju su 

bendraautoriais (2013) nustatė, kad PEG dangalas sumažina, bet nepašalina 

KT toksiškumo. Saez ir kiti (2015) tyrimuose atskleidė, kad genotoksiškumo 

potencialas ir Cd reaktyvumas su viduląsteliniais komponentais yra 

sąlygojamas jo nano arba joninės formos. Daugiašerėse žieduotosiose 

kirmėlėse Hediste diversicolor Cd nano formoje pasižymi stipresniu 

genotoksiniu aktyvumu nei joninė jo forma. Nors Aye su bendraautoriais 

(2013) gauti rezultatai parodė, kad KT indukuoja reaktyvias deguonies 

formas, mutageninės/klastogeninės KT sąvybės nėra pilnai paaiškinamos. KT 

būdingos fiziko-cheminės sąvybės gali sąlygoti įvairias reakcijas, kurios 

iššaukia įvairius genotoksiškumo/mutageniškumo efektus organizmų 

ląstelėse. Kiti galimi KT genotoksiškumo mechanizmai: uždegiminės 

reakcijos, tiesioginės sąveikos su DNR ar branduolio baltymais (Brunetti et 

al., 2013). Šio tyrimo metu, straipsnio bendraautoriai nustatė KT agregaciją 

ant O. mykiss ikrų paviršiaus (Rotomskis et al., 2018). KT agregacija gali 

sutrikdyti dujų apykaitą embriono viduje ir lemti oksidacinio streso sukeltus 

genotoksinius pažeidimus. Hipoksijos indukuota reaktyvios deguonies formų 

generacija gali būti fiziologinis organizmo atsakas į deguonies 

nepakankamumą. Tačiau, hipoksijos sąlygota reaktyvių deguonies formų 

indukcija yra mažai tirta. Keletas tyrimų atskleidė hipoksijos nulemtą genetinį 

nestabilumą įvairiuose organizmuose ir ląstelių kultūrose (Snyder, Diehl 

2005; Kim et al., 2007). Buvo nustatyta, kad hipoksija gali veikti kaip 

genotoksinis agentas. Taip pat tyrimais yra įrodyta, kad hipoksija gali būti 
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mutagenas, teratogenas, nes sutrikdo žuvų embrionų vystymąsi (Shang, Wu 

2004; Shang et al., 2006). Hipoksija sukelia mirtingumą, išsigimimus, 

embrioninį žuvų (D. rerio) vystymosi, ritimosi sutrikimą, trikdo apoptotinius 

procesus, sukelia lytinių hormonų disbalansą ir daro įtaką lyčių santykiui 

(Shang, Wu, 2004; Shang et al., 2006). Oksidacinis stresas ir uždegiminiai 

procesai yra nurodomi, kaip pagrindiniai nanodalelių toksiškumą ir 

genotoksiškumą lemiantys mechanizmai (Magdolenova et al., 2014; Xiao et 

al., 2016). 

S. parasitica bei šio patogeno kartu su Cd geno- ir citotoksinis poveikis 

žuvų eritrocituose 

Genotoksinis ir citotoksinis oomicetų Saprolegnia parasitica infekcijos 

įvairiomis koncentracijomis (92000, 22400 ir 5500 colony-forming units per 

milliliter (cfu/mL)) potencialas ir poveikio paūmėjimas, esant vienalaikiam 

dviejų stresorių (S. parasitica (5500 cfu/mL) ir Cd (2µg/L)) poveikiui, buvo 

tiriamas O. mykiss lervose po 8-ių parų poveikio. Eksperimentinių tyrimų 

metu buvo nustatytas S. parasitica infekcijos genotoksinis poveikis O. mykiss 

lervų eritroblastuose. Tyrimų metu buvo nustatyta reikšminga 

mikrobranduolių (MN), branduolio pumpurų (BP) ir bendro genotoksiškumo 

(MN+NB) indukcija priklausomai nuo taikytos S. parasitica koncentracijos 

(14–16 pav.). Genotoksinių pažaidų dažnio didėjimas, didėjant S. parasitica 

koncentracijai, nenustatytas. Gauti rezultatai gali rodyti citogenetinių pažaidų 

slopinimą priklausomai nuo poveikio koncentracijos. 

 
14 pav. Mikrobranduolių (MN) dažnis (vidurkis ± SE, n = 10) O. mykiss lervų 

eritroblastuose po poveikio 2µg/L Cd, Saprolegnia parasitica (Sap1 – 92000, Sap2 – 

22400, Sap3 –5500 (cfu/mL)) ir veikiant kartu Cd ir S. parasitica (2 µg Cd/L + 5500 

cfu/mL). Raidės žymi reikšmingus skirtumus tarp grupių (p < 0.05). Publikacija XIV. 
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15 pav. Branduolio pumpurų (NB) dažnis (vidurkis ± SE, n = 10) O. mykiss lervų 

eritroblastuose 2µg/L Cd, Saprolegnia parasitica (Sap1 – 92000, Sap2 – 22400, Sap3 

–5500 (cfu/mL)) ir veikiant kartu Cd ir S. parasitica (2 µg Cd/L + 5500 cfu/mL). 

Raidės žymi reikšmingus skirtumus tarp grupių (p < 0.05). Publikacija XIV. 

 
16 pav. Bendras genotoksiškumo (MN+NB) lygis (vidurkis ± SE, n = 10) O. mykiss 

lervų eritroblastuose 2µg/L Cd, Saprolegnia parasitica (Sap1 – 92000, Sap2 – 22400, 

Sap3 –5500 (cfu/mL)) ir veikiant kartu Cd ir S. parasitica (2 µg Cd/L + 5500 cfu/mL). 

Raidės žymi reikšmingus skirtumus tarp grupių (p < 0.05). Publikacija XIV. 

 

Iki šiol nebuvo atlikta jokių S. parasitica genotoksiškumo ir 

citotoksiškumo indukcijos tyrimų. Azimzadeh ir Amniattalab (2017) nustatė 

oksidacinį stresą, hematologinius ir histopatologinius pakitimus O. mykiss 

individuose užkrėstuose S. parasitica. Nustatyta, kad tiriami oomicetai 

išskiria įvairias toksines medžiagas ir hidrolizinius fermentus (Soanes et al., 

2007). Torto-Alalibo su bendraautoriais (2005) išskyrė keletą S. parasitica 

baltymų (CBD baltymai, CBEL tipo baltymai, glikozilo hidrolazės, proteazės, 

proteazių inhibitoriai) ir pabrėžė, kad šie baltymai gali turėti įvairų poveikį 

organizmų sveikatai. Nustatyta, kad S. parasitica infekcija gali sukelti stiprius 
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uždegiminius procesus žuvyse. Belmonte su bendraautoriais (2014) 

pateiktame tyrime nurodyta, kad S. parasitica produkuoja metabolitą 

prostaglandiną E2 (PGE2), kuris skatina uždegiminius procesus žuvyse. 

Marcogliese su bendraautoriais (2005) nustatė, kad parazitizmas kartu su 

chemine tarša gali dar labiau pabloginti oganizmo būklę, kadangi sutrikdomas 

šeimininko imuninės sistemos atsparumas. Taip pat kelių stresorių vienalaikis 

poveikis gali paskatinti toksiškumo efektų padidėjimą, net ir esant mažam 

parazitų intensyvumo laipsniui. Šio tyrimo rezultatai neatskleidė sinergetinės 

sąveikos. Didžiausias bendras genotoksiškumo lygis buvo nustatytas po 

poveikio S. parasitica kartu su Cd (16 pav.), tačiau šis padidėjimas nebuvo 

statistiškai reikšmingas. Tyrimų metu citotoksinio S. parasitica poveikio O. 

mykiss lervų eritroblastuose nenustatyta. Schaumburg su bedraautoriais 

(2006) nustatė, kad parazitai gali indukuoti anti-apoptotinį aktyvumą 

šeimininko ląstelėse. 

Apibendrinant, šiame darbe pateikta nauja ir moksliškai svarbi informacija 

apie genotoksinių ir citotoksinių efektų tyrimų reikšmingumą bei sukeltus 

daugianarių metalų mišinių aplinkoje galimai egzistuojančiomis 

koncentracijomis, daugiakomponentinių nanodalelių (kvantinių taškų) bei 

biologinių stresorių (patogenų) genotoksinius ir citotoksinius efektus. 

Eksperimentinis žuvų atsistatymo, po metalų mišinio sukelto citogenetinio 

poveikio, vertinimas suteikė naujų žinių apie susiformavusių branduolio 

pažaidų dažnių svyravymus vykstančius organizmo atsistatymo metu bei 

audinių specifiškumą. Darbe taip pat pabrėžiamas galimas geno- ir 

citotoksiškumo efektų sustiprinimas esant vienalaikiam kelių stresorių 

poveikiui (patogenų infekcija ir cheminė tarša). 
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IŠVADOS 

1. Daugianaris metalų mišinys, esant DLK, 7-tą poveikio parą sukelia 

didžiausią genotoksiškumo lygį S. salar periferinio kraujo ir kepenų 

eritrocituose, 14-tą parą – žiaunų ir inkstų eritrocituose. Didžiausias 

citotoksiškumo lygis nustatytas 2-ą ir 14-tą poveikio parą žiaunų eritrocituose, 

28-tą parą – periferinio kraujo eritrocituose. Citotoksinio poveikio kepenų ir 

inkstų eritrocituose nenustatyta. 

2. Cu ir Zn mišinys, priklausomai nuo taikytų koncentracijų, indukavo 

mikrobranduolių, branduolio pumpurų, ataugų ir 8-formos branduolio 

eritrocitų formavimąsi skirtinguose O. mykiss audiniuose. Reikšmingas 

periferinio kraujo eritrocitų, po didžiausios Cu-Zn (0,25%) mišinio 

koncentracijos sukelto geno- ir citotoksinio poveikio, atsistatymas nustatytas 

8-tą ir 12-tą parą.  

3. Atsistatymo metu kepenų ir inkstų eritrocitams ypač būdingi 

citogenetinių pažaidų dažnio svyravimai. Ketvirtą atsistatymo parą nustatytas 

reikšmingas citogenetinių pažaidų dažnio padidėjimas priklausomai nuo 

dvinario metalų (Cu-Zn) mišinio koncentracijos ir audinio. Aštuntą 

atsistatymo parą, priklausomai nuo poveikio koncentracijų, nustatytas 

reikšmingas citogenetinių pažaidų dažnio sumažėjimas kepenų ir inkstų 

eritrocituose, 12-tą atsistatymo parą reikšmingo (išskyrus 8-formos 

branduolių dažnį kepenyse 0,0625% koncentracijoje) sumažėjimo nestebima.  

4. Daugianariai metalų mišiniai, esant DLK, sukelia genotoksinius ir 

citotoksinius efektus skirtingose žuvų rūšyse. Atskiro metalo DLK 

sumažinimas daugianariame mišinyje turi įtakos citogenetinių pažaidų lygiui 

skirtinguose žuvų audiniuose. Reikšminga citogenetinių pažaidų indukcija S. 

salar eritrocituose nustatyta po poveikio Cr↓ (10 kartų sumažinta Cr6+ 

koncentracija daugianariame mišinyje), MIX, Cu↓ ir Pb↓ mišiniais. 

Reikšminga citogenetinių pažaidų indukcija R. rutilus eritrocituose nustatyta 

po poveikio Ni↓, MIX ir Cr↓ mišiniais; reikšmingus DNR trūkius sukelia Cr↓, 

Pb↓ ir Zn↓ mišiniai. 

5. Žuvų periferinio kraujo eritrocituose nustatomi didžiausi citogenetinių 

pažaidų lygiai po poveikio metalų mišiniais, taip pat periferinio kraujo 

eritrocitams būdingas greitesnis citogenetinių pažaidų dažnio sumažėjimas, 

lyginant su kitais audiniais. 

6. Karboksilinti CdSe/ZnS kvantiniai taškai, esant 4nM koncentracijai, 

sukelia DNR grandinės trūkius O. mykiss embrionuose (po 1 ir 4 parų) ir 

vienadienėse lervose po 11 parų poveikio. Kadmio 2 µg/L koncentracija po 4 

parų poveikio indukuoja reikšmingą mikrobranduolių dažnio, citotoksiškumo 

ir DNR trūkių padidėjimą O. mykiss embrionuose bei reikšmingą 

mikrobranduolių, branduolio pumpurų ir citotoksiškumo lygio padidėjimą 

lervose. 

7. Saprolegnia parasitica infekcija (esant 5500 cfu/mL ir 92000 cfu/mL, 

atitinkamai) sukelia mikrobranduolių ir branduolio pumpurų formavimąsi O. 
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mykiss lervų eritroblastuose. Reikšmingą genotoksiškumo lygio padidėjimą 

žuvų ląstelėse sukėlė mažiausia (5500 cfu/mL) ir didžiausia (92000 cfu/mL) 

S. parasitica koncentracija. 

8. Bendras S. parasitica (5500 cfu/mL) ir Cd poveikis sukėlė reikšmingą 

mikrobranduolių dažnio bei bendro genotoksiškumo lygio padidėjimą O. 

mykiss lervų eritroblastuose, tačiau reikšminga sinergetinė sąveika, lyginat su 

atskiru dviejų stresorių (S. parasitica ir Cd) poveikiu, nenustatyta. 
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