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BIOINDIKATORSKI POTENCIJAL MORSKIH SUNĐERA 
– PRIPREMA UZORAKA ZA HISTOLOŠKU ANALIZU 

(PILOT STUDIJA)

Sažetak: Cilj rada je da se prikaže postupak dobijanja histoloških i mikroskopskih pre-
parata sunđera koji bi se koristili za identifikaciju ovih organizama do nivoa vrste. Pomenu-
ti postupci predstavljaju preduslov za uključivanje ove grupe organizama u biomonitoring 
morskih ekosistema. Uzorci su prikupljeni 2013. godine na lokalitetima u okolini Jaza teh-
nikom SCUBA ronjenja. Uzorci su kasnije obrađeni prilagođavanjem klasičnih histoloških 
metoda na Stomatološkom fakultetu Univerziteta u Beogradu. Dobijeni uzorci pokazali su 
odgovarajući kvalitet neophodan za dalji taksonomski rad. 

Ključne reči: morski sunđeri, histološki preparati, spikule, svetlosna mikroskopija

1. UVOD

Vodeni beskičmenjaci predstavljaju bitnu komponentu akvatičnih ekosistema 
[1]. Iz njihove je zastupljenosti i rasprostranjenosti moguće dobiti mnoštvo infor-
macija vezanih za kvalitet, očuvanost i tip određene vode i ekosistema. Akvatični 
beskičmenjaci u jednom ili više stupnjeva životnog ciklusa naseljavaju akvatične 
ekosisteme (sediment, detritus, makrofite, filamentozne alge, površinu vode). Veli-
ki broj ovih organizama poseduje mehanizme pričvršćivanja za podlogu na kojoj 
živi. Sa biološke tačke gledišta ovo su za ispitivanja praktični organizmi zbog svo-
je sesilnosti i zonalnog rasporeda, neki osetljivi, a drugi rezistentni na različite vr-
ste zagađenja. Sa tehničke strane, njihovo uzorkovanje je relativno jednostavno, a 
potrebni materijal i oprema ekonomični. Sve ovo, uz dostupnost detaljnih ključe-
va za determinaciju taksonomskih grupa, čini ih pogodnim subjektima za studi-
je biomonitoringa, određivanje ekoloških profila i statusa staništa i kvaliteta vode. 
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Sunđeri su morski, višećelijski, sesilni organizmi iz razdela Spongia (Porifera) 
sa izuzetkom jedne familije sa slatkovodnim vrstama.

Postoje tri osnovna tipa građe sunđera: askon, sikon i leukon tip. Askon tip gra-
đe je najjednostavniji, nalik šupljem i tankom cilindru. Sikon tip građe ima veću 
kontaktnu površinu sa vodom, zbog nabiranja unutrašnjeg telesnog zida pokrivenog 
filtracionim ćelijama (hoanocitama), čime je smanjena zapremina centralne šuplji-
ne, spongocela. Leukon tip građe je najsloženiji, centralna šupljina ne postoji, a telo 
je ispunjeno mezohilom u kome se nalazi mreža komora obloženih hoanocitama.

Hranljive čestice, uključujući i polutante rastvorene u vodi, prolaze kroz pore, 
kanale i komore u telesnom zidu sunđera i dolaze do spongocela, gde se talože, što 
se može koristiti u merenju lokalnog zagađenja. Bioindikatorski potencijal sunđe-
ra do sada je bio slabo korišćen, a jedan od razloga je nedovoljno poznavanje nji-
hovih biohemijskih i morfoloških karakteristika, čije promene bi mogle imati bio-
indikatorski značaj u proceni zagađenja životne sredine [2–5]. 

Cilj ovog rada bio je da se na nekoliko različitih vrsta sunđera uzorkovanih na 
lokalitetu Jaz-Tunel kod Budve (Crna Gora) uradi histološka analiza primenom kla-
sičnih patohistoloških postupaka koji se koriste u medicini. Ovaj postupak podra-
zumevao je prethodnu optimizaciju procesa fiksiranja, parafinizacije i sečenja pre-
parata. Takođe, uporedo sa histološkom analizom celih sunđera, cilj je bio da se 
uradi i analiza kvaliteta mikroskopskih preparata izolovanih spikula.

Slika 1. Mapa lokaliteta uzorkovanja
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2. MATERIJAL I METODE

2. 1. UZORKOVANJE SUNĐERA

Sunđeri su sakupljeni SCUBA zaronima na južnom Jadranu na lokalitetu Jaz-
Tunel (Slika 1), na dubinama 10–20 metara, pridržavajući se preporuka i standar-
da za uzorkovanje makroinvertebrata [6].

Nakon vađenja iz mora, celi sunđeri ili njihovi fragmenti stavljeni su u flakone 
sa 96% etanolom i čuvani na + 4°C do kalupljenja, odnosno izolovanja spikula. Za 
pravljenje histoloških preparata odabrani su sunđeri različite morfologije i konzi-
stencije (tvrdoće) iz rodova Ircinia, Axinella, Acanthella i dr. (Slika 2). 

a

c

b

Slika 2. Reprezentativni uzorci sunđera  
sakupljenih na južnom Jadranu  
(okolina Jaza) koji pripadaju rodovima:  
(a) Axinella; (b) Acanthella; (c) Ircinia
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2. 2. PRIPREMA HISTOLOŠKIH PREPARATA  
ZA SVETLOSNU MIKROSKOPIJU 

Priprema materijala koja je rađena na Institutu za patologiju Stomatološkog 
fakulteta Univerziteta u Beogradu, obuhvatila je sledeće faze: uzimanje materi-
jala (isečak sunđera ne veći od 0,5 cm3), fiksaciju u alkoholu u trajanju od ne-
delju dana, dehidrataciju držanjem preparata u alkoholu rastuće koncentracije, 
prosvetljavanje u ksilolu i kalupljenje u parafinu. Preparati debljine 20 ìm sečeni 
su na mikrotomu čeličnim noževima marke Leica (Nemačka). Isečci su monti-
rani iz vode na histološku pločicu, nakon čega je usledila deparafinizacija isečka 
potapanjem pločice u ksilol, a potom rehidratacija uz upotrebu alkohola opada-
juće koncentracije. Zatim se pristupilo bojenju, ispiranju od viška boje, ponov-
nom prosvetljenju ksilolom i konačno pokrivanju isečka ljuspicom, uz korišće-
nje kanada balzama.

Rađeno je rutinsko bojenje – hematoksilin i eozin bojenje (HE). Hematoksilin 
je bazna boja, ima afinitet ka negativno naelektrisanim molekulima (kiseline) pa 
se vezuje za DNK, RNK i neke proteine. Eozin je kisela boja, ima afinitet ka pozi-
tivno naelektrisanim molekulima (baze), pa se vezuje za bazne komponente ćelije. 
Na histološkom preparatu ovom metodom se hematoksilinom plavoljubičasto bo-
je jedro i ribozomi, a kako je hematoksilin bazna boja, ta osobina se naziva bazo-
filija, dok se eozinom citosol boji crvenopink, a kako je eozin kisela boja, ta oso-
bina se naziva acidofilija ili eozinofilija. Postupak je izvođen tako što su prepara-
ti potapani 20 minuta u ksilol, pa tokom 10 minuta u 100% alkohol i isto toliko u 
96% alkohol. Potom je usledilo ispiranje običnom vodom nekoliko puta i bojenje 
hematoksilinom u trajanju od 10 minuta. Zatim su preparati opet ispirani sve dok 
se nije uklonio višak plave boje. Pločice su zatim držane 10 minuta u toploj vo-
di, a onda bojene eozinom 3 minuta, isprane vodom i 96% alkoholom. Postupak 
se okončava držanjem preparata 10 minuta u 100% alkoholu i na samom kraju 10 
minuta u ksilolu. Preparati su slikani na mikroskopu BX 40 kamerom DP 12 mar-
ke Olympus (Japan).

2. 3. PRIPREMA PREPARATA SPIKULA

Fragmenti sunđera stavljeni su direktno na predmetno staklo. Na njih je na-
kapano nekoliko kapi koncentrovane azotne kiseline (HNO 3), i pločica je zagre-
vana na tihoj vatri alkoholnog plamenika dok sva kiselina nije isparila. Proces je 
ponavljan do potpune razgradnje organskog materijala, što se vizuelno utvrđuje. 
Spikule se tokom ove procedure fiksiraju za predmetno staklo, pa je ovako pripre-
mljen preparat odmah spreman za posmatranje pod mikroskopom, iako je doda-
vanje fiksativa i pokrovne ljuspice preporučljivo.
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3. REZULTATI 

Na lokalitetu zarona prikupljeno je 11 različitih uzoraka sunđera. Prilikom 
njihove analize pouzdano je identifikovano nekoliko različitih vrsta, kao npr. 
Acanthella canabina, Axinella damicornis, Ircinia muscarum.

Za mikroskopsku analizu odabrano je nekoliko vrsta sunđera, koje su se razli-
kovale po čvrstoći „tkiva”.

Analiza preseka delova sunđera pokazala je veliku raznovrsnost preparata (Sli-
ka 3), manje ili više prepoznatljivih struktura. Uočeni su kanali, vezikule, različi-
ti oblici spikula, gemule i dr.

Slika 3. Histološki preparati sunđera.  
Strelicama su označeni detalji unutrašnje 
građe: (a) spikule (uvećanje 40 X),  
(b) kanali (uvećanje 40 X),  
(c) gemule (uvećanje 100 X)

a

c

b

Za determinaciju, najznačajniju strukturu u građi sunđera predstavljaju spi-
kule, čije suptilne razlike u simetriji, obliku ili reljefu omogućavaju distinkciju na-
izgled identičnih vrsta [7]. Mogu biti sačinjene od kalcijum-karbonata ili siliciju-
ma. Osnovna podela je na megasklere, mikrosklere i gemulosklere.

Bioindikatorski potencijal morskih sunđera – priprema uzoraka…
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4. DISKUSIJA

Prvi podaci o sunđerima zabeleženi su tokom ekspedicija iz druge polovine 19. 
veka [8]. U prvoj polovini 20. veka rađene su taksonomske studije, analize skelet-
nih struktura i fiziologija sunđera [9]. Jednu od prvih i najkompleksnijih histološ-
kih studija, na vrstama Reniera elegans i Reniera simulans iz familije Chalinidae, 
objavio je Tuzet 1938. godine [10].

Interesovanje za detaljnijim istraživanjima sunđera nesumnjivo je poraslo u po-
slednjih par decenija zbog potencijalnog korišćenja u farmaceutskoj i kozmetičkoj 
industriji. Proporcionalno je poraslo i naše razumevanje biologije sunđera i pozna-
vanje neverovatnog biodiverziteta ovih jednostavnih metazoa [11].

Slika 4. Detalji preparata spikula  
pripremljenih metodom izlaganja  
sunđera koncentrovanoj  
azotnoj kiselini
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Činjenica je da su sunđeri manje eksploatisani od drugih organizama kao indi-
katori zagađenja (manje čak i od njihovih simbionata). Jedno od objašnjenja je ne-
postojanje metode za brzu procenu promena (fizioloških ili strukturnih) usled za-
gađenja. Ova pilot studija predstavlja pokušaj primene metodologije koja je u stan-
dardnoj upotrebi u medicinskim patohistološkim laboratorijama, uz izvesne mo-
difikacije i prilagođavanja specifičnostima uzorka. Metoda fiksiranja u alkoholu, 
kalupljenja i sečenja, omogućila je dobijanje relativno kvalitetnih preparata, čak i 
kada je reč o tvrđem sunđerskom materijalu. Skelet sunđera može biti izgrađen od 
supstance organskog porekla, spongina, ili od mineralnih igala od silicijum-diok-
sida ili kalcijum-karbonata. Mineralne iglice grade čvrstu mrežu koja može otežati 
pripremu preparata, ali i poslužiti kao bioindikator kiselosti morske vode. 

U nekim slučajevima, prilikom pravljenja preparata, došlo je do izvesnog ošte-
ćenja spikula, ali je zato preporučljivo da se za svaki uzorak rade i histološki pre-
seci i izolovane spikule. Prednost korišćenog histološkog pristupa leži u obezbe-
đivanju većeg broja informacija o unutrašnjoj morfologiji sunđera i eventualnim 
promenama izazvanim uticajima sredine. Nedostatak primenjene metode je poten-
cijalno oštećenje spikula u procesu sečenja i gubitak mogućnosti da se na osnovu 
istih obavi i determinacija sunđera.

Slika 5. Detalji spikula sa preparata  
pripremljenih metodom kalupljenja  
i mikrotomskog sečenja

Bioindikatorski potencijal morskih sunđera – priprema uzoraka…
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U cilju integrisanja sunđera u programe biomonitoringa i ekotoksikoloških te-
stova neophodno je usavršiti metode za njihovu brzu i što informativniju analizu, 
u koje spada i osnovna histologija.
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BIOINDICATOR POTENTIAL OF MARINE SPONGES – PREPARATION 
OF SPECIMEN FOR HISTOLOGICAL STUDY (PILOT STUDY)

Summary 

The aim of this paper is to present the procedure of obtaining histological and micro-
scopic slides of marine sponges to be used for the identification of these organisms to the 
species level. These procedures are a prerequisite for the inclusion of this group of organisms 
in biomonitoring programs of marine ecosystems. Samples were collected in 2013 at sites in 
the vicinity of Jaz by SCUBA diving. The samples were later analyzed by adapting the clas-
sical histological methods at the Faculty of Dentistry, University of Belgrade. The obtained 
samples showed adequate quality necessary for further taxonomic work.

Key words: Marine sponges, histological slides, spicules, light microscopy
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