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1 UVOD

Mediteranska dagnja (Mytilus galloprovincialis Lamarck, 1819) je poznati bioloski
indikatorski organizam. Zbog sesilnog nacina zivota i prehrane filtriranjem morske
vode ukazuje ne samo na prisutnost ili odsutnost zagadivala, ve¢ se pomocu nje
mogu pratiti i periodicne promjene razine zagadenja odredenog podrucja. Dagnje su
rasprostranjeni uzgojni organizmi i dio su ljudske prehrane. Vazno je utvrditi njihovu
kvalitetu zbog utjecaja na marikulturu i Covjeka.

U ovom radu ispitivana je prisutnost i identifikacija gljiva u mediteranskoj dagnji.
Uzorci probavne Zlijezde dagnji analizirano je histoloskim i molekularnim metodama.
Dagnje su uzorkovane sa Sest lokacija u sjevernom Jadranu u veljaci i travnju 2014.
godine. Dvije lokacije su koristene kao kontrolne lokacije, na kojima nema izvora
oneciS¢enja (Strunjan i Sv. Katarina). Ostale Cetiri lokacije su izloZzene zagadivalima

iz okolisa (Dobrova, Seca, ACI Marina Rovinj, ACI Marina Pula).



2 LITERATURNI PREGLED
2.1 Dagnje

Mediteranska dagnja Mytilus galloprovincialis Lamarck, 1819 (Slika 1.) sistematski
pripada koljenu mekuSaca (Mollusca), razredu Skoljkasa (Bivalvia), obitelji Mytilidae,
rodu Mytilus. LjuStura dagnje je izduzenog trokutastog oblika sa zaobljenom
najkraéom stranicom. LjuSture su zrcalno simetriCne, i crne boje. Tkivo dagnji je
zasti¢eno unutar ljustura. Unutarnja strana ljuStura prekrivena je s plastom. Unutar
plasta sakupljaju se spolne stanice u reprodukcijsko vrijeme. U plastu se nalaze i
trepetljike usmjeravaju otpadne tvari prema crijevnom otvoru, a hranjive Cestice
prema Skrgama (Seed i Suchanek, 1992). Na vanjskoj povrSini ljuSture su vidljive
linije rasta Skoljke. LjuSture se zatvaraju pomoc¢u miSi¢a aduktora. Zbog moguénosti
otvaranja i zatvaranja svojih Cvrstih ljuStura, dagnje su prilagodene Zivotu u
promjenjivim uvjetima morskog okolisa (Kovaci¢, 2015). Dobro podnose variranje

temperature, promjenu saliniteta i povremeno izranjanje (Seed, 1976).

Slika 1. Vanjski izgled mediteranske dagnje (M. galloprovincialis)
(http://www.elrincondelmalacologo.com/Web%20fotos%20marinos%20n0%20

gasteropodos/Mytilidae2.htm)

Nalazimo ih u obalnom podruéju, a najgus¢e su naseljene u zoni plime i oseke.

Mozemo ih naéi na stjenovitim obalama s velikim strujanjem valova, ali i na
zastiCenim obalama te u gustim nakupinama na muljevitom dnu slanih laguna
(Ceccherelli i Rossi, 1984). Na Siljastom dijelu Skoljke imaju bisusne niti pomocu kojih
se Skolika veze za razne povrSine (Seed i Suchanek, 1992). Nastanjuju se na

kamenoj ili Sljunc¢anoj podlozi, na konopima, plutatama, usidrenim brodovima, sidru,


http://www.elrincondelmalacologo.com/Web%20fotos%20marinos%20no%20gasteropodos/Mytilidae2.htm
http://www.elrincondelmalacologo.com/Web%20fotos%20marinos%20no%20gasteropodos/Mytilidae2.htm

kavezima na uzgajalistima itd. Pri€vrS¢ene bisusnim nitima formiraju guste kolonije
(Zupan i sur., 2014).

lako je vecina populacija dagnji rasprostranjena u obalnom podrucju zbog bioloSkih
Cimbenika kompeticije i predacije, stabilnije populacije se mogu nadi i u infralitoralnoj
zoni na dubinama preko 20 metara (Gosling, 1992). Dominantna je u Mediteranskom
podrucju, no takoder se moze naci uz sjeverni dio obale Atlantika do sjeverozapadne
Irske i jugozapadne Engleske. M. galloprovincialis je takoder nadena sa zapadne

obale Sjeverne Amerike, Australije i Azije (Gardner 1992) (Slika 2).

W g

Slika 2.Geografska rasprostranjenost dagnje (M. galloprovincialis)
(https://media.eol.org/content/2011/11/08/17/77247_orig.jpQ)

M. galloprovincialis se Cesto koristi kao bioindikatorski organizam zbog Siroke
geografske distribucije, jednostavnosti uzgoja te prakti¢nosti uzorkovanja (Viarengo i
sur., 2007). Skrge dagnje sluZe za disanje, ali imaju i vaznu ulogu u hranjenju. Uz
proces disanja, imaju mogucnost filtriranja vode uz adsorpciju hranjivih Cestica.
Prehrana dagnji sastoji se od suspendiranih Cestica detritusa, bakterija, fitoplanktona,
mikrozooplanktona, razgradene organske tvari te anorganske Cestice (Jargensen,
1990). Zbog takvog nacina ishrane, filtriranje vode kroz Skrge, dobar je pokazatelj
kvalitete okoliSa u kojem se nalazi jer u sebi akumulira zagadivala i toksine iz
vodenog stupca (Mubiana i sur., 2006).

M. galloprovincialisima Siroku rasprostranjenost duz Jadranske obale te je od velike

ekonomske vaznosti zbog uzgoja (Pavicic-Hamer i sur., 2016). GodiSnja proizvodnja
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u Hrvatskoj iznosi oko 3000 tona. Proizvodnja je =zastupljena i u ostalim
mediteranskim zemljama. Vrhunac proizvodnje na Mediteranu je bio 2003. godine.
Ukupna proizvodnja je iznosila 146 368 tona, a Spanjolska i Gréka su bili najveéi

proizvodaci Mediterana (MiSura i sur. 2008).

2.2 Gljive

Mikologija je znanost koja se bavi istrazivanjem gljiva, ukljuCujuéi njihova genetska i
biokemijska svojstva te njihovu taksonomiju. Kraljevstvo gljiva (Fungi) obuhvaca
porodice gljiva, kvasaca i plijesni. Gljive su posebna skupina organizama te
obuhvacaju oko 250 000 vrsta. Zajedno s bakterijama sudjeluju u razgradnji

organskih tvari u naSem okoliSu (Durakovi¢ 1991).

Gljive imaju Siroku distribuciju, nalaze se po cijeloj Zemlji i rastu na brojnim
stanistima. Mozemo ih naci i u ekstremnim staniStima kao $to su pustinje, podrucja s
visokim salinitetom te u sedimentu dubokih mora (Dadachova i sur. 2007.;
Raghukumar i Raghukumar 1998).

Gljive imaju Cvrste staniCne stjenke gradene od hitina. Heterotrofi su, hrane se
apsorpcijom hranjivih organskih molekula. Mogu se hraniti organskom tvari
proizvedene od drugih zivih organizama kao paraziti, ili ostacima mrtvih

organizamakao saprofiti (Durakovi¢ 1991).

Gljive smatramo glavnim razgraditeljima u ekoloSkom sustavu. Imaju bitnu ulogu u
razgradnji organske tvari, ali i u ciklusu hranjivih tvari. Imaju Siroku primjenu, u
ljudskoj prehrani, npr. kvasac za kruh, fermentacija raznih prehrambenih proizvoda.
Od proslog stoljeCa se koriste za proizvodnju antibiotika, a u novije doba razni
enzimi proizvedeni gljivicama se koriste u industriji. Takoder imaju Siroku primjenu
kao bioloski pesticidi za suzbijanje korova, biljnih bolesti te protiv insekata. Mnoge
vrste gljiva proizvode bioaktivne spojeve, mikotoksine, kao Sto su alkaloidi i poliketidi.
Mikotoksini su toksi¢ni i za Zivotinje i za ljude, mogu biti patogeni. Gljive razlicitin
taksonomskih skupina mogu izazvati bolesti kod ljudi i biti uzrok alergija. Od 12 000
vrsta koje su opisane, procjenjuje se da je najmanje 300 vrsta koje su patogene za
ljude. Procjena iz 2017. godine je da ima izmedu 2,2 do 3,8 milijuna vrsta gljiva. Neke

vrste sadrze psihotropne spojeve, kemijske tvari fizioloSkog ucinka koje mijenjaju



mozdanu funkciju. Takvi spojevi rezultiraju privremenom promjenom raspolozenja,

svijesti, precepcije i ponasanja (Hawksworth i Lucking, 2017).

Plijesni su skupina gljiva koja spadaju u odjel Deuteromycota. Tijelo plijesni je
izgradeno od gustog sustava dugih cjevastih stanica bez klorofila. Nitaste su grade.
Niti (hife) se sastoje od cjevastih stanica koje rastu kao isprepletena masa, a zajedno
se naziva micelij. Veliki broj hifa je vegetativan; one aktivno rastu i oblikuju tijelo

plijesni u koloniju (Prescott i sur., 2002).

2.2.1 Gljive u dagnjama

Gljive su jedne od uzroCnika bolesti kod Skoljkasa (Santos i sur., 2017). Istrazivanje
gljiva koje utjeCu na Skoljkase od ekoloSkog i gospodarskog interesa kljuéno je za
upravljanje prirodnim staniStima i marikulturom (Boehs i sur.,, 2010). Rezultati
dobiveni istrazivanjem Kovacic¢ i sur. (2018) ukljuCuju prvu evidenciju gljivicnih spora
Ulocalum sp., Psylocibe sp. i Alternaria sp. u M. galloprovincialis u sjevernom
Jadranu (Hrvatska).

Povecano iskoriStavanje obalnog podru¢ja i mora zbog urbanizacije, rasta
stanovnistva, te turizama koji je povezan s intenzivnim prometom plovila i pomorskog
prometa, ima Stetan utjecaj na zdravstveno stanje Skoljkasa (Burgos-Aceves i sur.,
2017, Savorelli i sur., 2017, Burgos-Aceves i sur., 2018, Faggio i sur., 2018).
Smanjenje kakvoce vode moze utjecati na imunolo$ki odgovor vodenih organizama
§to ih &ini podloZnijima infekcijama (Khan, 1991). Sirenje gliiva moze biti
potpomognuto uvjetima okoline, kao §to su vjetar i morske struje (Sallenave-Namont i
sur., 2000). Epibioticke i endobioti¢ne gljive zive na povrSini i u unutrasnjim tkivima ili
C¢ak u stanicama njihovih domacina (Zhang i sur., 2009). Gljive se takoder mogu
pojaviti u morskom okoliSu na organizmima bez da pokazuju simptome zaraze (Ein-
Gil i sur., 2009).

2.2.2 Psilocybe sp.

Pslocybe je rod gljiva koje su rasprostranjene Sirom svijeta u vecini bioma. To su

male zuckasto smede gljive koje su saprotrofi, hranu uzimaju iz nezive organske



tvari, te rastu na raznim vrstama propadajucih organskih tvari. Psilocybe sp. su gljive
koje sadrze psihoaktivne spojeve psilocin i psilocibin (Largent i Baroni, 1988).

Psilocin i psilocibin je prvi put izolirao i imenovao Svicarski kemiCar Albert Hormann,
1958. godine iz gljive Psilocybe mexicana. Psilocibin je prirodni spoj koji proizvodi
viSe od 200 vrsta gljiva, zajednicki poznate kao psilocibinske gljive. NajviSe ih
nalazimo u gljivama roda Psilocybe. Psilocibin se u tijelu ¢ovjeka defosforizacijom
pretvara u psilocin. Takav spoj izaziva euforiju, vizualne halucinacije, promjene u

percepciji, mu¢nine i napade panike (Hofmann i sur., 1959).

2.2.3 Ulocladium sp.

Ulocladium rod je prvi otkrio Preuss 1851. godine. To su tamno pigmentirane gljive,
okruglog do ovalnog oblika spora. Vrste su kozmopoliti, velike rasprostranjenosti i
sveprisutne na vecini kontinenata. Obi¢no se nalaze u tlu i kod razgradnje biljaka,
papira, tekstila, gnojiva, emulzijske boje, trave, vlakana i drva. Nalazi se na vlaznim
podrucjima. Smatraju se odlicnim pokazateljem oneciSéenja vode jer zahtijevaju
veliku koli€inu vode za razvoj (Gravesen i sur., 1999). Spore Ulocladiuma se
prvenstveno Sire zrakom i poznate su kao alergeni diSnih puteva i oportunisticki
ljudski patogeni, $to znaci da ¢e se infekcija pojaviti u slu€aju oslabljenog imuniteta
zbog prisutnosti neke druge bolesti ili predispozicije za oboljenje (Al-Suwaine i sur.,
1999. i de Hoog i Horre, 2002).

2.2.4 Alternaria sp.

Alternaria sp. je vrsta iz koljena Ascomycota. Alternaria sp. je poznata kao glavni
patogen biljaka. Ove vrste preferiraju moc€varna i viazna podrucja, Sume i vrtove. Oni
su takoder uobiCajeni alergeni kod ljudi. U rodu se nalazi viSe od 40 vrsta koje su
sveprisutne u okoliSu i prirodni su dio gljivicne flore gotovo posvuda. Oni su nhormalni
uzroCnici raspadanja. Spore se mogu nalaziti u zraku, vodi i tlu. Spore mogu biti

jednodijelne ili tvoriti duge lance (Kirk i sur.,2008).

2.3 Histoloske metode

Histologija je grana biologije koja se bavi prou€avanjem stanica i tkiva. Histoloski
preparati su obojene sekcije tkiva, do 10 mikrometara debljine koje promatramo pod

mikroskopom (James i sur. 2015).



Uzorci bioloSkog tkiva se fiksiraju kako bi se stanice i tkivo zadrzale u $to prirodnijem
stanju. Razlikujemo kemijsku fiksaciju i fiksaciju zamrznute sekcije. U slucaju
kemijske fiksacije bioloSke strukture su oCuvane u stanju koje je najsli¢nije Zivom
tkivu, u kemijskim i strukturnom smislu. Kod fiksacije zamrznutih sekcija uzimamo
malene komade tkiva i stavljamo umedij za ugradivanje te se tkivo smrzava u
tekuc¢em dusiku (Kovacic i Pustijanac, 2017). Kod fiksacije zamrznutih sekcija uzorak
tkiva nije izloZzen organskim otapalima i izloZzenost fiksativu je minimalna za razliku od
kemijske fiksacije (Lackovi¢ i sur., 2014).

Zatim se tkivo reze u hladnom mikrotomu ili kriostatu. Razlikujemo vertikalni i
horizontalni presjek. NajCesSce se koristi vertikalni presjek. Ovaj korak je neophodan
da bi dobili dovoljno tanke slojeve uzorka tkiva da se detalji mikrostrukture tkiva
mogu jasno raspoznati pod mikroskopom. Postupak kriosekcije ne ukljuCuje
dehidraciju, koja je tipi€na za druge postupke sekcioniranja, te se zbog toga smanjuje
vrijeme pripreme uzoraka. Brzo zamrzavanje reducira stvaranje kristala leda i
smanjuje morfoloSku Stetu. Isto tako, postupkom kriosekcije, tkivo je blize prirodnom
stanju (Kovacic i Pustijanac, 2017). Uklopljeno tkivo se boji otopinom hematoksilina i
eozina. Sposobnost vizualizacije, tj. razlikovanje mikroskopskih struktura se
poboljSava bojanjem seciranog tkiva. BioloSko tkivo ima vrlo malo varijacija u bojama
i nijansama kada se promatra svjetlosnim mikroskopom. Bojenje bioloskog tkiva se
radi kako bi se povecao kontrast boja tkiva i kako bi se istaknule specificne znacCajke
od interesa. Na kraju se tkivo postavlja na predmetno stakalce, pokriva potkrovnim
stakalcem te je spremno za mikroskopiranje (Lackovi¢ i sur., 2014; James i sur.,
2015).

2.4 Molekularne metode

2.4.1 Deoksiribonukleinska kiselina

Deoksiribonukleinska kiselina (DNA) je dvostruka molekula koja se sastoji od dva
suprotno usmjerena polinukleotidna lanca. Svaki lanac sadrzi purinske i pirimidinske
baze vezane za fosforilirani Seéer, deoksiribozu. Purinske baze su adenin i gvanin, a
pirimidinske timin i citozin. Baze se nalaze na unutrasnjoj strani, pa vodikove veze
izmedu komplementarnih parova baza povezuju dva lanca. Genetska informacija se

nalazi u purinskim i pirimidinskim bazama. Deoksiriboza i fosfatne skupine imaju



strukturnu ulogu. Vecéina DNA u eukariotskim organizmima, pa tako i kod gljiva je
smjestena u stani¢noj jezgri. Manja koli¢ina DNA se nalazi u mitohondriju (mtDNA).
Vazno svojstvo DNA je da se moZze replicirati. Svaki lanac dvostruke uzvojnice DNA

sluzi kao uzorak da dupliciranje sekvenca baza (Alberts i sur., 2014).

2.4.2 lzolacija DNA

Postupak izolacije DNA zapocinje liziranjem stanica. Potom je potrebno ukloniti
makromolekule kao stani¢ne proteine i RNA, ugljikohidrate, lipide, fosfolipide pomocu
kemijske ekstrakcije ili enzimskim reakcijama. Proteini se razgraduju enzimom
proteinaza K tako da enzim cijepa peptidnu vezu proteina. Potom se DNA izdvaja

talozenjem. Zadnji korak je otapanje DNA u EDTA puferu (Speers, 2006).

2.4.3 Lan€ana reakcija polimerazom

LanCana reakcija polimerazom (engl. PCR, Polymerase Chain Reaction) je
laboratorijska tehnika koja sluzi za umnazanje odredenog i kratkog fragmenta DNA.
PCR koristi enzim koji se pojavljuje u prirodi kako bi kopirao specifican dio DNA
ponovo i iznova. Cilj PCR-a je napraviti dovoljno odredenog fragmenta DNA koja se
mozZe iskoristiti za vizualizaciju na gelu elektroforezom i sekvenciranje, tj. odredivanje
slijeda nukleotida. DNA polimeraza koja se koristi u PCR-u se naziva Taq
polimeraza, po bakteriji Thermus aquaticus. T. Aquaticus zivi u vru¢im
hidrotermalnim izvorima. DNA polimeraza T. Aquaticus je vrlo termostabilna i
najaktivnija na oko 70 °C. Takva termostabilnost ¢Cini Taq polimerazu idealnu za PCR
zbog visokih temperatura koje se koriste za denaturiranje DNA i separaciju (Reece i
sur., 2012).

PCR reakcija se sastoji od tri koraka: denaturacija, vezivanje pocetnica i produljivanje
lanaca DNA. Prvi osnovni korak PCR-a je denaturacija dvostrukog lanca DNA,
toplinska reakcija na 95°C koja razdvaja ili denaturira DNA lance $to omoguduje
jednolancani predlozak za sljedeci korak. Drugi korak je vezivanje oligonukleotidnih
pocetnica, hladenjem reakcije na oko 50 °C-65 °C tako da se pocetnice mogu vezati
na njihove komplementarne sekvence na jednolananom predloSku DNA. Zadnji
korak je produljivanje komplementarnih lanaca na poveéanoj temperaturi od 72°C

tako da Taqg polimeraza nastavlja sintezu stvaraju¢i nove lance DNA. Ta tri ciklusa se



ponavljaju oko 30-40 puta, te reakcija moze trajati od 2 do 4 sata, ovisno o duZini
podrucja DNA koje se kopira kao i o broju ciklusa (Reece i sur., 2011). Rezultate

PCR reakcije mozemo vizualizirati na gel elektroforezi.

2.4.4 Agarozni gel

Agaroza je polisaharid dobiven iz agara. Agar se dobiva iz vrsta crvenih algi
roda Gelidium i Gracilaria (Armisen i Galatas 1987).

Agarozni gel se priprema tako da se agaroza otapa u puferu, koji se naknadno hladi
(Generali¢ 2007). Tokom hladenja na dijelovima agaroze dolazi do umreZavanja
molekule i nastanak polimerne vlaknaste strukture. U porama polimernih vlakana se
zadrzava voda. U toj vodi se nalazi otopina elektrolita te tako nastaje gel (Piljac,
2005.). Na jednom kraju gela stavljamo cCesljice koji ¢e stvoriti jazice u gelu, u koje
stavllamo uzorke iz PCR reakcije. Prije stavljanja DNA uzoraka gel se stavlja u
kadicu tako da se na jednom kraju nalazi anoda, pozitivha elektroda, a na drugoj
katoda, negativha elektroda. Kraj s jazicama se postavi na strani s negativhom
elektrodom. Kraj bez jazica se nalazi na strani pozitivne elektrode. DNA fragmenti ce
migrirati prema pozitivnoj elektrodi jer je DNA negativho nabijena zbog fosfatnih
skupina (Kratz i Siegfried, 2010).

2.4.5 Elektroforeza

Elektroforezom nazivamo migraciju elektricki nabijenih Cestica kroz otopinu/gel
djelovanjem elektri€nog polja. Njome se omogucuje separacija Cestica zbog razlicitih
brzina migracije s obzirom na njihov radijus, oblik i elektri¢ni naboj (Piljac, 2005).
Cestice s veéim negativnim nabojem, a istog radijusa putuju brze kroz gel od manje
negativno nabijenih Cestica. Takoder Cestice manjeg radijusa, a istog naboja putuju
brze od vecih (Slika 3.).
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Slika 3. — Brzina putovanja Cestica kroz gel (l. Piljac)

Sve DNA molekule imaju istu koli€inu naboja po masi. Upravo zbog toga, gel
elektroforeze DNA fragmenata ih dijeli samo po veli€¢ini. Pomocu elektroforeze
mozemo Vvidjeti koliko je razli€itih duljina fragmenata DNA prisutno u ispitivanom
uzorku (Kratz i Siegfried, 2010).

Nukleinske kiseline se boje etidij-boromidom. DNA molekule imaju negativni naboj
zbog fosfatnih skupina u Seceru te putuju kroz elektricno polje prema anodi
(pozitivnoj elektrodi). DNA se kreCe prema katodi (negativnoj elektrodi) Sto
omogucuje umetanje etidium-bromida izmedu baza DNA tada molekula DNA postaje
vidljiva pod UV svjetlom. Tokom pripreme agaroznog gela dodaje se odredena
koli¢ina etidium-bromida. Naime, pod UV-zrakama DNA fragmenti s interkaliranim
etidium-bromidom svijetle,njihove pozicile mozemo slikati te tako dokumentiramo

rezultate (Reece i sur., 2012).
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3 CILJ ISTRAZIVANJA

1. Utvrditi prisutnost gljiva u probavnoj Zlijezdi dagnje histoloSkom i

molekularnom analizom

2. ldentificirati gljive pronadene u uzorku dagnji

3. Usporediti prisutnost gljiva u dagniji na razli€itim postajama uzorkovanja
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4 MATERIJALI I METODE

4.1 Materijali za histolosku analizu

Kemikalije koriStene za analizu su sljedece:

e tekuci dusik

e N-heksan

e O.C.T."™M(Microm Inc. GmbH, Germany)

e otopina hematoksilina (Sigma-Aldrich, USA)
e otopina eozima (Sigma-Aldrich, USA)

e (glicerol zelatina (Sigma - Aldrich, USA)

Za ovu analizu smo koristili:

e Skarice

e hladnjak

e predmetno stakalce

e pokrovno stakalce

e svjetlosni mikroskop Nikon-SA (Nikon, UK)
e CCD kamera Ikegami ICD-803P

4.2 Materijali za molekularnu analizu

Kemikalije koje smo koristili za ovu analizu su sljedece:

e Komercijalni komplet za izolaciju DNA, DNeasy Blood & Tissue Kit, Qiagen

Proteinaza, Proteinaze K (20 mg/ml), Qiagen

Agaroza, Agarose Broad Range, Roth

e Pufer za elektroforezu, 1X TAE (40 mM Tris, 20 mM octena kiselina, 1 mM
EDTA)

e Pufer za nanoSenje uzoraka na gel, 6X Loading dye solution, Fermentas

e FEtidijev bromid
e DNA biljeg, GeneRuler 1kb DNA Ladder, Fermentas

Dream Tag DNA polimeraza i pufer, Fermentas

12



e Komercijalni komplet za procis¢avanje PCR produkta, Wizard SV Gel and

PCR Clean - Up System, Promega

Uredaji koje smo koristili za ovu analizu su sljededi:
e Mijesalica (vortex)
e Termoblok
e Centrifuga
e Mikrovalna pec¢
e Elektroforeza (kadica, kalup za izlijevanje gela, napon)
e UV transiluminator

e PCR uredaj (C1000 Thermal Cycler, Bio-Rad, SAD)

4.3 Uzorkovanje

Uzorkovali smo dagnje (M. galloprovincialis) prosje¢ne veliCine oko 5 cm (£ 1 cm).
Uzorke smo sakupili sa Sest postaja u sjevernom Jadranu: ACI Marina Pula, otok Sv.
Katarina, ACI Marina Rovinj, Strunjan, Seca i Dobrova (Slika 4). Sa svake postaje

smo sakupili po 5 uzoraka u veljaci i ozujku 2014. godine.

4.3.1 Istrazivano podrucje

Postaja Dobrova je okruzena turistiCkim naseljima i pod utjecajem je rijeke Dragonje.
Rijeka Dragonja ima kisni ljetni rezim. Po ljeti tijekom susnih razdoblja Cesto presusi,
a tokom kisnih razdoblja zimi, vodostaj se naglo povecava te je moguce izlijevanje iz
korita. Rijekom tvari iz okolnih poljoprivrednih povrSina dolaze u Piranski zaljev.
Postaja je takoder u blizini Marine Kopar Sto takoder karakterizira poviSenu
koncentraciju zagadivala.

Postaja Strunjan je park prirode u Sloveniji gdje se nalazi uzgajaliste dagnji. Dobro je
sklonidte od sjevernih vjetrova i djelomi¢no od bure te nema donosa oneciséenja.

Zbog toga je postaja Strunjan uzeta kao kontrolna tocka.
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Postaja SeCa se nalazi u urbaniziranom naselju te je pod velikim utjecajem
industrijskih otpadnih voda i voda s poljoprivrednih povrSina koje se mehanicki
procCiS€avaju i otpustaju.

Postaja ACI marina Rovinj ima poviSenu koncentraciju zagadivala zbog brodova.
Nalazi se u urbaniziranom podrucju Rovinja te je pod utjecajem otpadnih voda iz
tvornice za preradu riba Mirna.

Postaja Sv. Katarina se nalazi na zapadnoj obali poluotoka Istra oko 200 metara
udaljenosti zracne linije od Rovinja. Koristi se kao kontrolnu postaju jer u blizini nema
izvora oneciséenja, ali ima donosa strujom iz rovinjske luke.

Postaja ACI marina Pula je smjeStena u centru Pule, u urbanistiCkom podrucju. Pod

negativnim je utjecajem zagadenja iz brodogradilista i luke u Puli.

.-
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Slika 4. Postaje uzorkovanja dagnje (Mytilus galloprovincialis) u sjevernom Jadranu

Nakon uzorkovanja jedinke smo prenijeli u spremnicima s morskom vodom u

laboratorij.
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4.4 Metode histoloSke analize

Nakon uzorkovanja tkivo probavne Zlijezde i Skrga odvojenoje Skaricama. Polovice
probavne Zlijezde smo ohladili u teku¢em dusiku te fiksirali u N-heksanu. Obradene
uzorke smo pohranili na -80 °C, do pripreme histoloskih preparata.

Prije kriosekcije, procesa sekcije uzorka pomocéu kriotoma, uzorci su pri€vr§ceni za
nosa¢ mikrotoma i uklopljeni u medij O.C.T."™ (Microm Inc. GmbH, Germany).
Uzorke Zlijezdi smjestili smo na nosac kriotoma (ZeissHyrax C 50, MicromGmbH,
Germany) prethodno ohladenim na -30 °C. Za pojedini uzorak od pet Zlijezda
pripremili smo preparate prereza debljine 10 uym. Smrznute popreCne prereze
probavnih Zlijezda nanijeli smo na predmetno stakalce zagrijano na sobnu
temperaturu. Preparate smo bojali otopinom hematoksilina i eozima (Sigma-Aldrich,
USA) na sobnoj temperaturi. Nakon bojanja, preparate smo uklopili u glicerol Zelatinu
(Sigma — Aldrich, USA). Prisutnost i identifikaciju gljiva smo procijenili na svjetlosnom
mikroskopu Nikon-SA pod poveéanjem od 500x. Probavne kanali¢e na kojima smo
uocCili gljive su slikane svjetlosnim mikroskopom koji je spojen sa CCD kamerom
Ikegami ICD-803P.

4.5 Metode molekularne analize

Tkivo potrebno za molekularnu analizu smrznuto je u tekuéem dusiku te pohranjeno

na temperaturi od -80 °C do izolacije DNA.

4.5.1 1zolacija DNA

Koristili smo DNeasy Blood & Tissue Kit, Qiagenza za izolaciju DNA iz probavne
Zlijezde dagnje.

Uzorak smrznutog tkiva najprije smo drzali na sobnoj temperaturi kako bi se
odmrznuo.

Uzeli smo 25 mg tkiva probavne Zlijezde dagnje i dobro homogenizirali uz dodatak
100 pl ALT pufera. Uzorak smo staviliu Eppendorf tube volumena 1.5 ml. Dodali smo
jos 80 ul pufera ALT i oznadcili uzorke.

Zatim smo dodali 20 pl proteinaze K, kratko promijeSali u vorteksu i inkubirali 60

minuta na 56°C kako bi se tkivo potpuno razgradilo uz povremeno mijeSanje.
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Potom smo uzorke mijeSali 15 sekundi, dodali 200 ul AL puferai 200 pl etanola (96-
100%). Dobivenu smjesu smo pipetirali u Mini spin kolonicu smjeStenu u tubicu za
prikupljanje volumena 2 ml i centrifugirali 1 minutu na 600 x g (8000rpm) da bi se
istaloZili komadic¢i nerazgradenog tkiva. Nakon centrifuge, talog koji se skupio u
proto¢noj tubici smo odbacili. DNA je ostala ha membrani Mini spin kolonice te smo
membranu prebacili u novu proto€nu tubicu od 2 ml. Dodali smo 500 ul AW1 pufera
da bi dodatno prodistili DNA i ponovno centrifugirali 1 minutu na 600 x g (8000rpm).
Talog iz proto¢ne tubice smo odbacili te Mini spin kolonicu postavili u novu proto¢nu
tubicu. U kolonice smo dodali po 500 yL AW2 pufera, nakon toga centrifugirali 3
minute na 20000 x g (14000 rpm), te odbacili precipitat. Postavili smo Mini spin
kolonice u Ciste tubice od 1,5 ml i dodali po 200 pL AE pufera, potom inkubirali 1
minutu na sobnoj temperaturi. Na kraju smo centrifugirali 1 minutu na 6000 x g
(8000rpm).g

Dobiveni eluat koji sada sadrzi izoliranu DNA smo spremili u hladnjak na +4 °C.

4.5.2 Lan¢ana reakcija polimerazom

Uzorak DNA smo dodali u Master Mix, Primer F, Primer R i destiliranu vodu, ukupnog
volumena od 25 pl (Tablica 1). U reakciji smo Kkoristili poCetnice Primer F
TTGGCAGAGAGGGACATCTT i Primer R TTGGCTGCTTAGAGTGTCA.

Tablica 1. Reakcijska smjesa za lan€anu reakciju polimerazom

GoTaq®Flexi DNA Polymerase | volumen/ul | br. reakcija | Master Mix/ul-50 pl

Master Mix 12,5 337,5

Primer F 1 27

Primer R 1 27

27
dH20 8 216
kalup DNA 2,5
ukupni volumen 25 675

Na PCR uredaju smo namjestili temperature prikazane u tablici (Tablica 2.). Prvi
korak PCR reakcije je pocetno denaturiranje na temperaturi od 95 °C na 5 minuta.
Sljedeca tri koraka, denaturacija (95 °C / 35 sekundi), sparivanje pocetnica (53 °C /
35 sekundi) te produljivanje lanca (72 °C / 1 minuta), ponavljaju se u 40 ciklusa.
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Zatim slijedi zavrSno produljivanje na temperaturi od 72°C u trajanju od 10 minuta.

Na kraju reakcija namjestena na 4 °C.

Tablica 2. Temperaturni profil lancane reakcije polimerazom

Temperatura Vrijeme Ponavljanje
95°C 5 min. 1X
95°C 35 sec
53°C 35 sec 40 X
72°C 1 min.
72°C 10 min. 1X
4°C Hold

4.5.3 Priprema agaroznog gela

lzvagali smo 1 g agaroze (Agarose Broad Range, Roth) u staklenu tikvicu i dodali
100 ml TAE (1X) pufera za elektroforezu. Smjesu smo paZzljivo zagrijali do vrenja da
se agaroza potpuno otopi te ju ohladili na oko 60°C. Ohladenu otopinu smo izlili u
kalup u kojemu je stavljen CeSalj za izradu jazica. Gel se polimerizirao priblizno 30

minuta na sobnoj temperaturi.

4.5.4 Elektroforeza

Gel koji je u meduvremenu polimerizirao uronili smo u kadicu za elektroforezu i
napunili s 2 litre TAE (1X) pufera. Nakon PCR reakcije, 5 yl PCR produkta smo stavili
direktno u jazice agaroznog gela. Kao marker smo Kkoristili 5 yl GeneRuler 1 kb
(Ladder, Fermentas). Pokrenuli smo elektroforezu pri konstantnom naponu od 120 V
(4 Vicm) u trajanju od 1 sata. Nakon elektroforeze, gel smo uronili u otopinu etidij-
bromida (1 pyg/ml) na 10 minuta kako bi se fragmenti DNA obojali. Gel smo zatim
prebacili u kadicu sa dH20 na 10 minuta na odbojavanje.

Tako pripremlijen gel pogledali smo pod UV svjetlom (312 nm) transiluminatora i

snimili digitalnim sistemom za dokumentaciju.
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5 REZULTATI

5.1 Rezultati histoloSke analize

Spore Psilocybe sp. su zahvatile 10 % epitelnih stanica probavnih tubula dagnji iz
postaje Sv. Katarina u travnju 2014., 20% na postaji ACI Pula u travnju 2014., te do
30% iz postaje Dobrova u veljaci 2014. godine.

Zabiljezili smo zahvacenost od 10% sporama Ulocladium sp. unutar probavnih tubula
Skoljki iz postaja izloZzenih zagadenju (Dobrova i ACI Marina Rovinj) u veljaci, takoder
iz kontrolne postaje (Sv. Katarina) u veljaci i travnju 2014. godine.

Zabiljezili smo 10% zahvacenosti sporama Alternaria sp. unutar vezivnog tkiva u
probavnoj Zlijezdi dagnji uzorkovanih iz postaje Dobrova u veljaci i travnju 2014.

godine (Tablica 3.).

Tablica 3. Prisutnost gljiva u dagnji po postajama u veljaci i travnju 2014. godine

Psilocybe sp. Ulocladium sp. Alternaria sp.
postaje/mjesec | veljaca travanj veljaca travanj veljaca travanj

Dobrova 30% - 10% - 10% 10%
Strunjan - - - - - -
Seca - - - - - -
Sv. Katarina - 10% 10% 10% - -
ACI Rovinj - - 10% - - -
ACI Pula - 20% - - - -
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Spore Psilocybe sp. (Slika 5. i Slika 6.) su uo€ene u epitelnim stanicama probavnih

tubula probavne Zlijezde dagniji iz postaja koje su izloZzene zagadenju.

13, L~y
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Slika 5. Psilocybe sp., povec¢anje 100X

Slika 6. Psilocybe sp., povecanje 500X
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Spore vrste Ulocladium sp. (Slika 7. i Slika 8.) pronadene su unutar probavnih tubula
Skoljki iz postaja Dobrova, ACI Marina Rovinj u veljaci, i Sv. Katarina u veljaci i

travnju 2014. godine.

i \‘:,» B . . >
Objective Lens: MPLFLN20x/045 T lindd Ly BT

Slika 7. Ulocladium sp., poveéanje 100X

Slika 8. Ulocladium sp., poveéanje 500X
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Spore Alternaria sp. (Slika 9. i Slika 10.) su zabiljezene unutar vezivnog tkiva u
probavnoj Zlijezdi dagnji uzorkovanih iz postaje Dobrova u veljaci i travnju 2014.
godine.

Slika 10. Alternaria sp., povec¢anje 500X
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5.2 Rezultati molekularne analize

Rezultati gela molekularne analize su promatrani pod transiluminatorom. Na slici nije
moguce uoCiti pozitivne uzorke. U agaroznom gelu nisu vidljivi PCR produkti zeljene

veli€ine. Na slici je vidljiv 1 kb marker i primer dimeri (Slika 11.).

Slika 11. Slika agaroznog gela pod UV svijetlom
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6 DISKUSIJA

Dagnje roda Mytilus koriste se kao bioindikatorski organizam te su vazne za procjenu
kvalitete morskog okolisa i marikulture. One se koriste u prehrambenoj industriji, kao i
u medicini, preventivnoj zdravstvenoj zastiti i drugim komercijalnim svrhama
(Venugopal 2008). M. galloprovincialis je dominantna Skoljka roda Mytilus (Hamer i
sur. 2012). Na mediteranu M. galloprovincialis je ucestali uzgojni organizam u
marikulturi, osobito na sjevernom Jadranu (MarusSi¢ i sur. 2009). S obzirom na
navedeno, istrazivanja gljiva koje Zive u unutarnjim organima komercijalno vaznih i
kultiviranih dagnji su neophodne za uspjeSan razvoj marikulture i sigurnu uporabu

Skoljaka kao hrane (Zvereva & Vysotskaya 2005).

Prirodne karakteristike sjevernog Jadrana omogucuju Sirenje gljiva u malim,
zasti¢enim, obalnim podrucjima kao $to su Strunjanski i Piranski zaljev (Gombac i
sur., 2014). Morske struje teku s juga uzduZ istarske obale, te skrecu zapadno uz
slovensku obalu, i na taj naCin mogu prenositi parazite prema uzgajaliStima
sjevernoga Jadrana (Bricelj i Rejec Brancelj, 2009 i Kovadci¢ i sur., 2016). Na Sirenje
gljiva utjeCu i morske mijene tako da prenose gljive s domacina koji Zivi na dnu mora
do Skoljaka (Boehs i sur., 2010). Razli¢iti stresori u takvim obalnim zajednicama
zajedno s translokacijom vrsta kao Sto su balastne vode, disperzija vjetrom i
klimatske promjene mogu dodatno utjecati na dinamiku gljiva, te je stoga od velike
vaznosti konstantno provoditi mjerenja kako bi se uklonila mogucnost zaraze

parazitima (Kovaci¢ i sur., 2018).

Histolodkim metodama uoc€eno je i identificirano tri roda gljiva: Ulocladium, Psylocibe
i Alternaria u uzorkovanim dagnjama s postaja Sv. Katarina, ACI Marina Pula, ACI
Marina Rovinj i Dobrova. Rezultati pokazuju da je broj prisutnosti gljiva u dagnjama
po postaji bio je veéi na mjestima izloZzenim oneciséenju (Dobrova, ACI Marina
Rovinj, ACI Marina Pula) u usporedbi s postajom koja nije direktno izloZena
zagadivalu (Sv. Katarina) i postajom u kojoj se odvija marikulturna djelatnost
(Strunjan). Na postaji Dobrova imamo zahvacenost dagnji od 10% do 30% sa
sporama Psilocybe sp. Na postajama izlozenim zagadenju, Dobrova i ACI Marina

Rovinj zabiljeZeno je u dagnji 10% zahvacenosti sa sporama Alternaria sp. Dagnje s
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postajene Sv. Katarina, ima zahvacenost od 10% Ulocladium sp., a na postaji

Strunjan nije zabiljezena zahvacéenost.

lako je u histoloSkim preparatima utvrdena prisutnost viSe vrsta gljiva, molekularnim
analizama nisu uspjeSno detektirane gljive u uzorcima. Razlog tome moze biti
koli€ina uzorka za molekularnu analizu koja iznosi 25 mg, te je moguc¢e da samim
uzimanjem uzorka nismo zahvatili podrucje tkiva u kojem se gljive nalaze posto nisu
jednako rasporedene u probavnoj Zlijezdi. Moguéi razlog negativnih rezultata
molekularnih analiza je i da se nije izolirala dovoljna koli¢ina DNA gljiva. Gljive su
gradene od hitina zbog €ega je teZe razbiti ovojnicu te izolirati DNA.

RjeSenje za buduce analize i uspjesnije rezultate je koristenje histoloskih presjeka za
izolaciju DNA te time sprijeCiti uzimanje dijela tkiva koji ne sadrzi gljive, te upotreba
drugih kemikalija za izolaciju DNA koje su primjerenije za izolaciju DNA gljiva, tj. koje

bi razgradile hitinsku ovojnicu gljiva te omogucile bolju izolaciju DNA.

Rezultati dobiveni u naSem istrazivanju ukljuCuju prvu evidenciju spora gljiva
Ulocldium sp., Psylocibe sp. i Alternaria sp. u dagnje M. Galloprovinciali su u
sjevernom Jadranu (Kovadci¢ i sur., 2018). Takva istrazivanja su bitna jer su gljive
jedne od uzroCnika bolesti kod Skoljkasa (Santos i sur., 2017). Pracenje tih gljiva u
morskim organizmima a narocito u Skoljkasima je klju¢no zbog upravljanja prirodnim

staniStima i marikulturom (Boehs i sur., 2010).
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7 ZAKLJUCAK

1. HistoloSkom analizom pronadeni su rodovi gljiva Ulocladium sp., Psylocibe sp. i

Alternaria sp. u dagnji M. galloprovincialis.

2. Spore Psilocybe sp. nadene su u uzorku dagnji iz postaja ACI Marina Pula i Sv.
Katarina u travnju 2014. i Dobrova u veljaci 2014. godine; spore Ulocladium sp. su
uoCene u uzorcima dagnji iz Dobrove i ACI Marina Rovinj u veljaci 2014. godine te
Sv. Katarina u veljaci i travnju 2014. godine, a spore Alternaria sp. su zabiljezene u

dagniji iz postaje Dobrova.
3. U dagnji s postaje Strunjan nisu pronadene spore gljiva. lako je postaja Sv.
Katarina uzeta kao kontrolna to¢ka zbog udaljenosti od obale i oneciScenja, dagnje

su ipak bile zahvacene s gljivama.

4. Molekularnim analizama nisu detektirane gljive u uzorcima, vjerojatno jer nismo

zahvatili podrucje tkiva u kojem se gljive nalaze te je nedovoljna koli¢ina DNA gljiva.
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SAZETAK

Gljive su vazna skupina mikroorganizama prisutnih u morskom okoliSu i u morskim
organizmima. U ovom radu, ispitivano je prisutnost gljiva u mediteranskoj dagnji
Mytilus galloprovincialis Lamarck, 1819. Uzorci dagnji su uzeti sa Sest postaja: ACI
Marina Pula, otok Sv. Katarina, ACI Marina Rovinj, Strunjan, Seca i Dobrova. Dvije
postaje su uzete kao kontrolne toCke: postaja Sv. Katarina zbog toga jer nema izvora
onecis¢enja u blizini, samo donos strujama iz rovinjske luke, te postaja Strunjan,
uzgajaliSte dagnji. Dagnje su uzorkovane u veljaci i travnju 2014. godine. Odredivali
smo prisutnost gljiva u probavnoj Zlijezdi dagnji pomoc¢u histoloske i molekularne
analize. HistoloSkom analizom utvrdili smo prisutnost i identificirali tri roda gljiva:
Ulocladium, Psylocibe i Alternaria. Rodovi gljiva nadeni su u probavnoj zlijezdidagnji
uzorkovanih na postajama Dobrova, ACI Marina Rovinj, ACI Marina Pula i Sv.
Katarina. Na postaji Strunjan i Se€a nisu uocene gljive u dagnji. Molekularnom

analizom nisu nadene gljive u tkivima uzorkovanih dagniji.

Klju€ne rijeCi: histoloSka analiza, molekularna analiza, gljive, PCR, elektroforeza

SUMMARY

Fungi are an important constituent of microbes in marine environment and marine
organisms. In this study, we investigated fungi in Mediterranean mussel Mytilus
galloprovincialis, Lamarck 1819. Samples were taken from six stations: ACI Marina
Pula, Sv. Katarina, ACI Marina Rovinj, Strunjan, Se€a and Dobrova. We have taken
two as control points: Sv. Katarina because there is no source of pollution in the
vicinity, only by currents from the port of Rovinj, and Strunjan, a mussel farm.
Mussels were sampled in February and April 2014. We determined the presence of
fungi in digestive glands by histological and molecular analysis. By histological
analysis, we identified the presence and identification of three fungi genus:
Ulocladium, Psylocibe. i Alternaria. Fungal species were found in the digestive glands
sampled at Dobrova, ACI Marina Rovinj, ACI Marina Pula and Sv. Catherine. No
fungi were observed at Strunjan and Seca stations. Molecular analysis showed no

fungi in the tissues of sampled mussels.

Key words: histological analysis, molecular analysis, fungi, PCR, electrophoresis
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