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1 UvOD

1.1 Mediteranska dagnja - Mytilus galloprovincialis (Lamarck, 1819)

vrsta: Mytilus galloprovincialis (Lamarck, 1819)
porodica: Mytilidae
red: Mytiloida

koljeno: Mollusca

Slika 1. Mediteranska dagnja — Mytilus galloprovincialis (Lamarck, 1819). (izvor:
http://wwfsassi.co.za/)

Mediteranska dagnja (Mytilus galloprovincialis, Lamarck 1819) je Skoljkas
tamnoplave do crne boje. Gradena je od dvije trokutaste ljusture jednolikog oblika
koje mogu biti prekrivene razliCitim obrastajima, te se jakim bisusnim nitima
pricvrScuje za podlogu (Slika 1.). Filtratorski je organizam i moze filtrirati oko 80 L
morske vode dnevno u optimalnim uvjetima (temperatura vode, dostupnost hrane,
reproduktivni ciklus), putem kojeg unosi Cestice hrane, partikularnu tvar i koloidne
Cestice. Dagnje Zive u Sirokom rasponu saliniteta i temperature, te imaju visoku
toleranciju na kolebanje abiotickih i biotiCkih €imbenika (Franzellitti i sur., 2010).
Mediteranska dagnja ima obiljezja snaznog kompetitora kao Sto je brzi rast duz
velikog raspona temperature vode (Griffiths i sur., 1992), otpornost na isuSivanje
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(Hockey i van Erkom Schurink, 1992) i veliki reproduktivni kapacitet, te se u mnogim

morima i oceanima pojavljuje kao invazivna vrsta.
1.1.1 Rasprostranjenost

Mediteranska dagnja je zbog dugog zivotnog vijeka svojih planktonskih li€inki Siroko
rasprostranjena (Stambuk i sur., 2013). Sesilni je organizam i naseljava obalna
podrucja i estuarijske stjenovite obale u zoni plime i oseke gdje su stalno prisutne
hidrodinami¢ke promjene koje uzrokuju valovi (Gaylord i sur., 1994). Zivot dagnje je
ograni¢en na zonu plime i oseke zbog bioloskih faktora kompeticije i predacije, ali i
teSkih uvjeta koji vladaju u dubljim slojevima infralitoralne zone u kojima njezin Zivot
nebi bio mogu¢ (Gosling, 1992). Mediteranska dagnja je autohtona vrsta u
Mediteranskom, Crnom i Jadranskom moru, ali naseljava i atlantsku obalu
Francuske, Nizozemske sve do sjeverne Irske (Teskeredzi¢ i sur., 2004). Putem
balastnih voda i obrastajem brodova prosirila se na obale Hong Konga (Lee i Morton,
1985), Japana (Wilkins i sur., 1983), Kine, Koreje (McDonald i sur., 1990),
jugoisto¢ne Australije, Hawaii-a, Meksika, juzne Kalifornije (McDonald i Koehn,
1988), Washingtona, zapadne obale Kanade i juzne Afrike (Branch i Steffani, 2004;
Slika 2.). U Jadranskom moru, najgusce je naseljena u Novigradskom i Karinskom
moru, Sibenskom zaljevu i kanalu, Limskom kanalu, Malostonskom i Pulskom zaljevu
(Zupan i Sari¢, 2014).
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Slika 2. Podrucja rasprostranjenosti vrste Mytilus galloprovincialis u svijetu i

Sredozemnom moru. (izvor: http://freegisdata.org/; Branch i Steffani, 2004)



1.1.2 Anatomijai fiziologija dagnje

Ispod ljusture Skoljkasa nalazi se plast, koji obavija cijelo tijelo (Slika 3.). LjuSture su
proizvodi plasta i spojene su elasticnim ligamentom. Ispod plasta nalazi se viscelarna
masa i Skrge. Viscelarnu masu cine srce, probavni sustav i gonade. Pomodéu Skrga
Skoljkasi filtriraju morsku vodu, osim $to im omoguduju disanje, Skrge sudjeluju i u
procesu hranjenja. Probavni sustav sastoji se od usnog nabora, jednjaka, Zeludca,
probavne Zlijezde i anusa. Kod SkoljkaSa, a tako i kod dagnje postoji izvanstanicna i
unutarstani¢na probava. Izvanstani¢na probava odvija se u Zeludcu i crijevima, a
veliku ulogu u unutarstani¢noj probavi ima probavna Zlijezda Cije su stanice bogate
lizosomima (Owen, 1972). Stopalo sadrzi mnogobrojne Zlijezde koje izlu€uju sluz, a
nakon izlaska iz Zlijezda sluz se stvrdne u C€vrsta i dugacka vlakna, koja se nazivaju
bisusi, te se uz pomo¢ njih dagnje priévrs¢uju za podlogu (Matonickin i sur., 1998).
Dagnje posjeduju parne gonade i odvojenog su spola. Spolno zreli muzjaci imaju
gonade mlije¢no bijele ili krem boje, dok su gonade Zenke naj¢e$¢e narancasto

crvenkaste boje (Zupan i Sarié, 2014).

srce

srednje

criievo
probavna

Zeludac Zlijezda

usni
nabori

skrge

Slika 3. Shematski prikaz anatomije dagnje Mytilus galloprovincialis.
1.1.3 Bioindikatorski organizam

Dagnja Mytilus galloprovincialis je jedan od najupotrebljivanijin bioindikatorskih

organizama (JakSi¢ i sur., 2005) zbog Siroke rasprostranjenosti, lakog uzorkovanja,



dobre prilagodbe na laboratorijske uvjete, sedentarnosti i sposobnosti filtracije
morske vode. Ujedno, ove osobine ih ¢ine dobrim bioindikatroskim organizmima koji
se koriste u procjeni stanja okolisa (Alam i sur., 1999). Filtriranjem unose hranjive
Dagnje se koriste u raznim fizikalno-kemijskim, bioloskim i genetic¢kim istrazivanjima,
te su osjetljive na tragove teskih metala i organske tvari (Domouhtsidou i sur., 2004).
Osim toga, relativno su tolerantne na mnoge metale i organske ksenobiotike, ali bez
obzira na to pokazuju razliCite patoloSke reakcije i na minimalne koncentracije
spojeva u dagnjama je izuzetno niska i zbog toga se vecina tih tvari ne metabolizira,
ve¢ se akumulira u organizmu. Uo€avanjem promjena u organizmu, bilo na
molekularnoj ili staninoj razini ukazuje na prisutnost oneciS¢enja okolisa i

zagadenja.
1.2 Histoloske analize probavne zlijezde

Uz pomoc¢ histoloskih analiza otkrivaju se razliCite degenerativhe (vakuolizacija,
atrofija), destruktivne (nekroza, smanjenje epitelnog sloja) i upalne patolosSke
promjene koje sluze za procjenu morfoloSkog i funkcionalnog stanja probavnih
Zlijezdi Skoljkasa (Usheva i sur., 2006). Jedan od naj¢eScih patoloSkih promjena u
stanicama probavnih Zlijezdi je poveéana vakuolizacija stanica, te se pojavljuje u
SkoljkaSima koji su pod utjecajem anorganskih i organskih onecis¢ujucih tvari
(Usheva i sur., 2006).

1.3 Lizosomi

Lizosomi su citoplazmatski organeli, okruzeni jednostrukom membranom i sadrze
viSe od 50 razliCitih vrsta histolitiCkih enzima koji su aktivni pri kiselom pH (Slika 4.).
Naziv potjeCe od grcke rijeci lysis, Sto znadi raspad ili uniStavanje, te soma, $to znadi
tijelo. Lizosomi djeluju kao probavni sustav stanice koji razgraduje tvari unesene u
stanicu i dotrajale dijelove stanice. Sposobni su razgraditi sve bioloSki vazne
molekule, kao Sto su proteini, nukleinske kiseline, ugljikohidrati i lipidi. Najbrojniji su u
stanicama koji obavljaju funkciju probave i razgradnje tvari, kao $to su jetra,
gusteraca, bubrezi, slezena i stanice imunoloSskog sustava. Nalaze se u stanicama

svih Zivotinja, ali i nekih vrsta biljaka.



Slika 4. Shematski prikaz lizosoma unutar stanice O (Cooper Hausman, 2004).

Lizosomi nastaju stapanjem transportne vezikule koje nose kisele hidrolize iz
Golgijevog aparata s kasnim endosomima, a kasni endosom nastaje dozrijevanjem
ranog endosoma koji se formirao stapanjem endocitoznih vezikula s ranim

endosomom.
1.3.1 Ostecéenje lizosoma u dagnjama Mytilus galloprovincialis

Lizosomi u epitelnim stanicama probavne Zlijezde Skoljkasa djeluju kao srediSnje
mjesto za sekvestraciju i akumulaciju toksi¢nih metala i organskih onecisc¢ujucih tvari,
ali imaju i znacajnu funkciju u procesima detoksikacije i daljnjem izlu€ivanju tih
spojeva (Petrovi¢ i sur., 2001). Lizosomi su iznimno osjetljivi na minimalne
Oneciscujuce tvari mogu dovesti do promjene veli€ine i broja lizosoma, promjene
permeabilnosti membrane i osmotskog poremecaja (Aarab i sur., 2008). Izlozenost
dagnje M. galloprovincialis takvim tvarima, pokazuje karakteristiCne fizioloSke ili
patoloske promjene koje dovode do smanjenja integriteta lizosomalnih membrana
(Moore i sur., 1988). KarakteristiCne patoloSke promjene za lizosome izloZzene
lizosomalne membrane, prekomjerno nakupljanje nezasic¢enih neutralnih lipida u
lizosomalnom odjeliku i nakupljanje lipofuscina. Destabilizacija lizosomalnih
membrana moze rezultirati ispustanjem hidroliti€ckin enzima u citosol, $to moze

dovesti do ozbiljnog ostecenja stani¢nih komponenata i stani¢ne smrti (Viarengo i



sur., 2007). Promjena stabilnosti lizosomalnih membrana iznimno je brza promjena
kada je rijeC o izloZzenosti organizma oneciS¢ujuc¢im tvarima. |z tog razloga se
stabilnost lizosomalnih membrana u posljednja dva desetlje¢a koristi kao biomarker
opceg stresa za procjenu fizioloSkog stanja organizma izloZzenog oneciséujuéim
tvarima. Destabilizacija lizosomalnih membrana moze biti inducirana okoliSnim
promjenama, kao Sto su hipoksija, hipertermija, osmotski Sok ili prehrambena

iscrpljenost.
1.4 OnecisSéenje okolisa

U morskim ekosustavima dolazi do stalnog utjecaja antropogenih kemijskih

Zive u obalnim i estuarnim podrucjima (Turja, 2015).
1.4.1 Utjecaj metala

U morsku sredinu metali dospijevaju iz razliCitih izvora od kojih su najvazniji
industrijski, poljoprivredni i urbani otpad. Glavni unos metala u okoli$ je putem rijeka i
atmosfere, a najveca koli€ina unosi se putem brodskog otpada i izgaranjem goriva
brodova (Gavrilovi¢ i sur., 2004). Najpoznatiji teSki metali su kadmij, olovo i Ziva, te
njihove minimalne koli¢ine mogu imati negativan ucinak na organizme. Toksicni
utjecaj Zive ovisi o njezinom obliku u morskoj vodi, te najtoksiCniji oblik je metil Ziva
(Gavrilovi¢ i sur., 2004). Kadmij ima ve¢u mobilnost u organizmu od olova (Gavrilovi¢
i sur., 2004). Podaci ova tri teSka metala u ukupnom mekom tkivu Skoljkasa pokazuju
da je vecina postaja uzduz istoCne obale Jadrana, kada se gledaju maseni udjeli ovih
teSkih metala, slicna vrijednostima izmjerenima u neoneciS¢enim ili umjereno
onecis¢enim priobalnim podrucjima Jadranskog mora i Mediterana (Kuspili¢ i Precali,
2010; Tablica 1.). Razlog oneciséenja istoCne obale Jadranskog mora s teSkim
metalima moze biti zbog toga Sto su izvori teSkih metala mnogobrojni, a mogu biti
prirodnog (atmosferski donos, ispiranje tla) i antropogenog porijekla (KuSpili¢ i
Precali, 2010). PoviSene vrijednosti metala zabiljezene su u blizini gradskih i luckih
srediSta, te se isto€no-jadranska obala smatra umjereno opterecenim podrucjem
teSkim metalima (Ku$pili¢ i Precali, 2010). TeSki metali se mogu pohraniti u
sedimente, gdje se ne mogu vjecno zadrzati, te se postepeno s vremenom ispustaju
u vodeni stupac Sto ovisi o fizikalno-kemijskim svojstvima morske vode i postaju

dostupni za Zive organizme (Kljakovi¢- Gaspi¢ i sur., 2009; Peng i sur., 2009).
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Neesencijalni metali, ako §to su olovo, Ziva i kadmij mogu imati znaCajne posljedice

na zive organizme, vec i u prisutnosti vrlo niske koncentracije.

Tablica 1. Koncentracija metala izmjerena u mekom tkivu Skoljkasa (pg/g suhe

mase).

Mjesto Cd Hg Pb Literatura
Ria de Arosa, Galicia 0.013 0.013 0.100 De los Ros i sur. 2018
Sjeverno Balticko more 0.8-3.6 Obofj" 0.3-05 Turja 2015
Tirensko more 0.32-0.49 - 12379 Conti i Cecchetti 2003
SZ Mediteran (luka Nica) 0.82-0.86 - - Roméo i sur. 2003
SZ Mediteran (luka Cannes) 0.782-0.837 - - Roméo i sur. 2003
Jadransko more (isto¢na obala) 0.99 0.25 4.21 Kljakovi¢-Gaspi¢ i sur. 2010
Crno more (obala Turske) 0.75-0.98 . 4.1-3.9 Bat i sur. 2012
Bohajsko more (Kina) i 0.057- 1.91- Wang i sur. 2005

4.265-4.5 0.067 1.96

1.4.2 Utjecaj eutrofikacije

U posljednjih nekoliko godina eutrofikacija je postala sve ¢e$¢a pojava u morskim
okoliSima. Na pojavu eutrofikacije, zna€ajan utjecaj imaju donosi hranjivih tvari putem
rijeka, te moze imati i drastiCne posljedice na morske organizme. Iz tog razloga
vazno je njezino pracenje i uveden je troficki indeks za procjenu stupnja eutrofikacije.
TrofiCki indeks se temelji na procjeni koli€ine klorofila, zasi¢enja kisikom, mineralima i
ukupnom dusiku i fosforu, a odnosi se na priobalne morske vode (Vollenweider i sur.,
1998). Uvodenjem trofickog indeksa — TRIX (Vollenweider i sur., 1998) moglo se
pristupiti klasifikaciji stanja i kakvoée priobalnih voda na osnovi definiranih raspona

za pojedine granice stanja (Kus$pili¢ i Precali, 2010; Tablica 2.).



Tablica 2. Klasifikacija priobalnih voda obzirom na stupanj eutrofikacije (zSd -

prozirnost; y- udio otopljenog kisika; ¢ (TIN, TP, Chla) - koncentracije ukupnog

otopljenog anorganskog dusika, ukupnog fosfora i klorofila a; Ku$pili¢ i Precali,

2010).
Ekmgtsuk:aitjame zSdim | ¥ (Oz/02 Gamol | et | S | Uvjeti
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2 CILJ ISTRAZIVANJA

1) Analizirati stabilnost lizosomalnih membrana u probavnoj Zlijezdi dagnji Mytilus

galloprovincialis uzorkovanih na postajama u sjevernom dijelu Jadranskog mora.

2) Odrediti stupanja oneciS¢enja na postajama u sjevernom Jadranu na temelju

podataka iz literature.

3) Usporediti analizirane parametre u probavnim Zlijezdama dagnji Mytilus
galloprovincialis na razli€itim mjestima uzorkovanja s podacima prikupljenih iz

literature.



3 MATERIJALI I METODE

3.1 Podrucje istrazivanja
Uzorci dagnje (N=5), M. galloprovincialis Lamarck 1819. sakupljeni su u kolovozu

2016. godine na Sest postaja u sjevernom Jadranu: Limski zaljev, Rovinj, Pula,

Brestova, Rijeka i Bakar (Slika 5.).
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Slika 5. Mjesta uzorkovanja dagnje Mytilus galloprovincialis u sjevernom Jadranu na

postajama: Limski zaljev, Rovinj, Pula, Brestova, Rijeka i Bakar (¢).

Kontrolna postaja koja se nalazi u unutarnjem dijelu Limskog zaljeva (44°58' S,
13°44' 1) je zasticeno podrucje i poznato je po proizvodnji dagnji u marikulturi. 1z tog
razloga postaja Lim je neoneciSéena postaja, ali zbog povecenog prirodnog donosa
organskog materijala, Ceste su pojave eutrofikacije (Tudor i Marasovi¢, 2008).
Postaja ACI Marina Rovinj (45°04' S, 13°38' 1) je dio urbaniziranog podrudja, te je pod
utjecajem voda koje dolazi iz tvornice prerade ribe Mirna, otpadnih voda iz

kanalizacija i voda koje su vezane uz turistiCke i ribarske brodove. Postaja ACI
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Marina Pula (44°53 'S, 13°51' |) nalazi se u neposrednoj blizini visoko urbaniziranog
podrucja sa 64 000 stanovnika, gdje se nalaze luka i brodogradiliSte koji ispustaju
velike koli¢ine urbanih i industrijskih otpadnih voda (JakSi¢ i sur. 2005). Postaja
Brestova (45°09 'S, 14°14' I) nalazi se u blizini ribarskog naselja Brestova i trajektne
luke, ali je relativno udaljena od izvora oneciSc¢ujucih tvari (Peri¢ i sur. 2012). Postaja
Rijeka (45°20 S', 14°26' 1) nalazi se na mjestu luke, pod velikim je utjecajem
brodogradiliSta i otpuSta se velika koliCina urbanih i industrijskih otpadnih voda bez
prethodnog procis¢avanja (JaksSi¢ i sur. 2005). Postaje Pula i Rijeka nalaze se u
blizini visoko urbaniziranih podrucja i industrijskih objekata, te su izlozene mjeSavini
razli€itih oneciS¢ujucih tvari (Peri¢ i sur. 2012). Postaja Bakar (45°18 'S, 14°33' )
nalazi se u blizini bivSe tvornice koksa u razdoblju od 1976. do 1995. gdje je tijekom
proSlog stoljeca provedena sanacija oneciS¢enog zemljiSta i osim toga ovo podrucje
takoder prima efluente iz grada Bakra (Peri¢ i sur. 2012).

Procjena koncentracije metala i eutrofikacije na istraZivanim postaja ocitana je iz
studije Kuspili¢ i Precali (2010).

3.2 Uzorkovanje sSkoljkasa

Po deset jedinki dagnji prosje€ne duljine 5 + 1 cm, uzorkovane su iz prirodnih
staniSta. Jedinke su nakon uzorkovanja, u spremnicima s morskom vodom,

prenesene u laboratorij gdje se unutar jednog sata od uzorkovanja izoliralo tkivo.

3.3 lzolacijai priprema tkiva

Tkivo probavne Zlijezde isje€eno je Skaricama. Polovice probavne Zlijezde naglo su
smrznute u N-heksanu, koji je prethodno ohladen u tekuéem dusiku. Tako obradeni

uzorci pohranjeni su na -80 °C, do pripreme histoloSkih preparata.

Prije kriosekcije, uzorci su pri€vr§¢eni za nosa¢ mikrotoma i ukloplieni u medij
0.C.T."™™ (Microm Inc. GmbH, Germany) (Kovagié, 2015). Uzorci Zlijezdi smjesteni su
na nosac kriotoma (Zeiss Hyrax C 50, Microm GmbH, Germany) prethodno
ohladenim na -30 °C.
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3.4 Odredivanje stabilnosti lizosomalnih membrana

Stabilnost lizosomalne membrane odredena je histokemijskom metodom po Moore-u
(1976). Poprecni prerezi probavnih Zlijezdi postavljeni su na nosa¢ kriotoma
prethodno ohladenog na -30 °C, nakon ¢ega se provodi izrezivanje probavnih Zlijezdi
(Kovaci¢, 2015). Za pojedini uzorak od pet Zlijezda pripremljeno je 8 preparata
prereza debljine 10 ym. Na predmetno stakalce prethodno zagrijano na sobnoj
temperaturi naneseni su smrznuti prerezi, a zatim su inkubirani u vodenoj kupelji na
37 °C u labiliziraju¢em citratnom puferu (0,1M Na-citratni pufer, 2.5% NacCl, pH 4,5) u
vremenima od 2, 5, 10, 15, 20, 30 i 40 minuta. Tijekom inkubacije dolazi do
destabilizacije lizosomalnih membrana, zahvaljujuéi djelovanju labilizirajuéeg pufera.
Nakon samog djelovanja labiliziraju¢eg pufera, slijedi druga inkubacija u vodenoj
kupelji pri temperaturi od 37 ‘C u otopini supstrata naftol As- Bi N- acetil B—D
glikozaminid-a (Sigma — Aldrich, USA) na 20 minuta u mraku. Nakon druge
inkubacije, preparati se ispiru 3%-tnom otopinom NaCl-a 2 minute pri sobnoj
temperaturi. Zatim slijedi tre¢a inkubacija u otopini diazonijeve soli (1 mg/ml Fast
Violet, 0,1 M Na-fosfatni pufer), koja ujedno i boji preparate, pri sobnoj temperaturi 10
minuta u mraku. Neposredno nakon bojanja, preparati se ispiru pod laganim mlazom
vode u trajanju od 5 minuta. Nakon bojanja, preparati se fiksiraju u stabiliziranom
fiksativu (Ca-formal 2% Ca-acetat, 10% formaldehid) 10 minuta pri temperaturi od +4
°C. Preparati se uklapaju u glicerol zelatinu (Sigma - Aldrich, USA; Slika 6.).
Stabilnost lizosomalnih membrana, tj. intenzitet bojanja se procjenjuje pomocu
svjetlosnog mikroskopa Nikon- SA povezanim s CCD kamerom Ikeagami ICD- 803P,

a analiza slika se provodi pomocu programa Lucija 4,60.
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Slika 6. Shematski prikaz histokemijske metode po Moore-u za odredivanje
stabilnosti lizosomalnih membrana (1 - 0,1M Na-citratni pufer, 2 - naftol As- Bi N-
acetil B—D glikozaminid, 3 — otopina diazonijeve soli, 4 — stabilizirani fiksativ + glicerol
Zelatina).

Odredivanje stabilnosti lizosomalne membrane temelji se na mjerenju aktivnosti
enzima N-acetil B-D heksozaminidaze, a destabilizacija ili slabljenje lizosomalne
membrane temelji se na povecanoj permeabilnosti membrane za supstrat (naftol AS -
Bl N-acetil B-D-glukozaminid) (Kovaci¢, 2015). Dodavanjem diazonijeve soli, reakcija
enzima i supstrata u lizosomu postaje vidljiva. Labilizacijski period (LP) je vrijeme
potrebno za proizvodnju maksimuma obojenja lizosoma (Moore, 1976). Na pocetku
reakcije intenzitet obojenja je slab jer ne dolazi do ulaska supstrata u lizosome zbog
visoke stabilnost lizosomalne membrane. Sto duZe traje inkubacija dolazi do
destabilizacije membrane, povecava se propusnost membrane za supstrat i intenzitet
obojenja raste. Vrileme inkubacije u kojem je postignuto maksimalno obojenje
preparata predstavlja vrijeme potrebno za potpunu destabilizaciju lizosomalne

membrane (LP) (Moore, 1976). Nakon potpune destabilizacije lizosomalne
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membrane, dolazi do degradacije membrane, ispustanja lizosomalnog sadrzaja i
opadanja intenziteta obojenja (Slika 7.). Vrijednosti LP iznad 20 minuta ukazuju na
visoku stabilnost lizosomalne membrane i dobro zdravlje dagnji, dok vrijednosti od 10
do 20 minuta i ispod 10 minuta ukazuju na stresne i ozbiljne stresne uvijete (Viarengo
i sur., 2007).

Slika 7. Obojane kriostatske sekcije probavne Zlijezde koje pokazuju aktivhost N—
acetil B-D heksozaminidaze u lizosomalnom vakuolnom sustavu probavnih stanica.
Slika 1 — 6: sekcije prethodno obradene na pH 4.5 i 37°C tijekom 2- 25 minuta (2, 5,
10, 15, 20, 25 minuta. Odjeljak 5. pokazuje maksimalni intenzitet bojanja, dok
odjeljak 6. pokazuje smanjenje intenziteta bojanja koja oznaCava vjerojatni gubitak
enzima difuzijom iz potpuno destabilizacija lizosoma (Martinez-Gémez i sur., 2015).

3.5 Prikaz i statisticka obrada rezultata

Za statistiCku analizu i grafiCke prikaze koristen je program Statistica 9.0. Koeficijenti

korelacije za stabilnost lizosomalnih membrana (SLM), koncentraciju metala u
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tkivima $koljkasa i vrijednosti TRIX-a odredeni su pomoc¢u Spearmanovog
neparametrijskog testa korelacije, s razinama znacajnosti od < 0,05 za koncentracije
metala i < 0,01 za TRIX.
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4 REZULTATI

4.1 Karakterizacija postaja

Prema studiji Ku$pili¢ i Precali (2010) opisani su fizikalno-kemijski i bioloski parametri

na postajama u sjevernom Jadranu koje su se Koristile kao podrucja uzorkovanja

dagnji M. galloprovincialis. Opisan je TRIX i koncentracija teSkih metala u mekom

tkivu Skoljkasa.

4.1.1 Trofi€ki indeks na postajama sjevernog Jadrana

Prema TRIX-u postaje Rovinj, Pula, Brestova i Rijeka okarakterizirane su kao vrlo

dobre, a postaje Lim i Bakar kao dobre (Slika 8.).
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Slika 8. Stanje eutrofikacije (izrazeno preko TRIX-a) na postajama sjevernog

Jadrana istrazenim tijekom 2005. godine za potrebe ,Projekta Jadran® (Kuspili¢ i

Precali, 2010).
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4.1.2 Koncentracije teSkih metala na postajama sjevernog Jadrana

Koncentracije metala kadmija (Cd) kre¢u se od 0.5 do 1.15 u mekom tkivu Skoljkasa
kao Sto je prikazano u Tablici 3. Najmanja je izmjerena koncentracija metala kadmija
u mekom tkivu Skoljkasa s postaje Pula, a najveéa s postaje Rijeka. Koncentracije
metala Zive (Hg) nesto su niZze od koncentracija kadmija, te se kre¢u od 0.1 do 0.4 u
mekom tkivu Skoljkasa kao Sto je prikazano u Tablici 3., pri ¢emu koncentracija
metala Zive nije detektirana na postaji Lim unutra. Koncentracije metala olova (Pb)
krecu se od 0.6 do 1.2 u mekom tkivu Skoljkasa kao $to je prikazano u tablici Tablica
3. Iznimno visoke koncentracije metala olova izmjerene su u mekom tkivu Skoljkasa

sa postaja Brestova, Rijeka i Pula.

Tablica 3. Koncentracije metala kadmija (Cd), zive (Hg) i olova (Pb) u mekom tkivu

Skoljkasa.

Postaja Cd Hg Pb
Lim unutra 0.6 0 0.6
Pula 0.5 0.2 8
Brestova 0.8 0.1 1.2
Rijeka 1.15 0.2 9
Bakar 0.9 0.4 5

4.2 Stabilnost lizosomalnih membrana

Stabilnost lizosomalih membrana (min) u probavnim Zlijezdama dagnji uzorkovanih
na postajama u sjevernom Jadranu prikazane su na slici Slika 9. Dobivene srednje
vrijednosti stabilnosti lizosomalnih membrana kreéu se od 5.5 min na postaji Bakar
do 16 min na postaji Brestova, gdje na postaji Brestova maksimalna vrijednost iznosi
27.5 min,

17



30

25

;Mn

Lim Rovinj Pula Brestova Rijeka  Bakar

Stabilnost lizosomalnih membrana

(min)

Postaje

Slika 9. Stabilnost lizosomalnih membrana u dagnjama uzorkovanim na postajama
Lim, Rovinj, Pula, Brestova, Rijeka i Bakar u sjevernom Jadranu tijekom srpnja 2016.

godine.

Koncentracija kadmija (R = -0,30, p < 0,05) i Zive (R =-0,35, p < 0,05) je korelirana sa
mjerenim parametrom stabilnosti lizosomalnih membrana, te ukazuje na negativnu
povezanost izmedu parametara. Dobiveni koeficijent korelacije izmedu koncentracije
olova i stabilnosti lizosomalnih membrana ukazuje na to da nema povezanosti
izmedu ta dva parametra. Najveca korelacija zabiljezena je izmedu trofickog indeksa
i stabilnosti lizosomalnih membrana (R = 0, 93, p < 0,01). Vrijednosti koeficijenata

korelacije prikazani su u tablici Tablica 4.

Tablica 4. Rezultati Spearmanove analize korelacijskih koeficijenata izraCunatih za
stabilnost lizosomalnih membrana (SLM), izmjerenu koncentraciju metala u tkivu
Skoljkasa i TRIX.

metali/SLM Cd Hg Pb TRIX

SLM -0,30 * -0,35* 0,15* 0,93*

*p < 0,05 * p<0,01

Vrlo dobra povezanost uo¢ena je izmedu SLM i trofickog indeks (TRIX) koja je

prikazana graficki (Slika 10.).
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eutrofikacije pracenog preko TRIX-a.
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5 RASPRAVA

U ovome radu istraZzen je bioloski odgovor dagnje M. galloprovincialis na prisutnost
teSkih metala i trofickog indeksa koji je prou€avan mjerenjem stabilnosti lizosomalnih

membrana u probavnoj zlijezdi.

Istrazivanje je provedeno na dagnjama uzorkovanih s pet postaja, na kojima se
gledao utjecaj teSkih metala kadmija, olova i Zive stupanje eutrofikacije. Nesto visa
vrijednost TRIX-a utvrdena je na postajama Lim i Bakar. Sli€ne vrijednosti su
dobivene na postaji Bakar zbog nekadasnjeg utjecaja tvornice koksa, ali i sadasnijih
antropogenih ucinaka. Postaja Lim je uzgajaliSte, ali je i udaljenija od otvorenog mora
zbog Cega dolazi do rjedeg prozraCivanja vertikalnih slojeva kanala (Tudor i
Marasovi¢, 2008). Niske vrijednosti trofickog indeksa dobivene su na postajama
Rovinj, Pula, Brestova i Rijeka, Sto moze biti razlog manjeg donosa hranjivih tvari i
izravnog doticaja s otvorenim morem. NajvecCe koncentracije teSkih metala kadmija i
olova prisutne su na postaji Rijeka, $to moze potvrditi i veliki antropogeni utjecaj na
toj postaji, dok je najveca koncentracija metala Zive prisutna na postaji Bakar, koja je
stalno izloZzena efluentima iz grada Bakra. Najmanje koncentracije metala prisutne su
na postajama Brestova i Lim, koje su ujedno posluZile i kao kontrolne postaje, a i
udaljene su od izvora onecis¢enja. Koncentracije kadmija u mekom tkivu Skoljkasa
na postajama Lim, Brestova i Bakar mogu se usporediti s koncentracijama kadmija u
sjeverozapadnom Mediteranu (Kuspili¢ i Precali, 2010; Tablica 1.; Tablica 3.), dok
su koncentracije na postaji Rijeka nesto vece i usporedive sa Sjevernim Balti¢kim
morem i Bohajskim morem (Ku$pili¢ i Precali, 2010; Tablica 1.; Tablica 3.).
Koncentracije zive u mekom tkivu Skoljkasa na svim postajama su priblizno sli¢ne
prosje€noj vrijednosti za Jadransko more, ali je koncentracija dvostruka na postaji
Bakar s obzirom na Jadransko more, te se priblizava vrijednostima u Bohajskom
moru (Ku$pili¢ i Prekali, 2010; Tablica 1.; Tablica 3.). Koncentracije olova u mekom
tkivu Skoljkasa na postaji Rijeka i Pula su daleko iznad prosjeka koncentracija u
Jadranskom moru, sjeverozapadnom Mediteranu, Bohajskom moru, Tirenskom
moru, Sjeverno BaltiCkom moru i Crnom moru (Kuspili¢ i Precali, 2010; Tablica 1.;
Tablica 3.).

Lizosomi, a tako i lizosomalne membrane vrlo su osjetlive na minimalne

koncentracije oneciscujuc¢ih tvari (Martinez-Gémez i sur., 2015), Sto je vidljivo i iz
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ovog istrazivanja (Slika 9.). Stabilnost lizosomalnih membrana utvrdena je
histoloSkom analizom, pri ¢emu dolazi do bubrenja ili pucanja lizosomalnih mjehuri¢a
u prisutsvu velike koli€ine oneciScujucih tvari zbog njihove akumulacije u lizosomima
kao glavhom mjestu unutarstani¢ne probave dagnje. Najveca stabilnost lizosomalnih
membrana utvrdena je u dagnjama koje su uzorkovane na postaji Brestova, a
najmanja stabilnost lizosomalnih membrana u dagnjama uzorkovanih na postaji
Bakar i Lim. Slicni rezultati dobiveni su u istrazivanju Peri¢ i sur. (2012) na
navedenim postajama u sjevernom Jadranu. Niska stabilnost lizosomalnih membrana
na postaji Bakar ukazuje na vrlo stresne uvjete, $sto moze biti razlog poklapanja viSeg
trofickog indeksa i velikog utjecaja teSkih metala, kao Sto je dokazano u brojnim
istraZivanjima (Domouhtsidou i sur. 2004; Koukouzika i Dimitriadis, 2005; Petrovic¢ i
sur. 2001; Viarengo i sur. 1987). Niska stabilnost lizosomalnih membrana na postaji
Lim, vjerojatno nije razlog utjecaja teSkih metala, veC prisustva eutrofikacije sto je
Cesta pojava prisutna u sjevernom Jadranu u zadnjih nekoliko godina (Degobbis i
sur. 1979; Degobbis i sur. 1989; Filipi¢ 1990). Najmanji utjecaj na stabilnost
lizosomalnih membrana ima povecana koncentracija olova $to moze biti razlog
njegove male moguénosti mobilnosti u organizmu, dok najveéi utjecaj ima troficki
indeks (Gavrilovi¢ i sur. 2004).

Prema ovim rezultatima sve postaje bi bile ocijenjene prema istrazivanom parametru
da su pod stresnim uvjetima (labilizacijski period ispod 20 minuta) (Peri¢ i sur., 2012).
Medutim, u nekim slu€ajevima promjena ekoloskih ¢imbenika (primjerice povecana
temperatura mora, smanjeni salinitet, povec¢anje trofickog indeksa) moze utjecati na
fizioloSko stanje organizma, a time i na pokazatelje opéeg stresa poput stabilnosti

lizosomalne membrane (Kovaci¢ 2015; Peri¢ i sur. 2012).
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6 ZAKLJUCAK

1) TeSki metali utvrdeni na ispitivanim postajama imaju utjecaj na stabilnost

lizosomalnih membrana u probavnim Zlijezdama dagnje Mytilus galloprovincialis.

2) Stupanj eutrofikacije odredenog podrucja utjeCe na dagnju, te se o ituje u

smanjenju stabilnosti lizosomalne membrane na podrucju Limskog kanala i Bakra.

3) Stabilnost lizosomalnih membrana je parametar koji ukazuje na stresne uvjete u

dagnji Mytilus galloprovincialis, a time i u okoliSu.

4) U procjenama stanja morskog okoliSa potrebno je koristiti viSe parametara

(biomarkera) koji ¢e moci ukazati na oneciS¢enje u okoliSu jer ponekad promjene

vvvvv
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eutrofikacije pracenog preko trofickog indeksa (TRIX-indeks).
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9 SAZETAK

Stabilnost lizosomalnih membrana u probavnoj Zlijezdi dagnji koristi se kao
pokazatelj oneciS¢enja okolisa. U ovom radu je istrazen ucinak teskih metala (kadmij,
olovo i ziva) i trofiCkog indeksa na stabilnost lizosomalnih membrana u probavnoj
Zlijezdi dagnji Mytilus galloprovincialis uzorkovanih u kolovozu 2016. godine na
postajama Limski kanal, Rovinj, Pula, Brestova, Rijeka i Bakar. Osim toga, u ovom
radu istrazen je i stupanj oneciScenja za svih Sest postaja u sjevernom Jadranu, gdje
postaje Pula, Rijeka i Bakar pokazuju najvece oneciScenje. Stabilnost lizosomalnih
membrana odredena je histokemijskom metodom po Moore-u, a podaci o
koncentracijama metala u mekom tkivu Skoljkasa i trofiCki indeks istrazeni su iz
literature. Dagnje na svim postajama pokazuju stresne uvjete, ali najniZze vrijednosti
stabilnosti lizosomalnih membrana utvrdene su u dagnjama uzrokovanim na
postajama Bakar i Lim. Rezultati ovog istrazivanja pokazuju da promjene ekoloskih
C¢imbenika ponekad mogu maskirati utjecaj oneciSéenja, stoga je potrebno Koristiti

viSe parametara pri procjeni stanja morskog okolisa.

Klju€ne rije¢i: dagnja Mytilus galloprovincialis, stabilnost lizosomalnih membrana,

teski metali, trofiéki indeks
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10 ABSTRACT

Lysosomal membrane stability in mussel digestive gland is widely used biomarker
that respond to pollutant exposure. In this paper, we studied the effect of heavy
metals (cadmium, lead and mercury) and the trophic index on the lysosomal
membrane stability in the digestive gland of mussels Mytilus galloprovincialis.
Mussels were sampled in August 2016 at the stations Lim Channel, Rovinj, Pula,
Brestov, Rijeka and Bakar, Northern Adriatic, Croatia. In addition, in this paper the
pollution level for all six stations in the northern Adriatic was investigated. Stations,
Pula, Rijeka and Bakar were showed the highest level of pollution. The lysosomal
membrane stability was determined by the histochemical method by Moore, and
metal concentration in mussel tissue and trofic index was investigated from the
literature. Mussels sampled at all exhibit stressful conditions, but the lowest values of
the lysosomal membrane stability are found in the mussels sampled at the Bakar and
Lim. The results of this research showed that changes in ecological factors might
mask the effects of pollution, and more parameters should be included in assessing

the quality of the marine environment.

Key words: Mytilus galloprovincialis mussels, lysosomal membrane stability, heavy

metals, trophic index
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