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1. UVOD

1.1. Skoljkasi

Skoljkasi su izuzetno raznolika skupina unutar koljena mekusci (Mollusca) (Matonickin i
sur.1998).

Dijele se u dvije velike skupine, u potpunosti morsku Protobranchia i Autobranchia koja
se pronalazi u morskim i slatkovodnim stanistima. Autobranchia sadrZzava vecinu poznatih
Skoljkasa i sastoji se od dvije glavne skupine, Pteriomorphia (dagnje, kapice, kamenice,
ceSljace itd.) | Heteroconchia (slatkovodni Skoljkasi). Svi navedeni su ektotermni, $to
znaci da im je tjelesna temperatura kontrolirana temperaturom vanjskog okruzenja
(Ponder i sur., 2019).

Skoljkasi su sjedilacki ili polusjedilacki organizmi. Stani$ta su im raznolika, neke vrste
stvaraju hodnike u stijenama ili se zakopavaju, iako vecina vrsta naseljava mekani
sediment. Isto tako, neke vrste mogu biti nametnicke ili u odnosu komenzalizma s drugim
beskraljeznjacima. Skoljkasi imaju bilateralno simetri¢no, bo¢no spljosteno i dvodijelnom
vapnenackom ljuSturom zatvoreno tijelo. Tijelo im je podijeljeno na glavu, utrobnu vrecu
i stopalo. LjuStura je dvodijelna te gradena od tri sloja: vanjski sloj od proteina -
periostrakum, srednji sloj od vapnenca - oostrakum te unutarnji sloj od vapnenca -
hipostrakum. Ljusturu izlu€uje plast te su boc¢ne ljusture spojene i nazivamo ih Skoljkom,
a zivotinju unutar nje Skoljkasem. Unutrasnjost ljusture prekrivena je plastom, dok se
plastana Supljina nalazi se s unutarnje strane plasta, a sastoji se od: listatskih Skrga koje
sluze za disanje i filtriranje hrane, usnih lapova i stopala za zakopavanje iznad kojeg se
nalazi utroba. Skoljkasi ovise o protoku vode kroz plastanu Supljinu jer iz vode uzimaju
hranu i kisik, dok u vodu izbacuju ugljikov dioksid, neprobavljene ostatke hrane, dusi¢ne
ostatke i gamete. MiSi¢ zatvara€ skupa s ligamentom ima ulogu otvaranja i zatvaranja
ljusture. Kod Skoljkasa kao skupine je doSlo do decefalizacije, upravo zbog njihovog
nacina zivota te zastite koju im pruza ljustura. Na rubu plasta nalazi se vecina osijetila,
dok stopalo sadrZi statociste (ravnotezni organi) i bisusnu Zlijezdu kod nekih vrsta. Kod
Skoljkasa se razlikuju izvanstani¢na i unutarstanicna probava. lzvanstaniCna probava

odvija se u Zelucu i crijevima. S druge strane, unutarstanicna probava se odvija u
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probavnoj Zlijezdi i hemocitima koji zajedno sa enzimima imaju kljuc¢nu ulogu. Svi Skoljkasi
imaju otvoren optjecajni sustav te srce od dvije pretklijetke i jedne klijetke. Kroz tijelo teCe
hemolimfa sa hemocitima, te se upravo njome kisik prenosi do svih stanica. Optjecajni
sustav $koljkasa sluzZi za transport tvari te ima funkciju hidroskeleta. Skoljkasi su ve¢inom
razdvojenog spola. Dvospolni Skoljkasi mogu biti simultani dvospolci ili sukcesivni gdje
su malo muZjaci, a malo Zzenke. Oplodnja je vanjska, a razvoj teCe preko trohoforne i
veliger liginke. Skoljkasi imaju vie uloga u okoliu, ekologkih ali i socioekonomskih.
Ekoloski gledano, Skoljkasi imaju kljuénu ulogu u protoku energije u okoliSu i u odrzavanju

kvalitete vode filtriranjem (Matonickin i sur. 1998).

Skoljkasi svoju ulogu imaju kao bioindikatori, budu¢i da mogu koncentrirati morske
toksine te tako ukazati na zagadenja u okoliSu. Njihova vazna uloga se ocCituje i u
komercijalnoj upotrebi kao vazne prehrambene namirnice. Skoljkasi &ine glavni sektor
svjetske proizvodnje ribe i akvakulture, s viSe od 16 milijuna metrickih tona Cija je
vrijednosti iznosila gotovo 18 milijuna americkih dolara u 2015. godini, §to je predstavljalo

15% ukupne proizvodnje akvakulture (Gerdol i sur., 2018).



1.2. Cesljaéa Aequipecten opercularis

Aequipecten opercularis (Linnaeus, 1758) spada u porodicu Pectinidae (Cesljace), koja
predstavlja jednu od najraznovrsnijih porodica Skoljkasa (Shumway i Parsons, 2016).
Uobi¢ajena je i raSirena vrsta CeSljate (eng. queen scallop) na podrucju istoénog
Atlantika. Populacije joj se protezu od sjeverne NorveSke pa sve do Mediterana,
ukljucujuci i Jadran, kao $to je prikazano na Slici 1. Moze se pronaci u morima prosjecnog
minimuma temperature 5°C, pa i u onima prosjeénog maksimuma od 24 °C. A. opercularis
se takoder javlja u znacajnom rasponu dubina, sve do 200 metara. Nalazi se na raznim
supstratima, od pjeskovitih i muljevitih pa sve do $ljunka, te moZe biti djelomi¢no ukopana
u sediment ili bisusnim nitima pri¢vrSéena za supstrat. Ima relativno kratak zivotni vijek,

uglavnom do Sest godina, kao i nagli pad rasta s godinama (Johnson i sur., 2015).
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Slika 1. Prikaz rasprostranjenosti A. opercularis ( preuzeto s

https://www.marlin.ac.uk/species/detail/1997).



https://www.marlin.ac.uk/species/detail/1997

Kao i vecina ceSljaca, A. opercularis spada u simultane hermafrodite, Sto znaci da
istodobno ima muske i Zenske spolne stanice (Gerdol i sur., 2018). Spolnu zrelost dostize
vrlo rano u usporedbi sa ostalim vrstama, nakon godinu dana i sa otprilike 20 milimetara

(Shumway i Parsons, 2016).

LiCinke Cesljaca su pelagicne i njihovo kretanje ovisi o strujama. LiCinke razvijaju stopalo
i bisusnu Zlijezdu, koja izlu€uje bisusne niti. Bisusne niti Skoljka$ koristi za pri¢vrscivanje.
Postignuvsi veliCinu 4-8 mm, li€inke preuzimaju ulogu slobodnozivucih odraslih jedinki
koje imaju sposobnost plivanja. Bisusna proizvodnja kod A. opercularis izuzetno je

vvvvv

pracenje morskih oneciséenja (Wong, 2016).

LjuStura je vapnenacka te su njena dva dijela povezana ligamentom. Oko umba koji
predstavlja najstariji dio ljusture, nalaze se linije prirasta (Jurinovi¢, 2018). Obic¢no im
visina ljuSture dosegne i 90 milimetara. LjuSture su nejednake, ali su oba ventila
konveksna (Shumway i Parsons, 2016). Ljusture poprimaju razliite boje, uglavhom od
roze do narancaste, te mogu imati razne uzorke i mrlje po sebi (Slika 2). Isto tako, ljustura
je Cesto obrasla spuzvama (The Marine Life Information Network, 2021).
Obzirom na broj i polozaj misi¢a, ¢esljaca je monomijarni tip Skoljkasa. ToCnije, nedostaje
joj prednji aduktor, dok je straznji pomjeren i zauzima centralni polozaj (Shumway i
Parsons, 2016).

Slika 2. Prikaz Aequipecten opercularis (preuzeto s

https://www.aphotomarine.com/bivalve_chlamys_opercularis_queen_scallop.html#).



Filtratorski je organizam koji se hrani fitoplanktonom, bentoskim algama i detritusom. Za
ishranu su joj vazne $krge, koje imaju i funkciju disanja (Jurinovié, 2018). Cesljaga
pokazuje prilagoden odgovor hranjenja obzirom na promjenu koli€ine i kvalitete prehrane.
lako Ceslja¢a ne moze ucinkovito filtrirati Cestice manje od oko 7 um u promjeru, u stanju
je pumpati velike koli€¢ine vode uz neznatan metaboliCki napor. Probavni sustav Cesljace
slian je kao kod ostalih Skoljkasa. Sastoji se od usta, jednjaka, Zeluca, kristalnog Stapica,
probavne Zlijezde, crijeva, rektuma i anusa. KrvoZilni sustav je otvoren te se cirkulacija
moze se podijeliti na arterijski i venski sustav. Srce je sastavljeno od dvije pretklijetke i
jedne klijetke te se ne razlikuje od drugih $koljkasa. Ziv&ani sustav je sloZzen u odnosu na
druge vrste Skoljkasa. Najveca razlika je to da ¢eSljaca ima desetke do stotine ociju koje
oblikuju slike i koje su smjeStene uz rub plasta. Druga znaCajna karakteristika je
sposobnost plivanja (Shumway [ Parsons, 2016).
Naime, A. opercularis spada medu ceSljaCe koje predstavljaju jedine Skoljkase s
mogucnosti “plivanja na pogon” (Schmidt i sur., 2018). Koristeéi oblik “mlaznog pogona”,
voda se o istiskuje iz miSicne Supljine te se organizam kre¢e u suprotnom smjeru, Sto
pokazuje Slika 3. (Shumway i Parsons, 2016). Plivanje im omogucuje djelovanje ljusture,
miSi¢a zatvaraCa (aduktora) i plasta. Faza plivanja se dijeli u tri faze. U prvoj fazi se
CesljaCa podize s dna u vodeni stupac, dok se druga faza sastoji od horizontalnog plivanja
i Cestog otvaranja i zatvaranja ljustura koje im omogucuje miSi¢ zatvaraC. Tre¢a faza
predstavlja ponovno spustanje na dno (Schmidt i sur.,2018). Za razliku od ostalih
Skoljkasa, koji od predatora bjeze ukopavanjem ili dugim zatvaranjem ljustura, CeSljace
mogucnost plivanja iskoriStavaju za bijeg od predatora (Shumway i Parsons, 2016).
Uobicajeni predatori ukljuuju morske zvjezdace, rakove i hobotnice (Wong, 2016). lako
plivanje moze biti u€inkovit odgovor za bijeg na kratke udaljenosti,CeSljae nisu sposobne
jedinstvena fiziCka svojstva, predstavljaju model za proucCavanje miSi¢ne kontrakcije

(Shumway i Parsons, 2016).



Slika 3. Prikaz tehnike plivanja kod A. opercularis. Isprekidane strelice pokazuju smjer
strujanja, a pune strelice njihov smjer kretanja

(Prilagodeno iz Shumway i Parsons, 2016).

Izlov A. opercularis uglavhom je smjesSten u sjeveroistoCnom Atlantskom oceanu
(Europa), najvide u podrucju Ujedinjenog Kraljevstva i Francuske, iako postoji i maniji izlov
na Farskim otocima te na Mediteranu. Vrsta se lovi pomocu dredzZa (Slika 4.) i ko¢a (Hinz
i sur., 2008).

Slika 4. Prikaz praznjenja dredza kojima se lovi CeSljaca A.opercularis (Hinz i sur.,
2008).



Cesljage se komercijalno uzgajaju u Europi ve¢ cijelo stolje¢e. Godisniji ulov A. opercularis
varirao je izmedu 7000 i 16.000 t dugo vremensko razdoblje, nakon ¢ega je uslijedio pad
1995. i 1996. godine uzrokovan prelovom. Nadalje, ulov se znaCajno povecao na preko
30 000 tu 2013. godini, $to predstavlja 31% ukupnog ulova ¢esljaca (Shumway i Parsons,
2016).

Komercijalni uzgoj €esljata u svijetu je relativno nov, u usporedi s ostalim vrstama
Skoljkasa. Na Jadranu ne postoji kontrolirani uzgoj ove vrste, iako se izlovljava sezonski
na maloj skali. Ova vrsta ima veliku komercijalnu vrijednost na trzistu te dobiva sve vecéu
gastronomsku vrijednost medu potroSacima (Kunica 2013). PaZznju medu potroSacima
daje im njihova hranjivost, toCnije bogatstvo proteinima i glikogenom. Kako vrijeme
prolazi, vidljiva je sve veCa zainteresiranost za njihov uzgoj, te sve veéa vaznost daje

istrazivanjima vezanima za uzgoj ove vrste (Antolovic¢ i Antolovic, 2012).

1.3. Hemociti

Hemociti su krvne stanice koje cirkuliraju kao glavne komponente unutar hemolimfe
(analogna krvi kraljeznjaka) koja pokriva sva tkiva kod &e$ljaca, ali i ostalih meku$aca
(Vyacheslav, 2016). Cesljage posjeduju samo urodenu imunolo$ku obranu, gdje staniéne
i humoralne komponente djeluju sinergijski (Gonzalez i sur., 2020).
Glavnu komponentu u imunoloSkom sustavu €esljaCa predstavljaju upravo hemociti, te
hemolimfa (Jin i sur., 2009). Osim u unutarnjoj obrani, hemolimfa sudjeluje u izmjeni
plinova, osmoregulaciji, raspodjeli hranjivin sastojaka, uklanjanju otpada te sluzi kao
hidroskelet. Cesljate ne posjeduju cirkuliraju¢e respiratorne pigmente, $to se smatra
posljedicom sedentarnog nacina zivota te njihove velike tjelesne povrSine (Shumway i
Parsons, 2016). Cesljate imaju samo jedan tip hemocita, tocnije hijalinocite
(agranulocite), za razliku od ostalih Skoljkasa koji imaju i drugi tip, granulocite (Lopez i
sur., 1997). Hijalinociti su male stanice s hijalinskom citoplazmom koje sadrze malo ili
nimalo granula i imaju okruglu, centriranu jezgru (Estrada i sur., 2013). Hemociti nisu
prisutni samo u krvozilnom sustavu, vec cirkuliraju i dolaze do svih tkiva, $to je posljedica
otvorenog krvotoka Cesljaca (Shumway i Parsons, 2016). Hemociti imaju viSe vaznih

uloga, poput probave i transporta hranjivih tvari, otpustanja enzima te proizvodnje
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metabolita (Petrina, 2019). Mogu izravno sudjelovati i u izlu€ivanju apsorbiranjem
otpada, prolazeci u lumen bubrega te van organizma. Nadalje, imaju ulogu i popravku
ljuStura, gdje prenose kalcij i organski matriks iz probavne Zlijezde na mjesto popravka
(Shumway i Parsons, 2016). Vazni su i zbog mogucnosti fagocitoze kod primarnog
mehanizma obrane Skoljkasa (Petrina, 2019). Osim toga, hemociti interveniraju u
popravku rana infiltracijom i zaCepljenjem rane, nakon Cega slijedi popravak rane i
fagocitoza nekroti¢nih elemenata (Shumway i Parsons, 2016). Upravo se zbog svih
navedenih funkcija hemociti koriste za procjenu statusa imunolo$kog odgovora Skoljkasa.
Naime, vrSi se procjena parametara poput broja hemocita, smrtnosti ili fagocitne
aktivnosti hemocita, koji nam mogu puno toga re¢i o samom stanju organizma (Lin i sur.,
2012).



1.4. Cilj istrazivanja

1. Utvrditi ukupni broj hemocita kod Cesljase Aequipecten opercularis.

2. Usporediti ukupni broj hemocita kod ¢eSljace tijekom jesenskog perioda od tri

mjeseca 2020. godine.

3. Analizirati utjecaj temperature i pH na kretanje ukupnog broja hemocita u ¢esljaci.



2. MATERIJALI | METODE

2.1. Uzorkovanje ¢esljace i smjestaj u bazene

Cesljace su uzorkovane 19. listopada 2020. godine ko&arskim brodom 2 milje izvan

Albaneza, unutar zone E2 (Slika 5).

Vintian

Liznjan

Banjole

Medulin

Premantura ©)

Slika 5. Mjesto uzorkovanja ¢eSljace Aequipecten opercularis u sjevernom Jadranu 2

milje izvan Albaneza (izvor: www.google.hr/maps).

Prikupljeno je ukupno 161 jedinki, iako smo za potrebe naseg istrazivanja uzorkovali, ;.
pratili samo 10 jedinki. Jedinke su unutar sat vremena transportirane do laboratorija, gdje
su zatim smjesStene u Cetiri Cetvrtasta te jedan okrugli akvarij. U Cetvrtaste akvarije,
ukupnog volumena 720 litara (D x S x V 200 x 60 x 60 cm) smjesteno je ukupno 60 jedinki.
S druge strane, u okrugli akvarij volumena 1900 litara (R x D 165 x 90 cm) smjesteno je
100 jedinki (Slika 6).
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Slika 6. Prikaz akvarija u kojima su smjestene CeSljace.

Akvariji nisu imali nikakvu podlogu te su se Cistili svakodnevnim usisavanjem. Protok u
akvarijima bio je 200 L/h. Cesljace su od prvog dana njihovog smjestanja u akvarije
hranjene zivom teku¢om kulturom Tetraselmis sp. (Cetvrtasti akvariji po 2 litre, okrugli po
3 litre ). Hrana se ubacivala u akvarije oko 9 sati ujutro te je hranjenje ukupno trajalo 6
sati, za koje je vrijeme protok vode u akvarijima bio zatvoren. Temperatura i pH mjereni
su jednom dnevno, ujutro prije hranjenja. Koristena je viSeparametarska sonda Hanna
H198194 (Slika 7).
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Slika 7. ViSeparametarska sonda Hanna HI98194 kojom su se svakodnevno vrsila

mjerenja.

2.2. Mjerenje Skoljkasa

Prije poCetka prvog mjerenja morfoloSkih obiljezja, na ljusSture Cesljaca zalijepili smo
oznake sa brojevima u svrhu raspoznavanja, tj. prac¢enja jedinki. Za mjerenje duzine (SL),
visine (SH) i debljine (ST) ljusture (Slika 8.) koristili smo digitalnu pomi¢nu mjerku
(preciznost 0,01mm) (Slika 9.), dok smo za mjerenje mase cijelog Skoljkasa (TW) koristili

vagu. Izmjereni podaci sistematizirani su u Excel tablicama.
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debljina ljusture (ST)

A SRS~

duZina ljusture (SL)

Slika 8. MorfoloSka obiljezja CeSljace (Prilagodeno iz : Schmidt, M. i sur. , 2008. Size
and age-dependent changes of escape response to predator attack in the Queen

scallop).

Slika 9. Prikaz mjerenja Skoljkasa pomocu digitalne pomi¢ne mjerke.
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2.3 Odredivanje broja hemocita u ¢eslja€i

Jedinke za analizu broja hemocita su nasumi¢no odabrane. Proces uzorkovanja zapoceo
je pri spontanim otvaranjima ljuStura CeSljaCa, kako se ne bi nastetilo samim
organizmima. Nakon njihovog otvaranja, uzorak hemolimfe iz miSi¢a aduktora uzet je
steriinom injekcijom. Hemolimfa se zatim direktno stavlja u hemocitometar u
Neubauerovu komoru. Hemocitometar je uredaj kojim mjerimo broj stanica, sastoji se od
mikroskopskog stakla u kojemu razlikujemo dvije komore koje podrzavaju odredeni
volumen stanica. Kako bi osigurali vjerodostojnost rezultata, komore smo prije unosa
uzorka sterilizirali alkoholom. Zatim smo hemocite u Neubauerovoj komori promatrali i

brojali pod svjetlosnim mikroskopom, povecanja 400X.

2.4. Statisticka obrada rezultata

Za statistiCku analizu i grafiCke prikaze koriSten je program Statistica 9.0. Razlike izmedu
morfometrijskih parametara ili hemocita tijekom istrazivanih mjeseci analizirane su
ANOVA jednosmjernom analizom varijance. Kako na prvom stupnju nije utvrdena
statisti¢ki znac¢ajna razlika medu varijablama, daljnje analize nisu provodene. Koeficijenti
korelacije za temperaturu, pH i morfometrijskih parametara Skoljkasa i hemocita odredeni
su pomoc¢u Spearmanovog neparametrijskog testa korelacije, sa razinama znacajnosti
od < 0,05.
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3. REZULTATI

3.1. Temperaturai pH

Mjerenje temperature u akvarijima odvijalo se kroz tri mjeseca, od 20. listopada do 30.
prosinca 2020. godine, kao $to je vidljivo na Slici 10. Temperatura u akvarijima ovisi o
vanjskoj okoliSnoj temperaturi i temperaturi prostorije, Sto je razlog manjih izmjerenih
dnevnih oscilacija. Raspon temperature se kretao od najnize koja je iznosila 14,03 °C

izmjerene 30. studenog do najvise od 15,48 °C izmjerene 28. listopada.
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Slika 10. Graficki prikaz kretanja temperature u bazenu sa Skoljkasima od listopada (lis)

do prosinca (pro) 2020. godine.

Mijerenje pH vrijednosti u akvarijima odvijalo se kroz tri mjeseca, od 20. listopada do 30.
prosinca 2020. godine. Vrijednosti osciliraju ovisno o nekim uvjetima, poput koliine kisika
ili koliCine hrane u akvarijima u vrijeme mjerenja. Na slici 11. mozZemo vidjeti da su te
oscilacije pH vrijednosti minimalne. Izmjerene vrijednosti su u rasponu 7,01 do 7,86.

Najniza vrijednost izmjerena je 13. prosinca, dok je najviSa izmjerena 5. studenog.
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Slika 11. Grafi¢ki prikaz kretanja pH u bazenu sa Skoljkasima od listopada (lis) do

prosinca (pro) 2020. godine.

3.2. Morfoloski parametri ¢esljace

Rezultati mjerenja mase dobiveni pomocu vage pokazali su da je masa jedinki tijekom
istrazivanja rasla. Najniza vrijednost ukupne mase iznosila je 9,73 grama u listopadu, dok
je najvisa vrijednost iznosila 23,71 grama takoder u listopadu. Prema medijanu najveéa
izmjerena masa CeSljaCe zabiljezena je u prosincu. Izmedu pojedinih ukupnih masa nema
statisticki znacajne razlike (ANOVA, df=2, MS=5,108, F=0,4113, p=0,668042). Navedeni

podaci prikazani su na Slici 12.
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Slika 12. Graficki prikaz ukupne mase €esljaCa od listopada (lis) do prosinca (pro) 2020.

godine.

Na Slici 13. prikazani su rezultati mjerenja duZzine jedinki pomocu digitalne pomiéne
mjerke (preciznost 0,01 mm). Najmanja izmjerena duzina iznosila je 43,42 milimetra u
listopadu, dok je najviSa izmjerena 54,48 milimetra u prosincu. Medijalna vrijednost
duzine CeSljaCa najveca je u prosincu. Izmedu pojedinih duzina nema statistiCki znacCajne
razlike (ANOVA, df=2, MS=9,00, F=0,865, p=0,435562).
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Slika 13. Grafi¢ki prikaz ukupne duzine ¢esljaca od listopada (lis) do prosinca (pro)
2020. godine.

Rezultati mjerenja visine dobiveni pomocu digitalne pomi¢ne mjerke (preciznost 0,01 mm)
prikazani su na Slici 14. Najniza vrijednost visine iznosila je 44,21 milimetra u listopadu,
dok je najviSa vrijednost iznosila 58,4 milimetra u prosincu. Prema medijanu najveca
izmjerena visina zabiljezena je u prosincu. lIzmedu pojedinih visina nema statisticki
znaCajne razlike (ANOVA, df=2, MS=19,14, F=1,726, p=0,202375).
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Slika 14. Grafi¢ki prikaz ukupne visine ¢eslja¢a od listopada (lis) do prosinca (pro) 2020.

godine.

Rezultati mjerenja debljine ljuSture dobiveni pomocu digitalne pomicne mjerke (preciznost
0,01mm) pokazuju nam povecanje do studenog u vrijednosti od 2,225 milimetra. Zatim
vidimo smanjenje u prosincu u vrijednosti od 0,265 milimetra. Prema medijanu najveca
izmjerena debljina ljusture zabiljeZzena je u studenom. Najniza vrijednost debljine ljusture
iznosila je 14,13 milimetra u listopadu, dok je najviSa vrijednost iznosila 24,7 milimetra u
studenom. Navedeni podaci su bez statistiCki znacajnih razlika (ANOVA, df=2,
MS=13,832, F=1,9277, p=0,170361, a prikazani su na Slici 15.
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Slika 15. Grafi¢ki prikaz ukupne debljine ljusture Cesljaca od listopada (lis) do prosinca
(pro) 2020. godine.

3.3 Ukupni broj hemocita u ¢esljaci

U svim kvadratiCima Neubauerove komore mjerimo stanice, toCnije po svakom
kvadrati¢u, tj. polju izbrojimo vidljive stanice (Slika 16). Svaki kvadrati¢ ima povrSinu od 1
m? i dubinu od 0,1 mm, $to daje ukupni volumen od 0,11 mm. Zatim preraCunavamo broj
izmjerenih stanica kako bi dobili ukupni broj hemocita po mililitru. PreraCunavamo na
nacin da uzmemo prosjecan broj izmjerenih stanica od svakog polja. Iznos koji dobijemo

na kraju predstavlja ukupni broj hemocita u mililitru originalnog uzorka.
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Slika 16. Hemociti u ¢esljaci Aequipecten opercularis uslikani pod svjetlosnim

mikroskopom, povecéanje 400X.
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Slika 17. Grafi¢ki prikaz ukupnog broja hemocita u ¢esljaci od listopada (oct) do

prosinca (dec) 2020. godine.

Najveci ukupni broj hemocita kod jedinke zabiljezen je u zadnjem mjesecu mjerenja,
prosincu kada je njihova vrijednost iznosila 20*108 hemocit/ml. Kod istih je jedinke prvi
izmjereni broj hemocita u listopadu iznosio 18*10% hemocit/ml. Opéenito moZzemo redi
da je ukupni broj hemocita rastao u razdoblju od listopada do prosinca 2020. godine,
kao Sto je prikazano na Slici 17. Na pocCetku istrazivanja je njihov broj bio nesto maniji,
vjerojatno zbog prilagodbe Skoljkasa laboratorijskim uvjetima. Dalje, ukupni broj
hemocita se oCekivano povecao, no ne znacajno (ANOVA, df=2, MS=148400,F=2,3223,
p=0,122700). Sve to govori da su se Skoljkasi dobro prilagodili na novu okolinu.
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3.4. Korelacija parametara

Tablica 1. Korelacijski koeficijenti parametara.

Temperatura | -0,148516 | -0,056943 -0,095104 -0,450335 -0,213320

pH 0,405272 0,353285 0,324702 0,391276 -0,079657

Temperatura kao abiotiCki Cimbenik pokazuje negativnu korelaciju sa parametrima
promatranih morfoloSkih obiljezja (ukupna masa, duZina, visina, debljina) i brojem
hemocita. Sto znadi da se temperatura s tim varijablama nalazi u obrnutom odnosu.
Tocnije, viSe vrijednosti temperature povezane su s nizim vrijednostima morfoloskih
obiljezja i manjim brojem hemocita. Najvec¢u negativnu korelaciju temperatura pokazuje
sa debljinom ljusture, te iznosi -0,450335. Dok je najslabija negativna korelacija
zabiljeZzena kod duzine ljustura u vrijednosti od -0,056943. Navedene korelacije ocitali

smo iz Tablice 1.

pH vrijednost je drugi abioti¢ki Cimbenik Ciji su korelacijski odnosi prikazani u Tablici 1.
Korelacijski koeficijenti morfoloSkih obiljezja (ukupna masa, duZina, visina, debljina)
pokazuju pozitivhu korelaciju s vrijednoséu pH, dok jedino broj hemocita ima negativnu
korelaciju uiznosu od -0,079657. Pozitivnom korelacijom nazivamo odnos u kojem porast
jedne varijable prati i porast druge. MorfoloSko obiljezje koje pokazuje najveéu pozitivhu
korelaciju s pH u iznosu od 0,40527 je ukupna masa. Najmanju pozitivnhu korelaciju s
temperaturom ima parametar visine od 0,32470.
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Tablica 2. Korelacijski koeficijenti parametara.

Parametri Duzina Visina Debljina

Ukupna masa 0,865690 0,780784 0,561758
Duzina 0,907399 0,634531
Visina 0,575655

Tablica 2. pokazuje korelaciju parametara morfoloskih obiljezja. Bitno je napomenuti kako
je medu svim parametrima korelacija pozitivna te uglavnom visoka. Ukupna masa
pokazuje najveéu korelaciju sa duzinom u iznosu 0,865690, a najmanju sa debljinom od
0,561758 te sa visinom u iznosu 0,780784. Duzina ljuSture ima najvecu korelaciju sa
visinom od 0,907399 te najmanju sa debljinom u iznosu 0,634531. Posljednji korelacijski
odnos je izmedu visine i debljine ljusture, te iznosi 0,575655. Sve to nam skupa sa
prethodnim grafovima (Graf 1.,2.,3.) u kojima smo primijetili da skoro svi parametri biljeze

medijalni rast, govori da Skoljkasi rastu.
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4. RASPRAVA

Klimatske promjene predstavljaju aktualni problem i prijetnju svim organizmima. Neki od
uvjeta klimatskih promjena su poviSena temperatura, zbog povecanog udjela tzv.
stakleniCkih plinova u atmosferi. Prisutno je i smanjenje pH vrijednosti mora i oceana,
toCnije proces zakiseljavanja oceana, zbog otapanja ugljikovog dioksida (Schalkhausser
i sur., 2013). Navedeni parametri klimatskim promjenama utjecat ¢e na rast Skoljka3a ali
i na koli€¢inu hemocita u hemolimfi Skoljkasa potrebnih za prehranu i imunoloSku obranu
SkoljkaSa (Lin i sur., 2012). Zbog toga je od iznimne vaznosti pratiti rast i razvoj Skoljkasa,
primjerice CeSljace koja je ekoloski vazna vrsta u Jadranskom moru, ali i komercijalno

vazna vrsta Skoljkasa u Mediteranu.

U ovom radu provedeno je istrazivanje na jedinkama cCesljaCe A. opercularis, prikupljene
nedaleko od Pule. Promatran je ukupni broj hemocita tijekom vremenskog razdoblja od
tri mjeseca, toCnije od listopada do prosinca 2020. godine. Analiziran je utjecaj
temperature i pH na vrijednosti ukupnog broja hemocita. Istovremeno, promatrane su i
promjene morfoloSkih karakteristika Skoljkasa (ukupna masa, duZzina, visina, debljina
ljuSture). Napravljeni su uvjeti klimatskih promjena u akvarijima. Vrijednosti temperature
su povisene, a pH vrijednosti smanjene u odnosu na uvjete u kojima su se promatrani
Skoljkasi nalazili u divljini. Temperatura i pH pokazale su manje dnevne oscilacije.
Temperatura u akvarijima kretala se od 14,03 °C do 15,48 °C, dok se pH vrijednost kretala
u rasponu 7,01 do 7,86.

Hemociti ¢esljaca imaju razne funkcije, dok je u ovome radu fokus stavljen na njih kao
glavhe komponente imunoloskog sustava CeSljaca. Ukupni broj hemocita predstavlja
jedan od naj¢eSc¢e koriStenih parametara za procjenu stanja Skoljkasa, buduéi da se
pokazalo kako se broj i udio hemocita mijenja u stresnim situacijama za organizam
(Mydlarz i sur., 2006). Imunolo8ka obrana organizma direktno trpi posljedice vanjskih
uvjeta okoliSa, poput povisene temperature i smanjene pH vrijednosti (Gerdol i sur.,
2018). U ovome se radu ukupni broj hemocita povecao, prema ocekivanju, $to sve

pokazuje kako su se Skoljkasi dobro prilagodili novim uvjetima u akvarijima. Treba
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napomenuti da je ukupni broj hemocita na pocCetku istrazivanja bio nesto nizi, vjerojatno

kao posljedica aklimatizacije, no privikavanjem na nove uvjete ukupni broj je rastao.

ProuCavane su korelacije abiotiCkih Cimbenika temperature i pH s ukupnim brojem
hemocita te sa promatranim morfoloSkim obiljezjima. Medu svim promatranim
parametrima nije zabiljeZzena statisticki znaCajna razlika. Temperatura pokazuje
negativnu korelaciju sa ukupnim brojem hemocita i parametrima promatranih morfoloskih
obiljezja. Korelacijski koeficijenti morfoloskih obiljezja pokazuju pozitivnu korelaciju s
vrijednosc¢u pH, dok ukupni broj hemocita ima negativnu korelaciju. Negativna korelacija
hemocita sa temperaturom i pH pokazuje da je broj hemocita manji pri viSim

temperaturama i nizim pH vrijednostima..

Istrazivanja hemocita SkoljkaSa postaju sve ¢eSc¢a tek zadnjih nekoliko godina. Medutim,
jako ih je malo provedeno na porodici Pectinidae (CeSljace) (Weizhu i sur., 2005). Paul
(1980) proveo je istrazivanje prezivljavanja gornje granice temperature, tocnije toleranciju
A. opercularis. Otkrio je povecanje gornje granice smrtonosnih temperatura u rasponu
19-25 °C. Takoder je pokazao izmedu tri grupe razliCitih veli€ina jedinki, da su one
najmlade ceSljaCe bile najotpornije na visoke temperature (Paul, 1980). Takoder,
Schalkhausser i sur. (2013) u svom su istrazivanju pokazali kako smanjenje pH vrijednosti
dovodi do slabijih odgovora na bijeg kod vrste Pecten maximus. Samo je za pretpostaviti
da bi i kod naSe vrste, A. opercularis doslo do isto tako slabijeg plivanja kao odgovora na

predatore.

Dobiveni rezultati u ovome radu pokazuju rast medu jedinkama A. opercularis te se on
moze pratiti u svim promatranim parametrima, kao i medu hemocitima koji su bili glavni
parametar u ovome radu. Bilo bi zanimljivo vidjeti imunolo$ki odgovor A. opercularis u
nekom duzem vremenskom razdoblju ili razliku medu starosnim skupinama. Svakako je
potrebno provesti joS detaljnija istrazivanja na ovu temu, pogotovo obzirom na Cinjenicu

da se temperatura mora samo povecava, a pH sve vise smanjuje.
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5. ZAKLJUCAK

1) Najveéi ukupni broj hemocita izmjeren je kod jedinke ¢esljate Aequipecten opercularis

u prosincu u iznosu od 20*10°% hemocit/ml, &iji je pocetni broj u listopadu bio 18*10°
hemocit/ml.

2) Ukupni broj hemocita kod CeSljace A. opercularis pokazuje rast tijekom jesenskog
perioda od tri mjeseca 2020.godine.

3) Temperatura i pH pokazuju negativnu korelaciju s ukupnim brojem hemocita u ¢esljaci
A. opercularis, j. viSe temperature i nizi pH utjeCu na smanjenje ukupnog broja hemocita.
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7. SAZETAK

Hemociti su cirkulirajuce krvne stanice raznih funkcija, od probave i transporta tvari, pa
sve do otpustanja enzima te unutarnje obrane organizma. U ovome je radu stavljen
naglasak na hemocite kao glavne komponente imunoloskog sustava Skoljkasa. Ispitivan
je u€inak temperature i pH vrijednosti na promjene ukupnog broja hemocita u cesljaci
Aequipecten opercularis tijekom jesenskog perioda od tri mjeseca u laboratorijskim
uvjetima. Kontinuirano je mjeren broj ukupni broj hemocita. Osim toga, odredivane su
promjene morfoloskih obiljeZja (ukupna masa, duzina, visina, debljina ljusture) pomocu
pomi¢ne mjerke i vage. Rezultati pokazuju rast ukupnog broja hemocita, kao i rast
promatranih morfolodkih obiljezja. Utvrdena je negativha korelacija hemocita sa
temperaturom i pH vrijednosti, Sto znacCi da se njihov broj smanjuje pri viSim
temperaturama i nizim pH vrijednostima, kao posljedica prilagodbe organizma. Rezultati
istraZzivanja ukazuju na dobru prilagodbu jedinki ¢eSljaCe u uvjetima uzgoja i prihrane u

akvariju.
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8. ABSTRACT

Hemocytes are circulating blood cells of various functions, from digestion and transport
of substances to the release of enzymes and the body's internal defenses. In this
research, emphasis is placed on hemocytes as the main components of the bivalve
immune system. The effect of temperature and pH on changes in total hemocyte count in
the Aequipecten opercularis was investigated during the autumn period of three months
under laboratory conditions. The number of hemocytes was continuously measured in the
same scallops. In addition, changes in morphological characteristics (total mass, length,
height, shell thickness) were determined using a movable scale and weighing scale. The
results show an increase in the total number of hemocytes, as well as an increase in the
observed morphological features. A negative correlation of hemocytes with temperature
and pH values was found, which means that their number decreases at higher
temperatures and lower pH values, as a consequence of the organism adaptation. The
results of the research indicate a good adaptation of scallop individuals to aquarium and

feeding conditions.
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