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1. UVOD

1.1. Probiotici

RijeC probiotik potjeCe iz grékog jezika, a znaci “za Zivot”. lzvorno se odnosi na pojavu
gdje u zajedniCkom uzgoju dvaju organizama, jedan proizvodi tvari koje potiCu rast
drugoga (Mohamed, 2003). Probiotici su nepatogeni mikroorganizmi koji, kada se daju
u odgovaraju¢im koli¢inama, pridonose zdravstvene dobrobiti domacinu (Sohn i sur.,
2016). Kako bi probiotik ostvario svoju namjenu, djeluje na razliite nacine. Unutar
organizma probiotik je u kompeticiji za nutrijente s drugim prisutnim bakterijama,
proizvodi antibakterijske tvari, prijanja se za stjenku probavnog trakta cime
onemogucéava kolonizaciju patogenih mikroorganizam. Osim toga, poti¢e poboljSanje
imunoloskog sustava povecavanjem broja antitijela, enzimske i makrofagne aktivnosti
koje su ukljuCene u poticanju imunoloskog odgovora i poboljSanju otpornosti na
patogene mikrobne infekcije. Kompeticija za Zeljezo je takoder vazna, buduéi da je
patogenim bakterijama prinova Zeljeza kljuCna za njihov opstanak u organizmu
domacina. Probiotici takoder poboljSavaju kvalitetu vode (u kontekstu marikulture) kroz
modulaciju i poboljSanje mikroflore vode (Ringa, 2020; Sridhar, 1998). Danas se
koriste najviSse u prehrambenoj industriji. U industriji probiotika potrebno je voditi
racuna o Cinjenici da dobar probiotik mora imati dobra tehnoloska svojstva kako bi se
mogao proizvesti te ugraditi u prehrambene proizvode bez gubitka odrzZivosti i

funkcionalnosti (Saarela i sur., 2000).

1.1.2. Utjecaj klimatskih promjena na Skoljkase

Klima se globalno zagrijava kao rezultat pretjerane ljudske aktivnosti izgaranjem
fosilnih goriva od 1850-ih godina do danas. Poznato je da posljedice poveéanja
koncentracije CO2u atmosferi te prekomjerno povecéanje temperature zemlje proSiruju
ucinak globalnog zagrijavanja unutar ekosustava mora i oceana. Koli¢ina CO:2 iz
atmosfere disperzijom ulazi u ocean te putem kemijskih reakcija uslijed dotoka s
vodom stvara bikarbonat (HCO?) koji nadalje disocira na karbonat (CO3?) te otpusta
vodikov ion H* u vodu. Procesom povecéanja koncentracije H* iona u vodenom stupcu
pH mora se smanijuje te posljedi¢no medij postaje sve kiseliji. Razlog velikom ulasku

COz2 iz atmosfere u vodu je to Sto se parcijalni tlakovi izmedu ova dva medija nastoje
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izjednaciti. Od pocetka industrijske revolucije, globalna srednja pH vrijednost povrsine
mora pala je za 0,1 jedinicu (s 8,2 na 8,1), §to je ekvivalentno povecéanju kiselosti
oceana od 30%. Zakiseljavanje morske vode dovodi do pomaka u ravnoteZi
anorganskog ugljika prema viSim koncentracijama bikarbonatnih (HCOs3") i nizZih
karbonatnih iona (COs3%). Ocekuje se da c¢e antropogene klimatske promijene
uzrokovati daljnje smanjenje globalne srednje vrijednosti pH povrsine mora do 0,32
jedinice, Sto bi moglo doseci pH 7,4 do 2300. godine (Soon i sur., 2019). Zakiseljavanje
mora oteZava prezivljavanje mnogobrojnih organizama. Nepogodnost nad Skoljkasima
mozZze se vidjeti time da pri snizenom pH, Skoljkasi ulazu manje energije za stvaranje
ljuStura kako bi se unutrasnje meko tkivo nastavilo razvijati. Acidifikacija takoder
smanjuje dostupnost karbonatnih minerala koje Skoljkasi koriste za izgradnju ljustura,
Sto dovodi do abnormalnog i smanjenog rasta ljustura. U ovakvim uvjetima su Skoljkasi

primjerice podlozniji razaranju ljustura u prirodi (Gosling, 2008).

Osim zakiseljavanja, porast temperature mora djeluje kao pokretaC rasta i
razmnozavanja mikroorganizama u moru, pa tako i patogenih mikroba koji time
dobivaju dobru podlogu za stvaranje infekcija u drugim Zivim organizmima, dok ce
porast prosjecnih temperatura zraka znacajno povecati rizik od kvarenja Skoljkasa
tijekom skladiStenja i distribucije prema potrosacima. Takoder, potrebno je voditi
racuna i o negativhom utjecaju povecanja temperature na bioenergetiku Skoljkasa sto
dovodi do prekomjerne potrosnje energije, utjeCe na njihov rast, reprodukciju i imunitet,
Sto moze dovesti do umiranja organizma (Soon i sur., 2019). Ovisno o vrsti Skoljkasa
raspon tolerancije temperature se razlikuje te prelazeci tu granicu naglo se povecava
smrtnost (Filgueira i sur., 2016). Zbog globalne promjene temperature u narednim
godinama, sezonski obrasci padalina na umjerenim Sirinama vjerojatno e se
promijeniti, pri Cemu cCe ljeto i proljece postati susniji, a zima i jesen viSe kiSoviti. To ¢e
potencijalno uzrokovati povecanje donosa hranjivih tvari zimi, dok ¢ée u proljece i ljeto
biti oskudno. Obzirom da okoliSni uvjeti poput osun€anosti pogoduju produktivnost
planktona tijekom proljeca i ljeta, a ne u jesen ili zimu, desiti e se ukupno smanjenje
godiSnje primarne i sekundarne proizvodnje planktona te povecati izvor za
neiskoriStene hranjive tvari u Jadransko more tijekom hladnijih sezona (Soon i sur.,
2019).

Uzgoj morskih proizvoda za konzumaciju postaje sve vedéi, kao rezultat pretjeranog

izlova svjetskih oceana i sve veca postaje potraznja za plodovima mora (Anguirre-
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Guzmanisur., 2012). U dobu globalnog zagrijavanja, procvat akvakulture i marikulture
te povecanje intenziteta kao i ekonomske koristi koja s time dolazi, stvorilo je probleme
pogorsanja kvalitete vode i tla te izbijanja bolesti uslijed bakterijskih infekcija uzgojnih
organizama (Mohamed, 2003). Glavna posljedica toga jest gubitak cijelih proizvodnih
skupova, Sto dovodi ne samo do ekonomskih problema u industriji, ve¢ i do

neredovitosti opskrbe ciljanog trzista (Prado i sur., 2010).

lzazovi kojima se marikulturni uzgoj Skoljkasa suoCava uvelike proizlaze upravo iz
klimatskih promjena. Povecanje temperature mora uzrokuje pomor uzgojnih Skoljkasa
zbog Cestih bolesti koje uzrokuju mikrobni patogeni. Takoder, moze dovesti do
isuSivanja rijeka i suhe klime zbog Cega se koli€ina hranjivih tvari koja ulazi u more i
posljedicno koliCina fitoplanktona moze smanijiti do razine da viSe ne pogoduje
prezivljavanju Skoljkasa. Znanstvena istrazivanja upravo ukazuju na rastuci svjetski
trend masovne smrtnosti uzgojnih dagniji, kunjki, kamenica i ¢eSljaca, koji utjeCu na
sve zivotne faze Skoljkasa od li€inki do mladih i odraslih jedinki (Soon i sur., 2019).
Buduci da se Skoljkasi hrane dostupnim fitoplanktonom, u kontekstu uzgoja Skoljkasa
u otvorenim morskim sustavima, hranjenje i odrzavanje broja jedinki postat ¢e sve teze
kako bi komercijalna korist ostala pozitivna (Melaku Canu i sur., 2010). ZakljuCivo je
dakle da su klimatske promjene, posebice globalno zagrijavanje i zakiseljavanje
oceana, dvije osnovne prijetnje za koje se predvida da ¢e povecati uCestalost i

intenzitet pojave smrtnosti Skoljkasa (Tan Kar, 2019).



1.1.3. Korist probiotika u marikulturi

Primjena antibiotika u marikulturi, s osnovnim ciljem sprjeCavanja pomora organizama,
nije pogodna zbog adaptacije i stvaranja imunosti bakterija nakon duzeg vremena
dodavanja manjih doza antibiotika. Bakterijska imunost na antibiotike svojstvo je koje
je moguce prenijeti ne samo s bakterije na potomka, nego i s jedne na druge vrste
bakterija u procesu konjugacije. Tijekom konjugacije izmedu dviju bakterija, deSava se
razmjena plazmida (DNA) unutar kojih se nalazi svojstvo za antibiotiCku otpornost
(Ringg, 2020). Nadalje, u konzumiranoj hrani tretiranoj antibioticima moguce je pronaci
ostatke antibiotika Sto povecéava rizik moguénosti razvoja raznih alergija. Radi svega
navedenog, razvila se potreba za pronalaskom alternativnhe metode kontrole bolesti u
marikulturnom uzgoju kako bi se postigao bolji rast i prezivljavanje organizama bez

negativnih nuspojava (Sridhar, 1998).

Alternativni pristup pronaden je u probioticima. Dodatak probiotika u marikulturu
morskih plodova postao je u zadnjih par desetlje¢a vrlo Cest dio procesa proizvodnje.
Sposobnost probiotika jest da smanji broj Stetnih bakterija, udjela organske tvari i
ksenobiotika koji mogu imati negativan uc€inak na uzgojni organizam. Probiotici takoder
poboljSavaju probavni i imunoloski sustav kontrolirajuéi autohtonu mikrofloru
organizma (Shumway i Parsons, 2016). Takoder, vazan koristan ucinak primjene
probiotika, koji je pokazao znacajnu razliku, jest u€inkovitost hranjenja (uz probiotik),
odnosno bolja probavljivost hrane i iskoriStavanje nutrijenata iz hrane te poticanje rasta

(Aguirre-Guzman i sur., 2012).

Probioticki sojevi za marikulturnu upotrebu izoliraju se iz autohtone mikroflore ciljanog
morskog organizma. |z navedenog razloga probioticki soj mozZe bolje djelovati u
slicnom okruzenju (npr. hemolimfa Skoljkasa) iz kojeg je izvorno izoliran (Saarela i sur.,
2000). Idealno, mikrobni probiotici trebali bi imati blagotvoran u€inak i ne uzrokovati
Stetu organizmu domacinu (Aguirre-Guzman i sur., 2012). U akvakulturi Skoljkasa
koristi se nekoliko vrsta probiotika; Lactobacillus, Enterococcus, Bacillus, Aeromonas,
Alteromonas,  Bifidobacterium,  Clostridium,  Microbacterium,  Phaeobacter,
Pseudomonas, Rhodosporidium, Roseobacter, Streptomyces, Vibrio i drugi (Ringga,
2020). Probiotik moZze biti suplementiran organizmima dodavanjem sojeva bakterija u
hranu kao tzv. starter kultura kako bi unutar hrane postojali “dobri” bakterijski sojevi i
pri hranjenju se sprijecio rast patogenih bakterija. Osim toga, mozZe se dodavati i u



kulturu vode (medij) koriSten za uzgoj (Shumway i Parsons, 2016). Organski sustav
uzgojnog organizma koji ¢e prvi odustati uslijed pojave stresnih uvjeta je probavni
sustav buduci se kroz njega omogucava i ulaz patogenih organizama. Upravo iz tog
razloga, dodavanje probiotika u hranu Skoljkasa opcenito se viSe koristi te je uspjesnije
(Ringg, 2020).

Probiotici su veoma vazna karika u ovom istrazivanju i postavljenom eksperimentu
zato Sto u okoliSu kao Sto je akvarij, sa stalnim protokom morske, postoji i stalan protok
bakterija kroz sve odjeljke (morska voda, fitoplankton, liCinke i rezervoari), tj. postoji
mnogo puteva za unos potencijalnih patogena u Skoljkase. U ovakvim istrazivanjima
probiotici pronalaze svoju korist u borbi protiv patogenih bakterija i u produljenju vijeka
trajanja Skoljkasa, koji su jedna od najvaznijih komponenta njihovog uspjesSnog uzgoja

(Aguirre-Guzman i sur., 2012).

1.1.4. Rod Lactobacillus sp. u morskim organizmima

Rod Lactobacillus sastoji se od genetski i fiziolo$ki raznolike skupine Stapi¢astih, gram-
pozitivnih, nepigmentskih, mikroaerofilnih do striktno anaerobnih bakterija mlijeCne
kiseline (eng. lactic acid bacteria — LAB) koje ne tvore spore. Rod Lactobacillus je
danas najkoriStenija skupina probiotickih mikroorganizama zbog svoje Siroke
mogucnosti primjene. Bakterije roda Lactobacillus mogu prezivjeti u ekstremno kiselim
uvjetima (pH 2,5 do 3,5) do bazi¢nih uvjeta (pH 7,5 do 8,5). Dodavanje probioti¢kih
bakterijskih kultura poput Lactobacillus sp. stimulira rast pozeljnih mikroorganizama
dok ubija potencijalno Stetne bakterije i jaCa prirodni obrambeni mehanizam organizma
(Saarela i sur., 2000). 1z spomenutih se razloga, bakterijska se starter kultura uvelike
koristi u prehrambenoj industriji. Dodaje se mlijenim proizvodima poput sirovog
mlijeka, probiotskih sireva, jogurta i fermentiranog mlijeka iz tehnoloskih razloga ili radi

stvaranja dobrobiti za zdravlje potroSaca (Hoque i sur., 2010).

Bakterije roda Lactobacillus primjenu su nasle i u marikulturi gdje provode ,biokontrolu”
putem proizvodnje antimikrobnih tvari zvanih bakteriocini (Ringg, 2020). Biokontrola
podrazumijeva metode tretiranja pomocu antagonizma medu mikroorganizmima gdje
patogeni mogu biti potpuno uklonjeni ili smanjeni u broju (Prado i sur., 2010).
Proizvodnja mlijeCne kiseline od strane bakterija mlijecCne kiseline poput Lactobacillus
sp. smanjuje pH probavnog trakta organizma. Istrazivanja in vitro pokazala su da pH



maniji od 4,5 sprjeCava rast mnogih bakterija uklju€ujuci koliforme, ali ipak dopusta rast
sojeva Lactobacillus sp. (Mohamed, 2003). Pokazalo se da laktobacili inhibiraju
patogene bakterije kao $to su Escherichia coli, Listeria monocytogens, Salmonella sp.,
stafilokoke i druge. Ostali klinicki dokazani u€inci na zdravlje su antikancerogeni ucinci
i imunomodulatorni ucinci, a svi se oni smatraju pozitivnim vrijednostima kriterija za
probiotike (Lee i sur., 2011).

Primjena i uspjesSnost vrste L. plantarum moze se prepoznati u uzgoju rakova, na sto
ukazuju tri studije koje su proveli Dash i sur. (2014., 2015., 2016.) u kojima su koristeni
tigrasti Skampi i pacificki bijeli Skampi. Otkrili su da je uklju€ivanje bakterije L. plantarum
u ishranu znacajno povecalo prirast tezine, specificnu stopu prirasta, ucinkovitost
konverzije hrane i ucinkovitost proteina, dok je omjer konverzije hrane znacajno
smanjen. U ovom eksperimentu, tijekom hranjenja Skampa probioticima broj LAB
znacajno se povecao u crijevima uz istodobno smanjenje broja patogenih bakterija.
Medutim, broj bakterija mlijeCne kiseline smanjio se nakon povratka na osnovnu
prehranu, $to jasno ukazuje da vrsta L. plantarum nije u stanju trajno kolonizirati crijeva
pacifiCkih bijelih Skampa te ga treba kontinuirano dodavati kako bi se odrzao njegov
korisni u€inak (Ringg, 2020).

U sklopu projekta “Integrirani sustav uzgoja alternativnih vrsta Skoljkasa u uvjetima
klimatskih promjena” ispitano je viSe sojeva probiotika (Lactobacillus plantarum |,
Lactobacillus plantarum 1, Lactobacillus plantarum 2, Lactobacillus brevis,
Lactococcus lactis) od strane partnera na projektu Prehrambeno-biotehnoloSkog
fakulteta u Zagrebu, a soj Lactobacillus plantarum |, koji je koriSten u ovom istrazivanju,
pokazao je najbolje karakteristike stoga je i odabran medu ostalima te u konacnici
dodavan u bazen zajedno s osnovnom prehranom algi. Naime, vrsta Lactobacillus
plantarum | jedna je od stotinu razliCitin vrsta probiotskih baterija koje tvore rod

Lactobacillus (Kovagic i sur., 2023).



1.2. Skoljkasi

Skoljkasi pripadaju koljenu Mollusca (hrv. Mekusci), skupini koja ukljuduje razlicite
organizme kao Sto su Bivalvia (Skoljkasi), Gastropoda (puzevi) i Cephalopoda
(glavonosci). MekuSci su najvece koljeno u moru, €ineéi oko 20% svih poznatih
morskih organizama. Razred Skoljkasa tvori preko 9200 vrsta Zivotinja sa specifiCnim
fizickim i funkcionalnim karakteristikama (Haszprunar i Wanninger, 2012).
Karakterizira ih vapnenacka ljustura koja potpuno ili djelomi¢no zatvara meki dio tijela.
Ljustura se sastoji od dva spojena dijela koja su lateralno pritisnuta i izduZzena. U
unutarnjem dijelu ljuSture nalazi se miSi¢ zatvaracC ili aduktor koji spaja dva dijela
ljusture. Skrge su kod $koljkasa dobro razvijeni organi, specijalizirani ne samo za
disanje nego i za hranjenje filtriranjem okolne vode. Prehranu im primarno cine
planktonski organizmi kao $to su fitoplankton i mikroalge. Mnogi $koljkasi prilagodili su
se zivotu u razli¢itim uvjetima. Zive na razligitim stanistima morskog dna, poput
pjeskovitog, muljevitog i stjenovitog dna. Ovisno o uvjetima stanista, neke vrste kao
Sto su vrste roda Pectinidae mogu slobodno plivati kratke udaljenosti kako bi pobjegle
od opasnosti. Vecina Skoljkasa ipak preferira skrivanje u pijesku ili mulju, gdje izvan
sedimenta izbacuju duge cijevi, sifone kako bi se prehranili. U stopalu izlu€uju bisusne
niti kojima se ¢vrsto vezu za podlogu. Drugi pak preferiraju ugradivanje u strukture

stijena poput prstaca Lithophaga lithophaga (Turk, 2011; Gosling, 2008).

U Hrvatskoj se od Skoljkasa uzgajaju dagnje (Mytilus galloprovincialis), kamenice
(Ostrea edulis), brbavice (Venus verrucosa), kunjke (Arca noae) i Jakobove kapice
(Pecten jacobaeus). Kamenica ima dugu tradiciju uzgoja, dok su se dagnje uvele kao
uzgojna vrsta tek poCetkom prosloga stoljeca. Jakobova kapica razvila se na ovom
podrucju kao otmjeno jelo, no zbog relativho tezeg uzgoja veéinom se vadi iz mora.
Uzgoj Skoljkasa u Hrvatskoj vecinom je intenzivan, $to znaci da se obavlja u uvalama
na nacin da se u morsku vodu urone Skoljka$i koji se tijekom rasta hrane dostupnim
hranjivima iz mora. Ako filtriraju morsku vodu, pod utjecajem su promjena u moru,
poput rasta temperature i snizenja pH. Spomenute promjene negativno utjeCu na
zdravlje, rast, metabolizam i razmnoZavanje Skoljkasa te je zato danas najvedi problem
u njihovom uzgoju promjena uvjeta u moru (Roman i sur., 1999; Scaramuca i sur.,
1997). Uzgajatelji Skoljkasa takoder se susreéu s drugim problemima kao S§to je
obolijevanje Skoljkasa usred dotoka s parazitom. Jedan od takvih primjera jest
obolijevanje i masovni pomor plemenitih periski (Pinna nobilis) u podrugju Spanjolske,



zaraza koja se 2019. godine prosirila sve do Jadrana. Ovom parazitu pogoduje porast
temperaturnih uvjeta u moru Sto dovodi do zakljuCka da je i u ovom kontekstu globalno
zagrijavanje jedan od osnovnih sudionika u pojavi smrtnosti Skoljkasa (Haop.hr, 2021).
Osim obolijevanja plemenitih periski, slicno se nedavno dogodilo u Novigradskome
moru gdje su uzgojne dagnje pomrle te se laboratorijskim istrazivanjem otkrilo da je
uzrok takoder parazit. Stete mogu biti vrlo velike buduéi metode za lijeéenje od parazita
joS uvijek ne postoje, Sto ukazuje na potrebu za dodatnim istrazivanjima u znanosti
(Tportal.hr, 2023).

1.2.1. Cesljaéa Aequipecten opercularis

Cesljage su $koljkasi velikog globalnog znaéaja u ribarstvu i u marikulturi. Velika brzina
rasta, ekonomska vrijednost i rana zrelost omogucuju njihovu Siroku upotrebu u
marikulturi na globalnoj razini. Ces$ljage pripadaju nadporodici $koljkasa pod imenom
Pedctinoidea te su jedna od najraznovrsnijih porodica Skoljkasa s ¢ak 400 poznatih
vrsta. Vecina vrsta CeSljaca nastanjuje dubine sublitoralnih grebena, pjeS€ane uvale i
livade morskih cvjetnica na kontinentskom Selfu, dok neke vrste uspijevaju preZivjeti i
do 7000 m dubine u prostoru abisala (Shumway i Parsons, 2016). Moguce ih je nadi
duz istoCne obale sjevernog Atlantika, kao Sto su Sredozemno i Jadransko more
(Kovagié i sur., 2023). Cesljace su poznate po svojoj sposobnosti plivanja, nastaloj kao
obrambeni odgovor koji im omogucuje bijeg od raznih predatora kao Sto su ribe, rakovi,
jastozi te njihov glavni predator, morske zvjezdaCe Asteroidea (Himmelman i sur.,
2009).

Najrasprostranjenije vrste cCeSljaCa u sjevernom Jadranu pripadaju potporodici
Pectinidae te na ovom podru¢ju imaju visoku komercijalnu vrijednost. Osim vrlo
poznate jakobove kapice Pecten jacobeus, u potporodicu Pectinidae spada i ¢eSljaca
Aequipecten opercularis. Za razliku od komercijalnih vrsta Skoljkasa Sredozemlja kao
Sto su kamenica Ostrea edulis i mediteranska dagnja Mytilus galloprovicialis, Cesljaca
Aequipecten opercularis puno se manje koristi u ljudskoj prehrani. Medutim, zbog
velike potraznje, prelova i visoke trziSne cijene vrsta poput srodne Jakobove kapice,
Cesljaca A. opercularis je od velikog interesa kao alternativna vrsta Skoljkasa za uzgoj

(Scaramuca i sur., 1997).



Organizam ovog istraZivanja bila je upravo CeSljaCa Aequipecten opercularis (Slika 1),
vrsta koja trenutno ne posjeduje hrvatsko ime, dok joj se na engleskom jeziku pridodaje
naziv ,kraljice (eng. Queen scallop). Naime, Aequipecten opercularis odabrana je kao
alternativna vrsta Skoljkasa zato $to ima najveci potencijal za marikulturni uzgoj u
uvjetima klimatskih promjena. Nije komercijalno dostupna na trziStu kao odredene
vrste, te se posljedicno ne Koristi toliko Cesto u ljudskoj ishrani. Izgledno predstavlja
Siroku ljuSturu s uzduznim naborima poput lepeze, dok boje variraju od ljubi€asto-bijele
do narancaste u obliku zraka i mrlja. LjuStura Skoljke moze narasti do 9 cm u dijametru
i asimetricna je s donjom spljoStenom ljusturom, dok je gornja ljuStura konkavnijeg
oblika. LjuStura je Cesto prekrivena raznim organizmima, posebno inkrustrirajuéim
spuzvama. Ovaj odnos je objasnjen kao zastitni mutualizam, gdje se smatra da spuzva
Stiti SkoljkaSa od grabeZljivaca morskih zvjezdaca, dok spuzve bivaju zasticene od
morskih puZeva koji se njima hrane (Carter, 2008). Ce$ljaca se u prirodi lovi povlaénim
ribolovnim alatima, poput dredza i mreza potegaCa. Za razliku od vecine Skoljkasa,
Cesljaca A. opercularis je hermafrodit $to znaci da ima istovremeno muske i Zenske
spolne stanice i organe. Moze prezivjeti do €ak 8 godina u prirodi te nastanjuje
umjerena mora isto¢nog Atlantika i Mediterana temperaturnih raspona izmedu 5 — 24
°C, i saliniteta izmedu 30 i 40 psu, na morskoj podlozi do 200 m dubine (Johnson i sur.,
2015). Kako je vec ranije navedeno, ¢eSljata A. opercularis, zajedno s drugim vrstama
Cesljaca, jedna je od nekolicine Skoljkasa s mogucnosti “plivanja na pogon”, za vrijeme
kojeg istiskuje vodu iz miSi¢ne Supljine te se kreCe vodenim stupcem u suprotnom
smijeru. Ovakav nacin plivanja omogucuje joj medusobno djelovanje ljusture, misi¢a

aduktora i plasta (Shumway i Parsons, 2016).

Slika 1. Ljusture Cesljace Aequipecten opercularis (privatna arhiva doc. dr. sc. Petre Buri¢).



2. CILJ ISTRAZIVANJA

U eksperimentu je ispitana odrzivost CeSljaCe Aeuqipecten opercularis u ex situ tj.
akvarijskom uzgoju, uz manipulaciju parametara unutar bazena kako bi simulirali
uvjete globalnog zagrijavanja. Cilj istrazivanja bio je utvrditi u€inak promijenjenih
parametara okoliSa na preZivljavanje i rast ¢esljaCa s promjenom temperature za 2 °C
i pH za 0,2 jedinice zasebno i u kombinaciji s dodatkom probiotiCke ishrane Zive

bakterijske kulture bakterije mlijeCne kiseline Lactobacillus plantarum |.
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3. MATERIJALI | METODE

3.1. Uzorkovanje Skoljkasa

Cesljage su sakupljane kocaricom oko 1,9 km jugozapadno od plig¢ine oko otoka
Albanez (sjeverni Jadran) u ozujku 2020. godine. Nakon sakupljanja jedinki, odmah su
potom smjesStene u termoizolirane spremnike punjene morskom vodom kako bi se
tijekom transporta odrzavali stalni temperaturni uvjeti jednaki morskoj vodi s mjesta
uzorkovanja. Po dolasku u Aquarium Pula, CeSljaCe su stavljene u okrugle protocne
bazene od 1900 L (165 x 90 cm) u prostorijama Akvarija Pula na aklimatizaciju. Protok
vode odrZavan je na brzini od 200 L / h. Nakon 14 dana aklimatizacije zapocet je
eksperiment te je 60 jedinki prebaCeno u tri manja proto€na bazena. Svaki bazen
sadrzavao je 20 jedinki te su unutar bazena uvjeti postavljeni kako je opisano u
poglavlju 3.2. Postavljanje posebnih uvjeta uzgoja Skoljkasa u bazenima. Svaka je
jedinka oznaCena malim plasti¢nim brojem kako bi se mogli pojedinacno pratiti njezini

parametri i na poCetku i kraju eksperimenta.

3.2. Postavljanje posebnih uvjeta uzgoja sSkoljkasa u bazenima

Istrazivanje je provedeno tijekom mjesec dana praéenja jedinki u tri razliCita bazena s
protokom morske vode te redovitom ishranom koja se sastojala od fitoplanktonske
mjeSavine kulture zivih mikroalgi (Tetraselmis sp. i Isochrysis sp.) i liofiliziranih
mikroalgi (Skeletonema sp., Phytobloom) uzgojenih takoder u Aquariumu. Kako bi
koli¢ina hranjiva bila proporcionalno to¢na, odredena je ovisno o broju jedinki u
bazenu. Bazeni su odijeljeni u K1-K3 (Slika 2). U prvi ,kontrolni bazen“ (Kontrola) uvijeti
temperature i pH vrijednosti nisu mijenjani te su Skoljkasi hranjeni samo osnovnhom
hranom mjeSavine fitoplanktona. Drugi je bazen bio s ,promijenjenim klimatskim
uvjetima“ (ApHAT), tako S$to je temperaturna vrijednost povisena za 2 °C, a pH
vrijednost snizena za 0,2 jedinica uz osnovno prihranjivanje kao u kontrolnom bazenu.
U treCem eksperimentalnom bazenu uvjeti temperature i pH isto tako bili su izmijenjeni
kao u drugom bazenu, ali je uz osnovnu prehranu dodana i probioti¢ka kultura bakterija
mlijeCne kiseline Lactobacillus plantarum | (Zive mokre mase) kao nadohrana
(ApHAT+LAB). U svaki od bazena stavljeno je 20 jedinki CeSljaa za pracenje.
Parametri vode (temperatura, pH, oksidacijsko redukcijski potencijal, vodljivost,
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koncentracija otopljenog kisika) mjereni su viSeparametarskom sondom Hanna
HI198194.

Slika 2. Eksperimentalni bazeni u koje su postavljene ¢esljace tijekom perioda od 28 dana.

Parametri okoliSa u bazenima su promijenjeni na nacin da je vrijednost pH smanjena
putem cijevi koja je iz plinske boce ispustala mjehuri¢e ugljikovog dioksida u vodu €ime
se smanjio pH vode bazena. Cijev je sagradena sa sustavom spirale kako bi se
mjehuriéi plina polako otapali u vodi bez izdizanja na povrsinu i prelaska u atmosferu.
Temperatura je poviSena pomocu grijaca za akvarij koji je konstantno grijao bazen. U
jednom bazenu s promijenjenim uvjetima okoliSa, dodan je i probiotik. Probiotik je za

Skoljkase primijenjen uz ishranu kao Starter kultura.

3.3. Mjerenje morfometrijskih parametara cesljaca

Svi su morfoloSki parametri uzeti na pocCetku i na kraju eksperimenta. Nadalje, iz
svakog bazena, od ukupnih prezZivjelih jedinki 5 je jedinki poslano u Zagreb na
Prehrambeno-biotehnoloski fakultet gdje je isti dan odradena mikrobioloSka analiza
dok su ostale jedinke analizirane istog dana. Cesljage su izvadene pomoéu mrezice te
osusene ru¢nikom kako bi rukovanje njima bilo lakSe. Ostrugan je obrastaj s ljustura
pomocu skalpela te skinuti broj koji je bio zalijeplien na ljusturi za raspoznavanje
svakog Skoljkasa. Ovi procesi CiS¢enja Skoljkasa potrebni su kako bi njihova masa
mogla biti to€no izmjerena. Nakon pripreme Skoljkasa, slijedilo je vaganje ukupne
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mase Skoljkasa (eng. fotal weight - TW), mjerenje duzine (eng. shell length - SL), visine
(eng. shell height - SH) i debljine (eng. shell thickness - ST) Skoljkasa pomocu digitalne
pomi¢ne mjerke preciznosti 0,01 (Slika 3). Nadalje smo otvorili Skoljkase te paZljivo
odvojili miSi¢ aduktor, gonade, hepatopankreas te ljuSturu (Slika 4). Sva su tkiva
takoder zasebno izvagana kako bi se kasnije mogle uociti promjene u rastu ljusture

naspram rasta mekog tkiva Cesljaca.

IzraCunata je stopa prirasta i specificna stopa prirasta duljine ljuSture i mokre tezine
Cesljaca. Ovi parametri odredeni su za trideset mati¢nih jedinki po spremniku putem
izraCunavanja promjene duljine i tezine tijekom eksperimentalnog razdoblja. KoriStene
su sljedece jednadzbe: Stopa prirasta prema duljini (GRI) = (Lf - Li)/t; Stopa prirasta
prema masi (GRw) = (Wf- Wi)/t; Stopa specificnog prirasta prema duzini (SGRI) = In
(In(Lf) - In(Li))/t x 100; i Stopa specificnog prirasta prema masi SGRw = In (In(Wf)-
In(Wi))/t x 100, gdje je Lf konacCna prosjeCna duljina ljusture, Wf je mokra tezina
organizma na kraju eksperimenta, Li je poCetna prosjecna duljina ljusture, Wi je mokra
tezina na pocCetku eksperimenta, In oznaCava prirodni logaritam, a t je vrijeme

eksperimenta u danima.

Debljina ljusture (ST)

Visina
ljusture
(SH)

.

Duzina ljusture (SL)

Slika 3. Morfometrijski parametri EeSljace (Prilagodeno iz: Schmidt i sur., 2008).
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Slika 4. Proces odvajanja dijelova mekog tkiva ¢esljaca za izraunavanje morfometrijskih parametara.

3.4. Statisticka obrada podataka

Rezultati su prikazani u grafovima prema srednjoj vrijednosti i pripadaju¢im
standardnim devijacijama. Razlike izmedu morfometrijskih parametara ceSljaca u
kontrolnom i eksperimentalnim bazenima izraCunate su ANOVA analizom, a potom je
koriSten post hoch Tukey HSD test kako bi se utvrdila statisticka razlika izmedu dvije

skupine Skoljkasa u programu Statistika 9.0.
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4. REZULTATI

4.1. Analiza parametara morske vode u bazenima

Na Slici 5 prikazana je promjena temperature tijekom 28 dana trajanja eksperimenta.
Temperaturni uvjeti u kontrolnom bazenu (Kontrola) nisu mijenjani, a ovisili su
isklju€ivo o temperaturi morske vode koja je tekla bazenom. Varirali su izmedu 14,5 °C
i 16,5 °C te predstavljaju uvjete u kojima bi se Skoljkas nalazio u prirodi. U bazenu s
uvjetima klimatskih promjena (ApHAT) konstantno su odrzavani uvjeti poviSene
temperature za 2 °C u rasponu izmedu 15,9 °C i 17,4 °C Sto dokazuje da je
temperatura u usporedbi s Kontrolnim bazenom poviSena kako bi se simulirali uvjeti
globalnog zagrijavanja. U bazenu s kombiniranim ucinkom klimatskih promjena i
dodatkom probiotika Lactobacillus plantarum | (ApHAT+LAB), temperaturni uvjeti
varirali su izmedu 15,6 °C i 17,3 °C. U sva tri eksperimentalna bazena primijeéen je
porast temperature za oko 1 °C od prvog do dvadesetosmog dana, zbog zagrijavanja
morske vode uslijed poviSenja temperature u atmosferi tijekom proljeca.

18
17,5

._‘
~
‘{t

R
,)

|
[=)]

15,5

[
[%3]

Temperatura (°C)

,_.
e
B

13,5
13

Dani

Slika 5. Temperatura u kontrolnom bazenu (Kontrola), u uvjetima klimatskih promjena (ApHAT) i u
bazenu s kombiniranim uc¢inkom klimatskih promjena i dodatkom probiotika Lactobacillus plantarum |
(ApHAT+LAB).
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Na Slici 6 vidljivo je da je kontrolni bazen (Kontrola) imao varijacije u vrijednosti pH
izmedu 7,8 i 8,0. Vrijednost pH je u bazenima s promijenjenim uvjetima bila za 0,2
manja u usporedbi s kontrolnim bazenom. Bazen s uvjetima klimatskih promjena
(ApHAT) predstavljao je varijacije u pH izmedu 7,4 i 7,8, isto vrijedi i za bazen s
kombiniranim ucinkom klimatskih promjena i dodatkom probiotika Lactobacillus
plantarum | (ApHAT+LAB). Vrijednosti pH sniZzavale su se i povisivale kroz dan, no

vrijednosti u sva tri bazena bile su uniformne u promjenama.

81

7,9
7.8
7,7

Z76
7.5
7,4
7,3
7.2
7.1

Dani

Slika 6. Prikaz vrijednosti pH u kontrolnom bazenu (Kontrola), u uvjetima klimatskih promjena (ApHAT)
i u bazenu s kombiniranim u¢inkom klimatskih promjena i dodatkom probiotika Lactobacillus plantarum
| (ApHAT+LAB).
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4.2. Analiza morfometrijskih parametara cesljace
Svi morfometrijski parametri ¢eSljata iz kontrolnog i dva eksperimentalna bazena
ukazuju na porast tijekom eksperimenta, ali bez statistiCki zna€ajnih promjena Sto je

vidljivo u Tablici 1. gdje p vrijednost za sve parametre prelazi 0,05.

Tablica 1. Rezultati analize morfometrijskih parametara Ce$ljata (N = 60): SS- suma kvadrata
odstupanja; df- broj stupnjeva slobode izmedu i unutar skupina; MS- srednja vrijednost sume kvadrata;
F- izraun omjera varijance izmedu i unutar skupina; p - vrijednost znacajnosti (statisticki znacajne
razlike (p < 0,05) su podebljane).

Parametar SS df | MS F p

Ukupna masa (TW) 163 1 11,63 0,179 0,674788
Duzina (SL) 0,023931 2 10,011965 2,562071 0,089442
Sirina (ST) 3042 1 13,942 0,7805 0,384240
Visina (SH) 025 1 10,25 0,07 0,787888

Prosje¢na ukupna masa €esljaca iz kontrolnog bazena (Kontrola) pokazuje porast s
14,32 na 15,36 g. ProsjeCna tezina u uvjetima klimatskih promjena (ApHAT) pokazuje
porast s 12,45 na 13,93 g te u bazenu s kombiniranim uc¢inkom klimatskih promjena i
dodatkom probiotika Lactobacillus plantarum | (ApHAT+LAB) pokazuje porast s 12,82
na 14,10 g (Slika 7).

20,00

18,00
16,00

14,00
12,00
10,00

8,00

Ukupna teZina (g)

6,00
4,00
2,00

0,00

Kontrola ApHAT ApHAT+LAB

Slika 7. Ukupna masa Cesljaca (g) u kontrolnom bazenu (Kontrola), u bazenu s postavljenim uvjetima
klimatskih promjena (ApHAT) i u bazenu s kombiniranim u€inkom klimatskih promjena i dodatkom
probiotika Lactobacillus plantarum | (ApHAT+LAB). Plavi stupac predstavlja ukupnu masu ¢eSljac¢a na
poCetku postavijanja eksperimenta dok narancasti stupac predstavlja istu vrijednost na kraju
eksperimenta.
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Na Slici 8 za prosjeCnu duzinu CesljaCa nije uoCena statistiCki znaCajna razlika u
kontrolnom bazenu (Kontrola) te je parametar stagnirao od 48,63 do 48,85 mm. U
bazenu s uvjetima klimatskih promjena (ApHAT) vidljiv je mali porast s 46,32 na 47,28
mm, dok u bazenu s kombiniranim uc€inkom klimatskih promjena i dodatkom probiotika

Lactobacillus plantarum | (ApHAT+LAB) javio se porast s 46,28 na 47,62 mm.
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Slika 8. Duzina €eSljaca (mm) u kontrolnom bazenu (Kontrola), u uvjetima klimatskih promjena (ApHAT)
i u bazenu s kombiniranim u¢inkom klimatskih promjena i dodatkom probiotika Lactobacillus plantarum
| (ApHAT +LAB). Plavi stupci predstavljaju duzinu na samom pocetku eksperimenta dok narancasti
predstavljaju duzinu na kraju eksperimenta.

Slika 9 prikazuje debljinu ¢esljaca u tri eksperimentalna bazena. Rezultati ukazuju da
nije do$lo do znagajne promjene prosjecne debljine u kontrolnom bazenu (Kontrola)
gdje su CesljaCe porasle u Sirini s poCetnih 47,94 na 48,21 mm. U bazenu s uvjetima
klimatskih promjena (ApHAT) takoder nije vidljivo povecanje debljine ¢esljata s 46,53
na 46,62 mm, dok u bazenu s kombiniranim u€inkom klimatskih promjena i dodatkom
probiotika Lactobacillus plantarum | (ApHAT+LAB) vidljiv je neSto vedi, ali joS uvijek

minimalan, porast s 46,60 na 46,98 mm.
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Slika 9. Debljina ¢esljacéa (mm) u kontrolnom bazenu (Kontrola), u uvjetima klimatskih promjena
(ApHAT) i u bazenu s kombiniranim ucinkom klimatskih promjena i dodatkom probiotika Lactobacillus
plantarum | (ApHAT+LAB). Plavi stupci predstavljaju debljinu ¢esljaca na samom pocetku eksperimenta
dok narancasti predstavljaju Sirinu na kraju eksperimenta.

Sa slike 10 zaklju€ivo je da prosjecna visina €esljaca u kontrolnom bazenu (Kontrola)
predstavlja minimalan rast sa 16,32 na 16,52 mm. Ce$ljaée u bazenu s uvjetima
klimatskih promjena (ApHAT) prikazuju promjenu s 15,26 na 15,46 mm, dok u bazenu
s kombiniranim ucinkom klimatskih promjena i dodatkom probiotika Lactobacillus
plantarum | (ApHAT+LAB) prikazuju promjenu s 15,68 na 15,94 mm, no sve promjene
u visini nisu statistiCki znacCajne.
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Slika 10. Visina ¢eSlja¢a (mm) u kontrolnom bazenu (Kontrola), u uvjetima klimatskih promjena (ApHAT)
i u bazenu s kombiniranim u¢inkom klimatskih promjena i dodatkom probiotika Lactobacillus plantarum
| (ApHAT+LAB). Plavi stupci predstavljaju visinu na samom pocetku eksperimenta dok narancasti

predstavljaju visinu na kraju eksperimenta.
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4.3. Analiza prirasta ¢esljace

Prirast ¢esljaCa pokazuje statisticki zna€ajne promjene u masi (P —masa) i specificnom
prirastu prema masi (SP — masa) te prirastu prema duzini (P — duzina). Specifi¢an
prirast prema duZini nije statisticki znacajan izmedu bazena s ceSljaSama (p=
0,439714) (Tablica 2.).

Tablica 2. Rezultati analize prirasta mase (P) i specifi€¢nog prirasta mase (SP) ¢esljaca (N = 60) prema
masi i duzini: SS- suma kvadrata odstupanja; df- broj stupnjeva slobode izmedu i unutar skupina; MS-
srednja vrijednost sume kvadrata; F- izraCun omjera varijance izmedu i unutar skupina; p - vrijednost

znacajnosti (statisticki znac¢ajne razlike (p < 0,05) su podebljane).

Parametar | SS df MS F p

P - masa 0,059598 2 0,029799 16,02901 | 0,000008
P - duzina 0,023931 2 0,011965 2,562071 | 0,059442
SP - masa 0,592916 2 0,296458 5,42862 0,007813
SP - duzina 0,026915 2 0,013457 0,837167 | 0,439714

Iz Tablice 3. vidljivo je da postoji znaCajna razlika u pojedinim grupama uzoraka
(bazenima) ovismo o parametru koji se ispituje. Promatrajuci prirast prema masi moze
se zakljuciti da je u ApHAT bazenu u usporedbi s kontrolnim bazenom razlika u prirastu
prema masi statistiCki znacajna. U ApHAT+LAB bazenu je razlika u prirastu prema

masi takoder znacajna u usporedbi s prirastom u Kontrolnom bazenu i ApHAT bazenu.

Razlika u prirastu prema duZzini u ApHAT bazenu u usporedbi s kontrolnim bazenom
je statistiCki znacCajna, dok je razlika u prirastu prema duzini u ApHAT+LAB bazenu
statisticki znacajna iskljuCivo u usporedbi s kontrolnim bazenom, no u usporedbi s

ApHAT bazenom nije prisutna statistiCki znaCajna razlika (Tablica 3.).

Znacajna statistiCka razlika vidljiva je i u specificnom prirastu prema masi, ali jedino u
ApHAT+LAB bazenu u usporedbi s ApHAT bazenom, dok nije uo€ena znagajna razlika

izmedu ApHAT i ApHAT+LAB bazena u usporedbi s kontrolnim bazenom (Tablica 3.).
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Kod specificnog prirasta prema duzini nema statisticki znacajne razlike u vrijednosti

parametara izmedu sva tri eksperimentalna bazena (Tablica 3.).

Tablica 3. Prikaz p vrijednosti Tukey HSD testa prema prirastu mase i duzine i specificnom prirastu

su oznac¢ene podebljano.

Parametar  Bazen ApHAT ApHT+LAB
P-masa  Kontrola 0,008128  0,024862
ApHT 0,000125
P - duzina Kontrola 0,001567 0,057229
ApHT 0,980750
SP - masa Kontrola 0,501109 0,070717
ApHT 0,006200
SP -duzina Kontrola 0,419439 0,937499
ApHT 0,683768

Slika 11 prikazuje prirast ¢eSljata prema masi u tri razli€ita bazena. U kontrolnom
bazenu (Kontrola) vidljiv je prirast prema masi od 0,035 mm/dan. Bazen s uvjetima
klimatskih promjena (ApHAT) prikazuje prirast od 0,056 mm/dan, dok u bazenu s
kombiniranim ucinkom klimatskih promjena i dodatkom probiotika Lactobacillus
plantarum | (ApHAT+LAB) vidljiv je vrlo sli€an prirast onome u ApHAT bazenu od
0,054 mm/dan, ali s vec¢im oscilaciama u prirastu nego u bazenu sa samo
promijenjenim uvjetima bez dodatka probiotika Lactobacillus plantarum |. Prirast

prema masi u svakom od bazena je statisticki zna¢ajan (p= 0,000008, Tablica 2).
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Slika 11. Prirast ¢esljaca prema masi u kontrolnom bazenu (Kontrola), u uvjetima klimatskih promjena
(ApHAT) i u bazenu s kombiniranim ucinkom klimatskih promjena i dodatkom probiotika Lactobacillus
plantarum | (ApHAT+LAB).

Slika 12 prikazuje prirast ¢eSljaca prema duzini u tri razliita bazena. U kontrolnom
bazenu (Kontrola) vidljiv je prirast prema duzini od 0,007 mm/dan, dok je u bazenu s
uvjetima klimatskih promjena (ApHAT) 0,027 mm/dan. U bazenu s kombiniranim
ucinkom klimatskih promjena i dodatkom probiotika Lactobacillus plantarum |
(ApHAT+LAB) javlja se prirast od 0,011 mm/dan. Sveukupna promjena prirasta u
duZinu je statisticki znacajna (p= 0,059442).
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Slika 12. Prirast ¢eSljaca prema duzini u kontrolnom bazenu (Kontrola), u uvjetima klimatskih promjena
(ApHAT) i u bazenu s kombiniranim ucinkom klimatskih promjena i dodatkom probiotika Lactobacillus
plantarum | (ApHAT +LAB).
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Na Slici 13 prikazan je specifiCan prirast ¢esljaca prema masi. U kontrolnom bazenu
(Kontrola) vidljiv je specifiCan prirast prema masi od 0,243% u cjelokupnom periodu
eksperimenta, dok je u bazenu s uvjetima klimatskih promjena (ApHAT) narastao
nesto vise te pokazuje prirast od 0,367%. U bazenu s kombiniranim u€inkom klimatskih
promjena i dodatkom probiotika Lactobacillus plantarum | (ApHAT+LAB) vidljiv je
najmanji specifiCan prirast (0,032%) prema masi usporeduju¢i sa SP prema masi u
kontrolnom bazenu bez probiotika. SP prema masi u uvjetima klimatskih promjena
(ApHAT) je statistiCki je znaCajan od bazena s kombiniranim ucinkom klimatskih
promjena i dodatkom probiotika Lactobacillus plantarum | (ApHAT+LAB) (p=0,006200,
Tablica 3).

—

Kontrola ApHAT ApHAT+LAB

Slika 13. Specifini prirast ¢edljata prema masi u kontrolnom bazenu (kontrola), u uvjetima klimatskih
promjena (ApHAT) i u bazenu s kombiniranim uc¢inkom klimatskih promjena i dodatkom probiotika
Lactobacillus plantarum | (ApHAT +LAB).
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Slika 14 predstavlja specifiCan prirast ¢eSljaCa prema duZzini. SpecifiCan prirast prema
duzini u kontrolnom bazenu (Kontrola) pokazuje mali rast od 0,015%, u bazenu s
uvjetima klimatskih promjena (ApHAT) prikazuje nesto veci SP prema duzini od
0,064%. Cesljace u bazenu s kombiniranim uginkom klimatskih promjena i dodatkom
probiotika Lactobacillus plantarum | (ApHAT+LAB), imaju najmanji SP prema duzini

od 0,002%. U ovom slucaju SP prema duzini nije statisticki zna¢ajan (p= 0,439714).
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Slika 14. Specificni prirast ¢esljaca prema duZzini u kontrolnom bazenu (Kontrola), u uvjetima klimatskih
promjena (ApHAT) i u bazenu s kombiniranim uc¢inkom klimatskih promjena i dodatkom probiotika
Lactobacillus plantarum | (ApHAT+LAB).
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5. RASPRAVA

IstraZivanje je osmiSljeno kao odgovor na kontinuirane izazove za dugoro¢nu odrzivost
sektora marikulture te zbog sigurnosti i zdravlja konzumenata morskih proizvoda u
uvjetima klimatskih promjena. Osnovni cilj istrazivanja bio je uoCavanje utjecaja i
ranjivosti zZivih organizama uslijed klimatskih promjena te o samim mogucnostima
prilagodbe odredenih vrsta na takve promjene. Tijekom trajanja eksperimenta,
promjena parametara temperature i pH vrijednosti u bazenima gdje su drzani Skoljkasi
primijenjena je kako bi se utvrdio ucCinak nad ovom vrstom cCesljaCe. Parametri koji su

2023.). Nastojali su se simulirati kao uvjeti globalnog zagrijavanja ex situ.

U kontrolnom bazenu temperatura i pH predstavljali su karakteristicne vrijednosti ovih
parametara uzetih s dubine od 30 m (dubina na kojoj su uzorkovane ceSljace) te
njihove normalne fluktuacije kroz proljetni period u Jadranskom moru (Kovacic i sur.
2022). Bazeni s promijenjenim uvjetima predstavljali su povi$enje temperature za 2 °C
te smanjenje pH od 0,2 jedinice. Osim promjene uvjeta u bazenima, ¢eslja¢ama je u
jedan bazen dodana i Ziva probioti¢ka kultura u ishranu. Zive bakterijske kulture moraju
se drzati na odredenim temperaturnim uvjetima u hladnjaCi kako bi zadrzale
sposobnost ucinka tijekom primjene (Ringg, 2020). Primjena Zivih bakterijskih kultura
morskim organizmima predstavlja ucinkovitost u rastu i razvoju te u imunoloskom
odgovoru, kao pokazano u radu od Avella i sur., 2010. u kojem je koriSten probiotski
soj Lactobacillus rhamnosus IMC 501 kojeg su primjenjivali ribi klaun vrste Amphiprion
ocellaris (jedinke iz svakog zivotnog stadija) dva puta na dan u vodeni medij kao i u
ishranu. Rezultati su prikazali mnogo bolje prezivljavanje i ubrzani razvoj organizama
u skupinama tretiranim sa zivim probiotikom, buduéi da su li€inke ribe klauna
metamorforizirale 3 dana ranije od li€inki u kontrolnoj skupini. Tjelesna se masa
juvenilnih jedinki nakon 5 dana povecala za tri puta u usporedbi s jedinkama iz
kontrolne skupine sa manjom udestalosti deformiteta. Sto se ti¢e imunoloskog
odgovora uz probiotik, tretirane ribe predstavljale su znatno manju ekspresiju HSP70
gena za razliku od kontrolne skupine riba $to je u korelaciji s povecanjem

prezivljavanja, rasta i razvoja.
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Nakon 28 dana u eksperimentalnim uvjetima, ¢eSljacama su izmjereni morfometrijski
parametri te dobiveni rezultati za ukupnu tezinu (TW), duzinu (SL), debljinu (ST), visinu
(SH), za prirast prema masi i duzini te za specifi€an prirast prema masi i duzini. Prirast
oznacava koli€inu proizvedene biomase tj. ukupan rast organizma od pocetne veliCine
do zavrsne u odredenom vremenskom periodu (ovdje mm/dan) te je ovisan o pocetnoj
koli€ini biomase tj. poCetnoj veli€ini organizma. Specifi€¢an prirast medutim oznacava
koli€inu proizvedene biomase u odredenom periodu vremena te uzima u obzir poCetnu
veli€inu organizma no ona ne odreduje krajnji rast. SpecifiCan prirast je specifican za
odredeni organizam u odredenim standardnim uvjetima te moze dati uvid u vrstu

organizma i u njegova svojstva.

Dosadasnja istrazivanja pokazuju kako se za kraj 21. stoljeca predvida dodatno
smanjenje pH u rasponu od 0,06 i 0,32 jedinice, ovisno 0 razmatranom scenariju
emisije stakleni¢kih plinova. Zakiseljavanje oceana u sjeverozapadnom Sredozemnom
moru vec je vidljivo, uz smanjenje od 0,0013 pH jedinica godiSnje (izmedu 2003. i
2005.), blizu stopa zakiseljavanja uo€enih u drugim podrucjima svjetskih oceana.
Temperaturne promjene u moru takoder su uocCljive u podru€ju Sredozemlja gdje
ukazuju na potencijalno povecanje temperature povrsine mora od 1-1,5 °C u isto€nom
Mediteranu, Egejskom i Jadranskom moru do 2050. godine. Medu ostalim
posljedicama globalnog zagrijavanja, pokazalo se da je povecéanje temperature mora
odgovorno za dogadaje masovne smrtnosti, povecanu osjetljivost na patogene,
morfoloSke promjene te promjene u metabolizmu morskih organizama (Rodrigues i
sur., 2015).

Pretpostavka istrazivanja bila je da ¢e promjena temperaturnih i pH uvjeta doprinijeti
manjem rastu ¢eSljaCa za razliku od kontrolne skupine te da ¢e probiotik pobolj3ati
njihovo prezivljavanje i rast upravo suprotnim djelovanjem. Medutim, prema dobivenim
rezultatima neosporivo je da ovakvi promijenjeni klimatski uvjeti pogoduju rastu i
pozitivnom razvoju A. opercularis. Ta Cinjenica potvrduje ispravnost odabira
alternativne vrste CeSljaCe kao pogodnog organizma za uspje$no prezivljavanje u
uvjetima promjenjivih klimatskih promjena poviSenja temperature i snizenja pH.
Usporedujuéi rezultate u “prirodnim uvjetima” s ostalim rezultatima, zakljucivo je
takoder da je CeSljacama okoli§ optimalniji u buducéim uvjetima globalnog zagrijavanja

nego u trenutnim prirodnim uvjetima. Mogucée je takav pozitivan rast pripisati vi$oj razini
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stresa kojem su organizmi izlozeni pri promjenjivim klimatskim uvjetima, Cime

znacajnije ulazu u rast kako bi mogucénost prezivljavanja bila veca.

Sliéno ovome radu, pozitivan odnos rasta na povisenje temperature i snizenje pH vidljiv
je u joS jednom istrazivanju provedenom nad morskom zvjezdaCom Pisaster
ochraceus, $to je u suprotnosti s prethodnim istraZivanjima. Jedinke su zasebno
izlagane na temperaturama vode u rasponu od 5 °C do 21 °C. PoviSenje temperature
izazvalo je linearno povecanje brzine rasta prema viSim temperaturama te je ubrzalo
brzinu hranjenja, sa optimumom izmedu 15 i 20 °C. Ispitano je i simultano djelovanje
temperature i pH koji su imali pozitivhe uCinke na stope rasta morskih zvjezdaca. lako
je relativna kalcificirana masa P. ochraceus opadala s povec¢anjem COz2, ukupna stopa
rasta nije bila promijenjena. Mogucée je zato $to kalcificirani dio ovog organizma cini
relativno mali udio njegove ukupne mase. Postoji takoder moguce objasnjenje da
smanjeni pH povecava ucinkovitost hranjenja. Na primjer, nesto nizi pH morske vode
mogao bi biti od pomoci u probavi tkiva plijena, ¢ineCi hranjenje energetski manje
zahtjevnim. NaglasSuje se kako povecanje ova dva parametra nece imati izravne

negativne ucinke na sve morske beskraljeSnjake (Gooding i sur., 2009).

Potpuno razli€ite rezultate dobili su Gazeau i sur. 2014. godine koji ukazuju da su
odrasle jedinke dagnje Mytilus galloprovincialis vrlo osjetljive na zagrijavanje mora sa
100% smrtno$¢u uoCenom pri povidenoj temperaturi tijekom ljeta od +3 °C iznad gornje
kriticne temperaturne granice dagniji (25—28 °C). Pregledom literature radova na sli¢nu
tematiku pronadeno je istrazivanje koje su proveli Watson i sur. 2012. godine.
Istrazivanje se temelji na utjecaju acidifikacije mora u simultanom djelovanju s
poviSenjem temperature $to je rezultiralo negativnim djelovanjem na Zljebastu
divovsku Skoljku Tridacnha squamosa koja je pokazala mnogo slabije prezivljavanje od
<20% kada se snizeni pH (7,83) kombinirao s povisenom temperaturom (~ 30 °C). lako
ova vrsta nastanjuje pretezito topla mora juznog Pacifickog i Indijskog oceana, ne
pokazuje dobru moguénost preZivljavanja pri uvjetima globalnog zagrijavanja.
Cinjenica je da se veéina postojecih radova temelji na ve¢ komercijalnim vrstama
Skoljkasa te nije uzeto u obzir detektiranje vrste Cija je adaptacija moguca u stresnim

uvjetima.

U pogledu marikulture Skoljkasa postoji vazna moguénost umjetne evolucijske

prilagodbe uzgajanih komercijalnih vrsta. U rijetkim sluCajevima, istrazivanja su

27



identificirala reakcije na zakiseljavanje mora, koje rezultiraju razlicCitom osjetljivosti
izmedu populacija iste vrste. Tako su primjerice, Parker i sur., 2011. otkrili su da je rast
ljustura mladih jedinki iz populacija kamenica Saccostrea glomerata selektivho
uzgojenih u akvakulturi (za brzi rast i otpornost na bolesti) bio manje osjetljiv tijekom
akutne izlozenosti povisenim pCOz2 (4 dana na -0,4 pH) nego kod prirodne populacije
(Gazeau i sur., 2013).

lako Cimbenici nisu praceni zasebno, smatra se da je povecanje temperature iznad
prirodnih uvjeta vjerojatno najvazniji pogodujuci faktor za ¢eSljacu A. opercularis zbog
toga Sto CesljaCi ubrzava hranjenje, metabolizam i rast. Ova je vrsta Skoljkasa
ograni¢ena na toplije vode, stoga zauzima vode Cija se temperatura krece od
prosjeénog zimskog minimuma od 5 °C do prosje¢nog ljethog maksimuma od 24 °C.
Zbog Siroke temperaturne tolerancije, vjerojatnost je da je CeSljaca A. opercularis
sposobna adaptaciji na ovakvu varijabilnost u temperaturi (Johnson i sur., 2000).
Simultana kombinacija sniZzenja pH i porasta temperature nije pokazala vidljiv
negativan utjecaj na veliCinu ljuSture CeSljaCa, Sto znaci da je izgradnja ljusture
normalno napredovala usprkos snizenju pH vrijednosti. Zapravo, promjena ovih
parametara pogoduje ¢esljaCi A. opercularis, $to se moZe zakljuciti prema podacima
morfometrijskih parametara tj. ukupne tezZine, prosjecne duZzine i visine ¢esljaca koji u
usporedbi s podacima za kontrolni bazen predstavljaju nesto vedi ili jednaki porast ovih
parametara. Jedino se debljina CeSljaCe pokazala veca u kontrolnom bazenu nego u

bazenu s promijenjenim uvjetima morske vode.

Bazen sa izmijenjenim uvjetima daje veci prirast i konkretne rezultate, no razlog tome
je zato Sto su jedinke bile izloZene stresu, Sto bi se moglo potvrditi daljnjim ispitivanjem
enzimskog oksidacijskog stresa. Pretpostavka je da bi enzimi bili poviSeni uz
izmijenjene okoliSne uvjete, dok ne bi bili poviseni uz izmijenjene uvjete i dodatak
probiotika, kako on nastoji ublaZziti stresno stanje CesljaCe. Prema rezultatima prirasta
i specificnog prirasta ¢esljaca vidljivo je da probiotik dodan u ishranu ¢eslja¢a jednom
na dan u kombinaciji s promjenom klimatskih uvjeta daje manje vrijednosti u usporedbi
samo s bazenom u kojem su izmijenjeni klimatski uvjeti. Usporedujuéi sa ¢eSljacama
u kontrolnom bazenu s prirodnim uvjetima, CeSljaCama iz bazena s dodatkom
probiotika se opéenito poboljSalo stanje, $to je pozitivha strana dodavanja probiotika
u populaciju Celjaca. IskljuCuje se mogucnost nedostatka hranjiva kao uzrok neuspjeha

boljeg razvoja CeSljaCa uz probiotik zato Sto, znajuéi da koncentracija nutrijenata
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uvelike utjeCe na rast organizma, nutrijenti su dodani u jednakim koliCinama kako
prehrana ne bi utjecala na prouCavane promjene parametara. Medutim, pretpostavka
je da primjena probiotika Skoljkasima poboljSava imunoloski odgovor u susretu s
patogenim organizmima i ostalim izvorima bolesti koji su pozitivno korelirani s
poviSenom temperaturom, $to bi se u tom slu€aju prikazalo kao koristan ucinak
probiotika na ciljani uzgojni organizam. Dobiveni rezultati ukazuju na potrebu za
dodatnim i opSirnijim istrazivanjima u podrucju koriStenja probiotika mlijeCne kiseline
kao suplementa za SkoljkaSe, posebice u vidu ispitivanja stanja oksidacijskog stresa u

CeljaCama iz ovog istrazivanja.

Cinjenica je da izmijenjeni klimatski uvjeti pridonose povisenom prirastu &esljaga, no
moguci su i drugi razlozi za objasSnjenje pozitivnog prirasta u masu i duzinu te
specificnog prirasta u masu i duzinu, koji su mogli indirektno utjecati na ishod
eksperimenta. Moguce je da je rast morfoloskih parametara ¢esljaca indirektno bio pod
utjecajem sezonskih promjena kako se period eksperimenta odvijao tijekom oZujka te
je u proljece veca prirodna koncentracija hranjiva u moru uslijed ¢ega CeSljaCe brze
rastu. Uz indirektan utjecaj sezone eksperimenta, moguce je da su CeSljaCe prikazale
bolji rast nego u prirodnom okruzenju zato Sto su uvjeti u akvarijima u kojima su drzane
bili idealni (dovoljna stalna koli€¢ina hrane, svijetlosti, cirkulacija vode itd.), kakvi u

prirodi nisu.

Jos jedan moguci indirektan razlog poveéanja mase Skoljkada jest blizenje sezone
mrijesta. Razdoblje razmnozZavanja CeSljaca pocinje od travnja i traje do rujna u
Sredozemnom moru. Najveca stopa razmnozavanja deSava se sredinom ljeta u
Jadranskom moru, osobito u srpnju i kolovozu (Kovaci¢i sur., 2023). U istom razdoblju,
s maksimumom u srpnju i kolovozu, navodi se sezona mrijesta za druge vrste Skoljkasa
kao kamenica Crassostrea gigas (Enriquez-Diaz i sur., 2009). Priblizavanjem vremenu
razmnozavanja, CeSljaca usredotoCuje rast i razvoj u gonade kako bi do ljeta bila
spremna proCi kroz gametogenezu i stvaranje spolnih stanica. Buduci se ceSljaca
razmnozava ljeti, gonadosomatski indeks u periodu prolje¢a, za vrijeme odvijanja
eksperimenta, trebao bi biti poviSen. Veli€ina gonada Skoljkasa je dakle mogla biti
povecana $to povecava ukupnu masu mekog tkiva ¢esljace. Istovremeno uslijed rasta
gonada bi masa ostalog mekog tkiva ¢esljace trebala stagnirati zbog toga Sto se tada

energija za rast prestaje trositi.
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6. ZAKLJUCAK

Vrsta CeSljaCe A. opercularis pogodna je za uzgoj u uvjetima globalnog zagrijavanja
zbog Sirokog raspona tolerancije na temperaturne oscilacije i mogucnosti prilagodbe

promjenama u okoliSu.

Povecanje temperature i smanjenje pH vrijednosti u eksperimentalnim bazenima u
trajanju od jednog mjeseca doprinijelo je boljem rastu CeSljata u usporedbi s

rezultatima koji su zabiljezeni za CeSljaCe u nepromijenjenim kontrolnim uvjetima.

Eksperiment se odvijao tijekom prolje¢a kada su temperature opéenito najoptimalnije
za razvoj Skoljkasa, medutim rezultati su pokazali da su i viSe temperature te nizi pH

pogodni za razvoj ove vrste.

Cesljaca Aequipecten opercularis dobar je primjer alternativne vrste $koljkasa za
konzumaciju na podruc€ju Mediterana i Jadranskog mora, posto ¢e biti dostupnija od
drugih prekomjerno izlovljenih vrsta. Takoder, ova vrsta ¢eSljaCe dobra je alternativna
vrsta Skoljkasa zbog toga $to je pod povisenom temperaturom i sniZzenim pH pokazala
znatno bolje rezultate nego li u kontrolnim trenutnim uvjetima okoliSa te je za
pretpostaviti da ¢e ju biti moguce i lakSe uzgajati u buducim, izmijenjenim okoliSnim

uvjetima koji se predvidaju do kraja stoljeca.

Budu¢i u eksperimentu nije razmotren najgori moguci scenarij za povisenje
temperature mora u Mediteranu, za vrijeme ljetnih toplinskih valova, postoji moguénost
da iznad odredene temperature CeSljaca A. opercularis nece prezivjeti ili ¢e posljedice
povisenja temperature viSe od 2 °C biti negativne za njezin daljnji pozitivan rast i razvoj.
Zbog toga su potrebna daljnja istraZivanja kako bi se mogla iskljuciti spomenuta

mogucnost.

Potrebna su dodatna istrazivanja o tome kako sniZeni pH utje€Ce na gradnju ljuStura
kalcificiraju¢ih organizama nakon dugog vremenskog perioda, posebice kod li€inki i

kod mladi ove vrste Skoljkasa.

lako je primjena probiotika rezultirala opéenito pozitivnim ishodom, prednost primijene
probiotiCkih kultura bakterija mlijeCne kiseline mogla bi se jasnije vidjeti na jedinkama
koje dodu u kontakt s izvorom bolesti, usporedujuci preZivljavanje s jedinkama koje

nisu hranjene probiotikom. U tom bi se slu€aju jasnije moglo zaklju€iti o prednosti
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dodatka probiotika u populaciju Skoljkasa. Dodatna su istrazivanja stoga svakako
potreba na temu ispitivanja prednosti primjene probiotickih starter kultura u uzgoju

Skoljkasa.
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8. SAZETAK

Klimatske promjene posljedica su globalnog zagrijavanja povrSine Zemlje, koje se
odvija kako na kopnu tako i u oceanu. Pretpostavka je da ¢e temperatura mora porasti
za 2 °C u narednih 50-ak godina $to bi mnoge organizme koiji se koriste u marikulturi
moglo dovesti do ruba prezivljenja. Najvecu prijetnju SkoljkaSima danas predstavljaju
promjena temperature i zakiseljavanje mora. PoviSenje temperature mora utjeCe na
metabolizam i preZivljavanje SkoljkaSa dok smanjenje pH moze dovesti do
onemogucéenja gradnje ljustura. U ovom je radu stoga provedeno ispitivanje utjecaja
povisenja temperature (za 2 °C) i snizenja pH (za 0,2) nad alternativnom vrstom
Skoljkasa za wuzgoj ceSljaCom Aequipecten opercularis kroz mjesec dana u
zatoCenistvu. U istraZivanju su uz kontrolni bazen postavljena dva eksperimentalna
bazena s poviSenom temperaturom za 2 °C i snizenom pH vrijednosti za 0,2 jedinice
od kojih je u jednom uz dodatak u prehrani Zive probiotske bakterije ukljuCen i soj
Lactobacillus plantarum |. Nakon perioda od 28 dana mjereni su morfometrijski
parametri svih jedinki ¢eSljale A. opercularis iz triju bazena. Rezultati otkrivaju da
promjena uvjeta tijekom perioda od mjesec dana pozitivno utjeCe na rast i razvoj
cesljaCa, Sto potvrduje odabir ove vrste kao alternativne vrste Skoljkasa koji bi se
mogao dobro prilagoditi na predstoje¢e klimatske promjene. Dodatak probiotika u
prehranu ¢esljaCa doveo je do pozitivhog prirasta, ali je isti bio smanjen u usporedbi
sa skupinom c¢esljaCa iz bazena samo s promijenjenim uvjetima okoliSa. Dobivene je
rezultate moguce objasniti Cinjenicom kako je probiotik normalizirao stanje organizma
u stresnim uvjetima tj. odgovor CeSljaCa na promjene uvjeta okolisa, radi ¢ega su
rezultati tretmana Cesljaca s izmijenjenim uvjetima okoliSa uz dodatak probiotika bili

sli¢niji onima u kontrolnoj skupini.
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9. ABSTRACT

Climate change is a consequence of global warming of the Earth's surface, which takes
place both on land and in the ocean. The assumption is that the sea temperature will
rise by 2 °C in the next 50 years, which could bring many organisms used in mariculture
to the brink of survival. The biggest threat to shellfish today is the temperature change
and sea acidification. An increase in sea temperature affects the metabolism and
survival of bivalves, while a decrease in pH can lead to the inability to build outer shells.
Therefore, the influence of temperature increase (by 2 °C) and pH decrease (by 0.2)
was investigated in this study on an alternative species for farming the bivalve mollusc
conventionally called the queen scallop (Aequipecten opercularis) during one month in
captivity. In the research, two experimental pools with a temperature increase of 2 °C
and a pH value lower by 0.2 units were set up in addition to the control pool, in one of
which the live probiotic bacteria Lactobacillus plantarum | strain was included in the
diet. After a period of 28 days the morphometric parameters of all individual Queen
scallops A. opercularis from three pools were measured. The results reveal that the
change in conditions over a period of one month positively affects the growth and
development of the queen scallop, which confirms the selection of this species as an
alternative bivalve species that could adapt well to the upcoming climate changes. The
addition of probiotics to the diet of queen scallops led to a positive increase in growth,
but it was reduced compared to the group of queen scallops from the pool with changed
environmental conditions only. The obtained results can be explained by the fact that
the probiotic normalized the state of the organism under stressful conditions, i.e. the
queen scallops' response to changes in environmental conditions, which is why the
results of the treatment of A. opercularis with changed environmental conditions with

the addition of probiotics were more similar to those from the control group.
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