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1. UVOD

1.1. Osnovna morfoloSka obiljezja dagnje Mytilus galloprovincialis

Taksonomija

Carstvo (Regnum): Animalia (Zivotinje)
Koljeno (Phylum): Mollusca (mekusci)
Razred (Classis): Bivalvia (Skoljkasi)
Podrazred (Subphylum): Pteriomorphia
Red (Ordo): Filibranchia (konc¢astoskrgasi)
Porodica (Familia): Mytilidae (dagnje)
Rod (Genus): Mytilus

Vrsta (Species): Mytilus galloprovincialis (Mediteranska dagnja)

Mediteranska dagnja Mytilus galloprovincialis (Lamarck, 1819) je vrsta SkoljkaSa iz porodice

Mytilidae (Slika 1). Na podruc¢ju Hrvatske nalazimo je duz cijele obale Jadranskog mora.

Dagnje svoj zivotni ciklus zapocinju kao mikroskopske li¢inke, koje plutaju na velike
udaljenosti (1 viSe od 200 km) noSene morskim strujama prije nego nasele bentos (Suchanek 1
sur. 1997). Nakon naseljavanja, li¢inke zapocinju preobrazbu u odraslu formu i luce bisusne
niti kojima se prihvacaju za tvrdi supstrat. Prirodne populacije naseljavaju obalne zone s
kamenitim podlogama, zone plime 1 oseke, ali se mogu nastaniti 1 na plutatama, trupovima
brodova, sidrima tvore¢i guste obrastaje (Zupan 2012). Upravo obrastaji na trupovima

brodova kao 1 prijevoz balastnim vodama doprinose rasprostranjivanju ove vrste.

Budu¢i da naseljavaju podru¢ja sa velikim rasponom okoliSnih uvjeta, dagnje raznim
prilagodbama ukazuju na toleranciju okoli$nih ¢imbenika. Razni ¢imbenici kao $to su valovi
(Zardi, McQuaid 1 Nicastro 2007), zakiseljavanje (Gazeau 2014) i prisutnost predatora
(Freeman 2007) utjeCu na morfologiju dagnje, koja u nepovoljnim uvjetima pokazuje smanjen
rast (Freeman 2007), promjenu veli¢ine miSi¢a aduktora (Reimer i1 Tedengren 1996),

zadebljanja ljusture (Brown, Aronhime i Wang 2011) i dr.



LjuSture su bilateralno simetri¢ne, duguljaste i zaobljene na krajnjem rubu, tamno plave do
crne boje s bisernim unutarnjim slojem. Uobicajena duljina ljusture je od 5 do 8 cm, a zbog
mogucnosti ubrzanog rasta pojedine jedinke mogu dosegnuti duljinu do 7 cm unutar prve

godine zivota (Deelia 2015).

Slika 1. Mediteranska dagnja Mytilus galloprovincialis (Lamarck, 1819).

1.2. Sestrinske vrste

Mediteranska dagnja Mytilus galoprovinciallis jedna je od tri vrste koje naseljavaju morska
staniSta u Europi. Tu joS$ spadaju sestrinske vrste Mytilus edulis Linne, 1758 te Mytilus
trossulus Gould, 1850. M. galloprovincialis je autohtono rasprostranjena u Mediteranskom,
Crnom Moru te Spanjolskoj Atlantskoj obali (Iberian Atlantic coast). M. edulis se autohtono
nalazi na obalama Srednje i Zapadne Europe, dok je M. trossulus prirodno nastanjena u
Baltickom moru. Osim ve¢ spomenutih vrsta koje naseljavaju podrucje Europe, porodica
Mpytilidae obuhvaca jo§ 1 Mytilus zonarius Lamarck, 1819 te Mytilus chilensis Hupé, 1854
(Zupan 2012).

U regijama gdje se preklapaju staniSta vrste M. galloprovincialis 1 M. edulis se mogu krizati 1
davati plodno potomstvo. Raspoznavanje ove dvije vrste na temelju morfologije ljuSture

obi¢no je vrlo teSko zbog ekstremne plasti¢nosti oblika uzrokovane varijacijama okolisa



(Beaumont, Gjedrem 1 Moran 2006), a njihovi hibridi ¢esto izgledaju kao Ciste vrste (Newell,

Wildish i McDonald 2001).

1.3. Morfometrija u znanstvenim istrazivanjima

Morfometrija se odnosi na kvantitativnu analizu forme, odnosno koncepta koji obuhvaca
veli¢inu 1 oblik (Breno, Leirs i1 Van Dongen 2011). Primjenjuje se u mnogim znanstvenim
poljima, a u biologiji se bavi proucavanjem tjelesnih mjera i oblika neke zivotinjske vrste.
Tjelesne mjere karakteristi¢ne su za pojedinu vrstu i populaciju uz vece ili manje varijacije.
Te varijacije ovise o razli¢itim okoliSnim uvjetima, genotipu, mutacijama i1 razvojnim
promjenama u obliku te je glavni cilj morfometrije statistiCki ispitati utjecaj ¢imbenika na
oblik.

Morfometrijske analize mogu se podijeliti na tradicionalne i geometrijske pri cemu

tradicionalne analize pokazuju odredena ograni¢enja u odnosu na geometrijske.

1.3.1. Tradicionalne metode morfometrije

Tradicionalna metoda morfometrije ukljucuje racunanje udaljenosti bez uzimanja u obzir
geometrijske konfiguracije znacajki (Holland, 2009). Analiziraju se mjere kao $to su duljina,
Sirina, masa, omjeri, stoga su tradicionalni morfometrijski podaci opéenito mjere veli¢ine.
Korisni su kada su apsolutne ili relativne veli¢ine od posebnog znacaja, kao S$to je istrazivanje
rasta, te kada su mjerenja veli€ine od teorijskog znafaja u istrazivanjima funkcionalne
morfologije. Takoder su korisni kod utvrdivanja u kojoj mjeri pojedini zagadivaci imaju

utjecaja na jedinke (https://en.wikipedia.org/wiki/Morphometrics). Najveca prednost ove

metode je da je vrlo jednostavna, no ima nedostatke. Jedan od nedostataka tradicionalne
metode je taj da mjerenja iz dva razli¢ita uzorka mogu dati jednake rezultate, jer podaci ne
ukljucuju lokaciju gdje su mjerenja uzeta. Takoder, nije moguce rekonstruirati graficki prikaz

oblika iz uzetih mjerenja.

1.3.2. Geometrijske metode morfometrije

Geometrijska morfometrija predstavlja vazan alat za istraZivanje evolucijske 1 razvojne
biologije. Osim §to obuhvaca niz novih analitickih alata za rjeSavanje pitanja koja su uvijek
bila u srediStu proucavanja asimetrije metode geometrijske morfometrije nude fleksibilan
pristup za kvantificiranje morfoloskih varijacija koje se kasnije mogu Kkoristiti za

kvantificiranje asimetrije (https://en.wikipedia.org/wiki/Morphometrics).
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Glavne metode se temelje na geometrijskim definicijama oblika, a koriste set znacajki za opis
oblika. Znacajke kao aspekti oblika uklju¢uju proporcije, kutove i relativni raspored u
strukturi organizma. Ova metoda omogucuje analizu cijelog oblika jedinke, neovisno o
veli¢ini, a rezultati daju jasna, logicka razdvajanja veliine 1 oblika koji su konceptualno

razliciti jedan od drugoga iako mogu biti u korelaciji bioloskih podataka (Klingenberg 2015).

1.4. Razvojna stabilnost

Razvojna stabilnost definira se kao sposobnost jedinke da postigne stabilan razvoj uslijed
genetickih ili ekoloskih poremecaja te kao takva predstavlja temeljnu karakteristiku razvoja.
Na stabilnost utjecu i genotip i okoli$ na nacin da razli¢iti genotipovi pokazuju razli¢it stupanj
stabilnosti u istom okoliSu ili isti genotipovi pokazuju razli¢itu stabilnost u razli¢itom okolisu

(Clark 1998).

Oneciscenje, ekstremne temperature, paraziti, nedostatak hrane i velika gusto¢a populacije
uvjetuju razvojnu stabilnost tako da organizmi pokazuju razliite mjere kao npr. odstupanje
od savrSene simetrije tj. fluktuiraju¢u asimetriju (FA) (Lazi¢ 1 sur. 2013). Temeljna
pretpostavka fluktuirajuce asimetrije je da isti genom kontrolira razvoj lijeve i desne strane
bilateralne simetrije, te su razlike izmedu dvije strane uvjetovane okoliSem 1 odrazavaju

smetnje tijekom razvoja utjecuci na zivotni vijek (Clark 1998).

1.4.1. Simetrija

Simetrija bioloSkih struktura moze se definirati kao ponavljanje dijelova u razliitim
polozajima 1 orijentaciji jednog dijela na drugi. Temeljno je obiljezje ve€ine organizama i
njihovih dijelova. Vecina Zivotinja ima bilateralnu simetriju, odnosno jednu ravninu simetrije

koja tijelo dijeli na dva zrcalno jednaka dijela.

Osim bilateralne simetrije, prisutni su i drugi oblici simetrije. Oni su slozeniji jer ukljuc¢uju
viSe od dva dijela te promatraju se kao kompleks simetrija. Dijele se na disimetriju (odredena
sa dvije okomite osi, koje mogu biti razliite u razvojnim 1 funkcionalnim aspektima, a jako je
zastupljena kod biljaka npr. Brassicaceae), rotacijsku simetriju (rotacija dijelova oko jedne ili
viSe osi), translacijsku simetriju (ponavljanje dijelova duz osi u jednom smjeru, pokazuje
segmentiranost Zivotinje npr. koluti¢i kod crva) i spiralnu simetriju (predstavlja rotaciju i

translaciju zajedno npr. ljuSture puzeva).



Proucavanjem i odredivanjem simetrije te uvidanjem razlika izmedu dvije simetrije moze se

analizirati asimetrija (Klingenberg 2015, Graham i sur. 2010).

1.4.2. Fluktuirajuca asimetrija (FA)

Fluktuiraju¢a asimetrija je Siroko prepoznata kao koristan bioindikator egzogenog stresa u
staniStima, prirodnog ili antropogenog tipa (Allenbach 2011) te je najbolji pokazatelj razvojne
nestabilnosti. Budu¢i da je razvojna nestabilnost kontinuirano svojstvo organizma iznos
asimetrije najceS¢e daje informaciju o stupnju razvojne nestabilnosti. Dok razvojno stabilne
jedinke koriste viSe energije za rast, reprodukciju i prezivljavanje, asimetri¢ne jedinke mogu
koristiti viSe energije za odrzavanje i time smanjiti svoju reproduktivnu stopu (Graham i sur.

2010).

Za procjenu fluktuirajuce asimetrije koristi se veliki broj znacajki koje su podijeljene na
metricke (izracun) i morfometrijske (mjerenja). Izracun se temelji na proucavanju malih,
slu¢ajnih odstupanja od savrSene simetrije (Fréchette i Daigle 2002) koja mogu nastati uslijed
djelovanja okolisnih stresora kao Sto su kemijski (zakiseljavanje, pesticidi), fizicki
(temperatura, prozirnost) i bioloSki (infekcija, gusto¢a populacije) (Allenbach 2011).
Odstupanja od savrSene simetrije nastaju kao odgovor na okolisni stres tijekom ontogeneze
gdje se svaki poremecaj u ranom stadiju reflektira u anatomske karakteristike koje prelaze u
asimetriju. Genetski ¢imbenici kao S§to su naruSavanje koadaptivnih genetskih procesa i1
manjak heterozgotnosti doprinose visSoj FA (Fréchette, Goulletquer 1 Daigle 2003) 1 jednom

steCena FA konstantna je kroz Zivotni vijek (Fréchette 1 Daigle 2002).

Da bi se pravilno odredila fluktuiraju¢a asimetrija, uzorci za procjenu trebaju biti veliki, 1 §to
je vise ponovljenih mjerenja rezultati su bolji. Na taj nacin umanjuju se pogreske tako da one

ne utjecu na samu analizu (Graham 1 sur. 2010).



1.5. Utjecaj okoliSnih ¢imbenika na morfologiju dagnje

Fiziologija 1 ponasanje morskih skoljkasa Cesto je uvjetovana utjecajem razlicitih okoliSnih
¢imbenika koji mogu voditi do stresa i tako utjecati na rast, prehranu, reproduktivni ciklus,
podloznosti bolestima, masovni mortalitet i opéu homeostazu organizma (Smodlaka 2015).
Velicina i oblik ljustura daju informacije o fenotipskoj varijaciji medu populacijama dagnji, te

sam W/H/L odnos ukazuje na odgovor jedinki na ekoloski pritisak (Lajus i sur. 2015).

Na razli¢ite prilagodbe cCesto utjecu i dotok nutrijenata, izlozenost valovima, salinitet,

temperatura mora, zakiseljavanje, oneciS¢enje, predacija, parazitizam te dostupnost hrane.

1.5.1. Valovi

Sposobnost organizma da se odupre valovima preduvjet je za zivot u zoni plime i oseke.
Budu¢i da su dagnje cesto glavni okupatori stjenovitih i valovitih obala imaju sposobnost
pricvrS¢ivanja na supstrat ili za drugu jedinku bisusnim nitima (kolagena vlakna iz utora
stopala). Ipak izlozenost valovima utjee na razdoblje mrijesta, reprodukciju i rast organizma.
Vrsta Mytilus galloprovincialis zivi na izlozenim mjestima i ima visoku toleranciju na stres
povecanjem debljine ljusture. Veca tolerancija daje joj moguénosti da kolonizira gornje zone
gdje autohtone vrste nisu u moguénosti za kompeticiju. Snaga pri¢vrs¢ivanja u korelaciji je sa
sezonskom FA 1 povecava se zimi zbog jacih valova mijenjanjem broja i debljine bisusnih niti
(sposobne su izgraditi bisusne niti u 5 minuta smanjenjem povrSinske temperature mora)
(Zardi, McQuaid 1 Nicastro 2007). Osim bisusnih niti jo§ jedna od prilagodbi su i nize 1 uze
ljusture, ¢ime dagnje smanjuju prostor na koji djeluje hidrodinamicki pritisak. Hidraulicki
pritisak smanjuje crpne stope i usporava rast i filtraciju, te smanjuje dotok kisika u plaStanu

Supljinu (Newell, Wildish 1 McDonald 2001).

Povecavanjem gibanja vode povecava se 1 ponuda hrane te filtracija, §to se smatra pozitivnim
uc¢inkom valova. Povec¢ana ponuda hrane omogucuje rast organizama kada udari valova nisu
siloviti, a u izloZenijim mjestima energija dobivena konzumiranjem dostupnih Cestica hrane se
preusmjerava u proizvodnju bisusnih niti i zadebljanje ljuStura, dok visak izlucuju kroz
mukoznu sluz formiranjem pseudofecesa (oslobadanje suspendiranih Cestica koje se ne mogu

koristiti kao hrana) (Zardi, McQuaid i Nicastro, 2007).



1.5.2. Temperatura i salinitet

Sredozemno more smatra se toplim morem s relativno visokim salinitetom. Na obalama
Jadrana organizmi su izloZeni Sirokom spektru temperature od maksimalno 10 °C zimi, do 27
°C stupnjeva ljeti. Salinitet u otvorenom Jadranu iznosi 36,66 %o = 0,77 %o. Dagnja je
prirodno rasprostranjena u mediolitoralu, u pojasu plime 1 oseke ¢iji je povrSinski sloj morske
vode najjace pod utjecajem dnevne i sezonske promjene temperature. Temperatura je jedan od
glavnih abiotickih ¢imbenika koji utjeCe na bioloske i metabolicke procese, rast i
reprodukciju, otpornost na patogene i bakterije te interakcije izmedu vrsta (Sanford 1999,
Portner 1 Knust 2007). Zbog vece sposobnosti prilagodbe na razliCite uvjete temperature i

saliniteta od ostalih vrsta iz svoga roda M. galloprovincialis je jedan od najboljih kolonizatora

tj. invazivni Skoljkas (Braby i Somero 2006).

Postoji pozitivna korelacija izmedu temperature vode i rasta dagnji (Hamer i sur. 2008), pri
¢emu je optimalni rast zabiljezen izmedu 18 °C - 28 °C, dok su njihove bioloske aktivnosti
smanjene na 10 °C - 28 °C (Aral 1999). Adaptacija na viSe temperature povezana je s
regulacijom oksidativnog stresa, tj. aktiviranjem antioksidativnog enzimskog obrambenog
mehanizma. Pri temperaturama od 24 °C i vise, ljusture dagnji su veéi vremenski period
zatvorene, ¢ime se smanjuje izmjena plinova s okolinom te potice aktivacija anaerobnog

metabolizma (Anestis 1 sur. 2007).

Meduplimni mekuSci koriste fizioloSke i bioloSke mehanizme da izdrze razne nepovoljne
uvjete pa tako i ekstremne promjene saliniteta. Prema Pelsencer- Shelford pravilu otpornost se
povecava s razvojnim stadijem. Zatvaranjem sifona dagnje odrzavaju salinitet vode u
plastanoj Supljini 1 dulji anaerobni metabolizam (Hamer 1 sur. 2008). Varijacije saliniteta
mogu mijenjati veli¢inu, spol 1 adaptivne sposobnosti fenotipa (Valladares i Suarez-Isla
2010). Dagnje mogu podnositi salinitet od 5-40 %o, no optimalna stopa bi trebala biti izmedu

15125 %o (Aral 1999).

1.5.3. Zakiseljavanje mora

Kroz izgaranja fosilnih goriva (nafta, plin, ugljen) dolazi do dramati¢nog ispustanja CO> u
atmosferu, a njegovom akumulacijom do zagrijavanja oceana (mora) i atmosfere. IstraZivanja
su pokazala da od 1979. do 2010. godine dolazi do zagrijavanja od 0, 11 °C po desetljecu, uz

maksimalne stope u priobalju (Gazeau 2014).



Morski organizmi se osim utjecaja saliniteta 1 temperature moraju dobro nositi sa smanjenjem
parcijalnog tlaka CO: i smanjenjem pH vrijednosti. Dodatni CO; kroz zakiseljavanje oceana
povecava parcijalni tlak plina i moze ugroziti zajednice grebena. Za suzbijanje ekstremnog
zakiseljavanja morski organizmi mogu reagirati metabolickom depresijom. Metabolicku
depresiju postizu smanjenjem ATP potroSnje, protoka iona i pomakom energetskog

transportera acidobazne regulacije.

Kod M. galloprovincialis pad anaerobnog metabolizma je odgovor na karakteristicne i
dugorocne prilagodbe na pCO2 od oko 500 Pa, s povecanim izluivanjem amonijaka. Visak
energije kod dagnji izlozenih hiperkapniji (prekomjerna razina CO; u ,krvi“ kao uzrok
neadekvatnog disanja) sluzi za odrzavanje unutarstani¢ne pH 1 smanjenje pH iz okolne vode.
Smanjenje pH utje¢e na fiziologiju i metabolizam te se mijenja sposobnost organizma da
istalozi CaCOs3. Ako se uz povisen tlak pCO; organizmi nadu u vodi viSe temperature

reduciraju svoj rast i mogu gubiti na teZini ljuSture zbog troSenja kalcita 1 aragonita (Gazeau

2014).

1.5.4. Ishrana i razmnoZavanje

M. galloprovincialis je filtrator koji se crpljenjem vode hrani najve¢im dijelom raznim
vrstama fitoplanktona, mada za ishranu mogu koristiti i organski detritus, anorganske Cestice,
razli¢ite skupine zooplanktona te razgradenu organsku tvar (Zupan 2012). Cestice hrane
nakupljaju se na lamelama Skrga, a zatim se transportiraju trepetljikama prema ustima dok se
neprestano razvrstavaju prema veli€ini. Fine Cestice putuju do jednjaka i Zeluca, gdje se odvija
dodatno razvrstavanje (Beaumont, Gjedrem 1 Moran 2006). Buduéi da su filtratori, dagnje
imaju velik kapacitet akumuliranja zagadivaca (Kristan 1 sur. 2014), a u idealnim uvjetima

mogu filtrirati i do 80 dm® vode dnevno (Rozmari¢ Macefat i sur. 2013).

Skoljkasi spolnu zrelost postizu nakon prve godine Zivota. Tada mrijestom ispustaju milijune
gameta u vodeni stupac. Milijuni gameta oslobodenih tijekom mrijestenja s oplodenim jajima
razvijaju se u slobodno plivajuce li¢inke sposobne za disperziju na velike udaljenosti (Steffani
1 Branch 2003). Kada nasele bentos Cesto se grupiraju u kolonije i veli¢ina kolonija moze

dosegnuti milijune jedinki. Najve¢i intenzitet razmnozavanja javlja se od svibnja do rujna.



1.5.5. Predatori

Dagnje kao Siroko rasprostranjeni organizmi u svom zivotnom ciklusu nailaze i na razne
predatore koji utje€u na njihovu zivotnu dob, ali i nacin obrane. Predatori su najcesce
zvjezdace, rakovi, morske ptice, a u uzgajalistima veliki problem predstavljaju i orade koje
donose gubitke od oko 54 % (Gavrilovi¢ 1 sur. 2014). Na utjecaj predatora odgovaraju
specificnim morfoloSkim obiljezjima od kojih su neka detaljno istrazena, ukljucujuci debljinu
ljusture, povecanje mase miSi¢a aduktora, rast gusto¢e populacije te povecana produkcija
bisusnih niti (Caro i sur. 2008). Morfoloskim prilagodbama jedinke energiju usmjeravaju u
rast miSi¢a aduktora i ljusture, a manje na filtraciju 1 probavni aparat. Ta smanjena aktivnost

je uzrokovana mirisom predatora koja reducira njihovu ishranu (Reimer i Tedengren 1996).

Predatori poput rakova svoju zZrtvu odvajaju od supstrata i lome joj ljusturu kako bi dosli do
hrane. U okoliSu s mnogo rakova skoljkasi stoga povecavaju debljinu i veli¢inu ljusture, te
ona postaje zaobljenija i teza za manipuliranje (Brown, Aronhime i Wang 2011). S druge
strane u prisutnosti morskih zvjezdaca dagnje povecavaju masu straznjeg misic¢a aduktora
¢ime dolazi do smanjenja linearnog rasta ljuSture i smanjenja dodirne povrSine dostupne
zvjezda¢i za prihvadanje plijena (Freeman 2007). Mnoge morske zvjezdace i rakovi
preferiraju relativno male, juvenilne $koljkase kao plijen jer se lakse otvaraju (Enderlein i sur.
2003). Zato su juvenilne dagnje najvise izloZene riziku stradavanja od grabeZljivaca. Kako bi
izbjegle predatore nastanjuju se na niskim razinama saliniteta koje njihovi grabeZljivci ne
mogu nastanjivati. Stoga su juvenilne jedinke najceS¢e u zonama niskog saliniteta koje

isklju€uju predatore, te imaju ve¢u mogucnost prezivjeti do odrasle dobi.

1.5.6. Oneciséenje

Priobalne vode 1 oceani predstavljaju konacno spremiste za otpad i1 otpadne vode iz kopnenog
ekosustava. Do velikog oneciS¢enja posebno u plitkim uvalama dolazi uslijed rasta populacije,
razvoja industrije, prometa, luka 1 marina (Kristan i sur. 2014). Upravo za odredivanje stanja
obalnog morskog okoliSa koristi se mediteranska dagnja M. galloprovincialis (Lamarck,
1819), koja se pokazala kao pogodan bioloSki indikatorski organizam (Smodlaka, 2015).
Zbog svog sjedilackog nacina zivota i filtracije akumulira zagadivace 1 pruza snazan i
specifican odgovor. Indeks stanja kod dagnji omoguéava brzu i jednostavnu usporedbu Stetnih
utjecaja zagadivaca na rast. Izlozenost metalima 1 organskim necisto¢ama potiskuje razvoj

gameta 1 svako ometanje u razvoju povecava stopu smrtnosti. Ugljikovi 1 duSi¢ni izotopi se

9



koriste za razlikovanje morskih 1 kopnenih organskih tvari, odnosno za otkrivanje terestricke
organske tvari u morskom okoliSu kao posljedica kanalizacije otpadnih voda (Kristan i sur.

2014).

Ekoloski ¢imbenici u zoni plime i oseke su jako promjenjivi te prezivljavanje organizama
ovisi o tome hoce li ¢e se uspjeti prilagoditi novim uvjetima zivota i razini stresa koju
prezivljavaju. Izlozenost Skoljkasa stresu u vidu zagadenja tijekom duljeg vremena moze
doprinijeti prilagodbama na novonastalo stanje. Jedinke na taj nacin postaju tolerantnije od
jedinki koje nisu bile izloZzene zagadenju (stresu) pokazujuci povisene vrijednosti LT50

(Hamer 1 sur. 2004).

1.6. Transplant eksperiment

Transplant eksperiment je eksperiment kojim se proucava utjecaj okoliSa na vrste prenesene iz
svog prirodnog staniSta u novi okoliS. Provodi se tako da se veliki broj jedinki odredenih
populacija ,,presaduje” na nova staniSta s drugim uvjetima gdje ¢e se pratiti prilagodba na
nove uvjete. Sam eksperiment se prvotno Koristio za proucavanje biljaka, ali se sada

primjenjuje 1 na zivotinjske vrste (https://en.wikipedia.org/wiki/Transplant experiment).

Ukljucuje usporedbu genetski razlicitih sojeva ili populacija u jednakim uvjetima okoliSa te
omogucuje razdvajanje genetskih i okoliSnih varijacija fenotipa. Za proucavanje genetske
osnove koristi se set osobina kao $to su povijest Zivota, morfologija 1 fizioloSke osobine (de

Villemereuil i sur. 2016).

1.7. ,,Stres na stres* eksperiment

»tres na stres (eng. Stress on stress — SOS) test je fizioloski biomarker koji se koristi za
mjerenje sposobnosti dagnji da prezive izlaganje zraku. U testu se zraku izlazu jedinke
Skoljkasa koje su vec¢ iskusile posljedice stresora, kao Sto su teSki metali 1 organske
kemikalije. Jedan stresor moZe inducirati promjene u ponasanju i metaboli¢koj reakeiji koji
dovode do rezistencije na drugi stresor, alternativno stresor moze smanjiti zdravlje ili stanje
do te mjere da je zajednica viSe osjetljiva na utjecaj drugog stresora (Trush i sur., 2008,
Hewitt 1 Trush 2009). Ovaj biomarker se pokazao u¢inkovit i u laboratorijskim i terenskim
istrazivanjima (de Zwaan 1 sur. 1996) jer vrijeme opstanka na zraku moze ukazati na opce

zdravlje organizma (Viarengo i sur. 2007).
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1.8. Cilj istrazivanja

Glavni ciljevi ovog rada su:

1) analizom jedinki iz 15 prirodnih populacija vrste Mytilus galloprovincialis utvrditi
varijabilnost fluktuiraju¢e asimetrije morfoloskih obiljezja ljuSture izmedu populacija

2) analizom velikog broja jedinki iz iste populacije utvrditi varijabilnost fluktuirajuce
asimetrije morfoloskih obiljezja ljusture dagnje unutar populacije

3) utvrditi na koji nacin kratkotrajno izlaganje razli¢itim okoliSnim uvjetima utjece na fitnes
dagnje;

4) istraziti utjece li fluktuirajuca asimetrija pojedinih fenotipskih obiljezja na fitnes dagnji i da

li je ta povezanost ovisna o specificnim uvjetima okolisa.
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2. MATERIJALI I METODE

2.1. Podrugdje istrazivanja

Za ovo istrazivanje odabrana je mediteranska dagnja (Mytilus galloprovincialis, Lamarck

1819), ¢ija je biologija i morfologija dobro poznata.

Istrazivanje je provedeno na populacijama dagnji s 15 postaja duz isto¢ne obale Jadranskog
mora (Slika 2). Lokaliteti su odabrani kako bi se pokrio Sirok raspon geografskih i ekoloskih
uvjeta. U svrhu odredivanja fluktuiraju¢e asimetrije morfoloskih obiljezja, odabrane postaje
podijeljene su na Ciste 1 oneciS¢ene prema povijesti oneciS¢enja lokaliteta, podacima
dobivenim kemijskim analizama te prethodnim istrazivanjima na tim podrucjima (Klobucar i

sur. 2008, Petrovi¢ i sur. 2004, Stambuk i sur. 2013).

Cistim postajama ili postajama s niskom razinom antropogenog zagadenja smatraju se Limski
zaljev (prirodni rezervat i1 uzgajaliSte dagnji u Istri), I¢i¢i (malo turisticko mjesto u
Kvarnerskom zaljevu), Zadar Seline (uzgajaliSte dagnji na obali Velebitskog kanala blizu
Paklenice), Marina (uzgajaliSte dagnji kraj Trogira), Mali Ston (naselje u blizini Stona), Ston
(uzgajaliste dagnji u Dubrovacko-neretvanskoj zupaniji) te Mljet (uvala Saplunara u

nacionalnom parku Mljet).

OneciS¢enim postajama s viskom razinom antropogenog oneciS¢enja smatraju se Pula i Rijeka
(veliki gradovi i prometne luke), Viktor Lenac (brodogradiliSte kraj Rijeke), Zadar i Togir
(marine), Adriavinil (bivSa tvornica za proizvodnju kemikalija i kemijskih proizvoda kod

Splita), Split (veliki grad 1 prometna luka) te Gruz (luka u Dubrovniku).
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Slika 2. Geografski smjestaj 15 lokaliteta na kojima je provedeno istraZivanje. U lijevom kutu

su prikazane postaje transplant eksperimenta.

2.2. Prikupljanje jedinki i kavezno izlaganje

Jedinke iz nativnih populacija dagnji prikupljane su metalnim grabilom u jesen 2013. godine
sa dubine 0,5-1m. Nakon prikupljanja, dagnje su stavljene na led te prenesene u najblizi
laboratorij u odredenoj regiji (privremeni laboratoriji na Mljetu 1 PeljeScu, Istrazivacka
postaja Martinska te Centar za istraZzivanje mora Rovinj). U laboratorijima su izdvojeni uzorci
tkiva, dagnje su ociS¢ene od obrastaja te pohranjene u papirnate koSuljice s oznakom svake

jedinke.
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Kako bismo utvrdili na koji nacin kratkotrajno izlaganje razli¢itim okoliSnim uvjetima utjece
na fitnes dagnje, uzorkovali smo dodatne jedinke s referentne postaje Marina s minimalnom
razinom antropogenog oneciS¢enja u travnju 2014. godine, te kavezno izlozili na 6 postaja
razli¢ite kvalitete okolisa (Slika 2). Ciste postaje ukljuc¢ivale su Limski zaljev (LBT), Seline
(ZBT) 1 Ston (SUT), dok su oneciS¢ene postaje bile Pula, Zadar 1 Gruz. 150 jedinki po postaji
rasporedeno je u tri kaveza veli¢ine 50x50cm, izgradenih od drvenog okvira i polietilenske
mreze te ucvrséenih ribarskim flaksom (Slika 3). Kavezi su postavljeni na dubinu od 1-1,5m
te osigurani ciglom i konopom. Kavezno izlaganje dagnji trajalo je 30 dana nakon cega su

jedinke podloZene zraku u ,,Stres na stres* eksperimentu s ciljem utvrdivanja fitnesa.

gl
S EIOEN AT A B

Slika 3. Ruéno izraden kavez s dagnjama.

2.3. ,,Stres na stres*
Nakon 30 dana kaveznog izlaganja uzorkovali smo dagnje, ocistili ith od obrastaja i
podvrgnuli metodi ,,Stres na stres®. Dagnje su stavljene na vlazan filter papir i ostavljene na

zraku. Svaki dan u isto vrijeme biljezen je broj prezivjelih jedinki. Kada su sve dagnje uginule

ljusture su ocis¢ene i oprane u etanolu te spremljene u papirnate kosuljice s oznakom jedinke.
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2.4. Fotografiranje ljustura

S ciljem utvrdivanja fluktuirajuce asimetrije digitalno su fotografirane jedinke potrebne za
analizu. Analizirano je 20 jedinki po postaji iz nativnih populacija i 150 jedinki iz transplant
eksperimenta po izlaganju. Za fotografiranje jedinki koriStena je Olympus digital camera 7.2V
(model NO. E-PL1, le¢a M. Zuiko Digital 14-22mm). Jedinke smo fotografirali s unutrasnje
strane ljusture, postavljene na tamnu pozadinu s milimetarskim papirom i trakicom oznake
koja sadrzi ime postaje 1 redni broj (Slika 4). Na fotografijama se vide oziljci gdje su za

ljusturu bili prihvacéeni straznji misi¢ aduktor i retraktor, rub plasta te otisak ligamenta.

Slika 4. Unutrasnja strana ljuSture fotografirana i obradena u ImagelJ programu.
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2.5. Morfometrijska analiza ljuStura

Programom ImageJ izmjerili smo 12 morfoloskih obiljezja (Slika 5) obje ljusture kod svake
jedinke. To su : duljina ligamenta — LIG, udaljenost od plastene linije do ventralnog ruba
ljusture — PAL, udaljenost od ventralnog ruba straznjeg misi¢a aduktora do trbuSnog ruba
ljusture — PADYV, duljina otiska straznjeg misi¢a aduktora — PAD, udaljenost od prednjeg
kraja otiska straznjeg miSi¢a aduktora do straznjeg ruba ljuSture — PADP, duljina otiska
straznjeg misSica retraktora — LPR, §irina otiska straznjeg misica retraktora — WPR, udaljenost
od trbusnog ruba straznjeg misSic¢a retraktora do lednog ruba ljusture — VPR, udaljenost od
prednjeg kraja otiska straznjeg miSica retraktora do lednog ruba ljusture — DPR, udaljenost od
straznjeg kraja otiska straznjeg misica aduktora do straznjeg ruba ljusture — PPAD, te visina —
H i duzina L. Procjenu asimetrije (i povezanost s fitnesom) dobili smo racunanjem apsolutne

vrijednosti razlike lijeve 1 desne strane ljuSture za svako morfomertrijsko obiljezje.

Slika 5. Analizirana morfometrijska obiljezja ljusture dagnje M. galloprovincialis.

2.6. Statisticka obrada podataka

Morfometrijska obiljezja analizirana su na jedinkama nativnih populacija i jedinkama
transplanta. Analizirano je 300 jedinki nativnih populacija 1 900 jedinki transplanta. Svi
izmjereni parametri su logaritmirani i1 standardizirani na duljinu ljusSture. Rezultati su
statisticki obradeni koriStenjem programa Microsoft Excel (Microsoft 2007.) i R (R Core
Team 2012.). Statisticki zna€ajne razlike izmedu postaja prema morfometrijskim obiljezjima
utvrdene su analizom varijance ANOVA 1 post hoc TukeyHSD testom, dok su korelacije
izmedu fluktuiraju¢e asimetrije morfoloskih karakteristika kao i korelacije s fitnesom

dobivene pomocu statistiCkog programa R.
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Rezultati su prikazani pripadaju¢im grafovima u kojima stupci imaju nazive parametara koji
predstavljaju fluktuiraju¢u asimetriju morfoloskih obiljezja, grafickim prikazima korelacije
fluktuiraju¢e asimetrije pojedinih morfoloskih obiljezja gdje donji dijelovi predstavljaju
graficke rezultate, a gornji dijelovi p vrijednosti, te grafickim prikazom odnosa fluktuirajuce
asimetrije 1 fitnesa gdje su prikazane znaCajne statisticke vrijednosti pojedinih obiljezja i

prezivljavanja.
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3. REZULTATI

3.1. Fluktuirajuca asimetrija morfoloSkih obiljeZja nativnih populacija

3.1.1. Analiza glavnih komponenti (PCA) fluktuirajuce asimetrije nativnih populacija

Prve dvije glavne komponente u PCA analizi (eng. Principal component analysis)
fluktuiraju¢e asimetrije prirodnih populacija dagnji uzorkovanih u jesen 2013. godine
objasnile su 41,78 % ukupne varijance, pri ¢emu je prva komponenta objasnila 29,73 %, a
druga 12,05 % varijance. Jedinke pojedinih populacija su se s obzirom na asimetriju
generalno grupirale zajedno, izuzev Ciste postaje Mljet — Saplunara (SA) koja je pokazala
Siroki raspon vrijednosti (Slika 6).

Jedinke su se odvajale s obzirom na kvalitetu okolisa na Ciste i one¢is¢ene u smislu da Ciste

postaje pokazuju veéi raspon podataka (Slika 7).
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Komponenta 1 (29,73%)

PCA analiza - Fluktuirajuca asimetrija

Slika 6. PCA analiza provedena na fluktuiraju¢oj asimetriji morfoloskih obiljezja 15
prirodnih  populacija dagnji M. galloprovincialis vzorkovanih u jesen 2013. godine (LB =
Limski zaljev, PL = Pula, IC = I¢i¢i, RJ = Rijeka, VL = Viktor Lenac, ZB = Zadar Seline, ZM
= Zadar marina, MA = Marina, TM = Trogir, AD = Adriavinil, SL = Split, MS = Mali Ston,
SUP = Ston uzgajaliste, SA = Mljet, GZ = Gruz).
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Komponenta 1 (29,73%)

PCA analiza - Fluktuirajuca asimetrija

Slika 7. PCA analiza provedena na prikupljenim podacima o fluktuirajucoj asimetriji
morfoloskih obiljezja 15 prirodnih populacija dagnje M. galloprovincialis uzorkovanih u

jesen 2013. godine s obzirom na kvalitetu okolisa.

3.1.2. Fluktuirajuca asimetrija pojedinacnih nativnih populacija

Rezultati FA nativnih populacija (Slika 8) pokazali su da je fluktuiraju¢a asimetrija najvecéa za
obiljezja udaljenost od plastene linije do ventralnog ruba ljusture — PAL, te obiljezja vezana
uz otiske straznjih miSi¢a aduktora i retraktora, pri ¢emu najveca za Sirinu otiska straznjeg
miSica retraktora — WPR. Varijabilnost podataka vezanih uz FA svih morfoloskih obiljezja je
neSto veca za Ciste postaje, s veCom asimetrijom za WPR te veCom FA za PAL na

onecis¢enim postajama.
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Fluktuirajuéa asimetrija nativnih populacija

Slika 8. Fluktuiraju¢a asimetrija 12 morfometrijskih obiljeZja cistih 1 oneciS¢enih nativnih
populacija. Plavom bojom su postaje sa niskim stupnjem onecis¢enja (Limski zaljev = LBT,
I¢i¢i = IC, Zadar Seline = ZB, Marina = MA, Mali Ston =MS, Ston = SUT, Mljet =SA ) na
kojim je najveca asimetrija vezana za obiljezja udaljenost od plastene linije do ventralnog
ruba ljusture — PAL 1 Sirinu otiska straZznjeg miSica retraktora - WPR. Crvenom bojom su
obiljezene onecis¢ene postaje (Pula = PL, Rijeka = RJ, Viktor Lenac = VL, Zadar marina =
ZM, Trogir = TM, Adriavinil = AD, Split = SL, Gruz = GZ) na kojim je najveca asimetrija
vezana za ista obiljezja udaljenost od plastene linije do ventralnog ruba ljuSture - PAL 1 Sirinu
otiska straznjeg miSica retraktora - WPR.

Prikaz FA za pojedine postaje nativnih populacija (Slike 9 i1 10) potvrduje da je asimetrija svih

populacija najveca za obiljezja povezana s otiscima straznjih miSi¢a aduktora i retraktora, te
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za PAL, dok je najmanja za obiljezja duljine otiska ligamenta LIG, te obiljezja duljine — L i
visine - H. Unutar Cistih postaja generalno je najvea FA zabiljezena za postaju Mljet -
Saplunara (SA), te najmanja za postaju Zadar Seline (ZB). Medu onecis¢enim postajama
populacija iz Pule je imala asimetriju za najve¢i broj obiljezja, dok je najveca pojedinacna

asimetrija (za obiljezje PAL) izmjerena na postaji Adriavinil (AD).

Ic IB MA
g f - £
-1 T o o
: : . -
2 j ’ TT g g
a . | o o - -
l* = 1 SUURE I B JEPES TS
T = HE 4+ i
3 -!. . ! ke !_i E - -—é‘*‘ - _-i-ii E - - -’*! i-‘-_
(=] I T | T 1 2 | | | T 1 =1 T | T | T | T | T | T ':
LIG | P D.' | F“--I:lPI M“\.-Lannﬁpa.:;." H Llc PJ-JJEF&DPLPH.'.PHJPR"'PHPPLL H LIaFuPﬂ;";mPA;‘FLPR'-'-'PRIIIPHEPRFNEl.
M3 suP SA
- =1 N *
g - R
=2 =] a
2 | TT ., 2 T T L e ]
REFEIET TSN W FSETERINNEE i I-'l
T [ = T : -
= e leaowlpaor Twrnlors I 08 % o lioylpscelwenlorn | T ° e Ipamlpa_wlwnlml L K
PAL FAD LPR VPR PRAD FAL FAD PR WPR PPRAD PAL PAD PR VPR PRAD
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Slika 9. Fluktuiraju¢a asimetrija pojedinih cistih postaja nativnih populacija.
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3.1.3. Korelacije fluktuirajuée asimetrije pojedinih morfoloskih obiljeZja nativnih

wew 7

populacija na ¢istim i one¢iS¢enim postajama
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Za razliku od Cistih postaja kod kojih su sva obiljezja korelirala medusobno osim sa Sirinom
straznjeg misica retraktora - WPR (Slika 11), kod onecis¢enih postaja prisutne su korelacije s
jednim do tri obiljezja za p vrijednosti < 0,05 (Slika 12).

Tako duljina - L korelira sa udaljenosti od plastene linije do ventralnog ruba ljusture -PAL 1
udaljenosti od prednjeg kraja otiska straznjeg misica retraktora do lednog ruba ljusture - DPR;
visina - H s ligamentom - LIG koji jos korelira i s udaljenosti od trbusnog ruba straznjeg
misica retraktora do lednog ruba ljusture - VPR; udaljenost od plastene linije do ventralnog
ruba ljuSture - PAL s duljinom - L; duljina otiska straznjeg miSi¢a aduktora - PAD sa
udaljenosti od straznjeg kraja otiska straznjeg misi¢a aduktora do straznjeg ruba ljusture -
PPAD, udaljenosti od prednjeg kraja otiska straznjeg miSi¢a aduktora do straznjeg ruba
ljusture - PADP sa Sirinom otiska straznjeg misSica retraktora - WPR; udaljenost od prednjeg
kraja otiska straznjeg misi¢a aduktoraa do straznjeg ruba ljusture - PADP sa PAD, PPAD;
udaljenost od straznjeg kraja otiska straznjeg miSica aduktoraa do straznjeg ruba ljusture -
PPAD sa PADP, WPR, PAD; udaljenost od ventralnog ruba straznjeg misi¢a aduktora do
trbuSnog ruba ljusture - PADV sa H I VPR; Sirina otiska straznjeg miSica retraktora - WPR sa
PPAD, PAD i VPR; udaljenost od trbusnog ruba straznjeg misSi¢a retraktora do lednog ruba
ljusture - VPR sa WPR, PADV, LIG i H; udaljenost od prednjeg kraja otiska straznjeg miSica
retraktora do lednog ruba ljusture (DPR) sa L, dok duljina otiska straznjeg miSica retraktora -

LPR ne korelira ni s jednim obiljezjem.
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3.2. Fluktuirajuca asimetrija morfoloskih obiljezja dagnji iz transplant eksperimenta

(Marina)

Rezultati fluktuiraju¢e asimetrije izmedu lijeve 1 desne ljusture pojedinih promatranih
morfoloskih obiljezja kod 900 jedinki transplant eksperimenta su pokazali slicne rezultate s
rezultatima nativnih populacija (Slika 13). Asimetrija je manje izrazena kod visine - H i
duljine otiska ligamenta — LIG, dok je najveca izmjerena za udaljenost od plastene linije do

ventralnog ruba ljusture - PAL i za Sirinu otiska straznjeg misi¢a retraktora - WPR.
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Fluktuirajuca asimetrija - Marina (transplant)

Slika 13. Fluktuirajuéa asimetrija 12 morfometrijskih obiljezja 900 jedinki iz transplant

eksperimenta.

3.2.1. Korelacija fluktuirajuce asimetrije za pojedina morfoloska obiljeZja dagnji iz

transplant eksperimenta

Prema rezultatima korelacija za fluktuirajuu asimetriju pojedinih obiljezja (Slika 14)
zabiljezen je niz korelacija (p < 0,05) medu razlic¢itim obiljezjima.

Od ispitanih obiljeZja transplanta visina (H) je u korelaciji s morfoloSkim obiljeZjima osim sa
udaljenosti od straznjeg kraja otiska straznjeg miSi¢a aduktoraa do straznjeg ruba ljusture
(PPAD) i sa duljinom otiska straznjeg mis$ica retraktora (LPR); Sirina otiska straznjeg misica
retraktora (WPR) korelira sa svima osim sa udaljenosti od prednjeg kraja otiska straznjeg
miSica retraktora do lednog ruba ljusture (DPR). Udaljenost od trbusnog ruba straznjeg misica

retraktora do lednog ruba ljusture (VPR) korelira sa svima, kao i udaljenost od ventralnog

26



ruba straznjeg miSica aduktora do trbusnog ruba ljusture (PADV). Duljina (L) ne korelira sa
udaljenosti od straznjeg kraja otiska straznjeg miSi¢a aduktora do straznjeg ruba ljusture
(PPAD) i sa duljinom otiska straznjeg mis$ica retraktora (LPR); duljina otiska straznjeg misi¢a
aduktora (PAD) ne korelira sa udaljenosti od plastene linije do ventralnog ruba ljusture
(PAL); udaljenost od prednjeg kraja otiska straznjeg miSi¢a aduktora do straznjeg ruba
ljusture (PADP) ne korelira sa udaljenosti od plastene linije do ventralnog ruba ljusture (PAL)
i udaljenosti od prednjeg kraja otiska straznjeg misic¢a retraktora do lednog ruba ljuSture
(DPR); udaljenost od straznjeg kraja otiska straznjeg miSi¢a aduktora do straznjeg ruba
ljusture (PPAD) ne korelira sa PAL i H, L i DPR; duljina otiska straznjeg miSi¢a retraktora
(LPR) ne korelira sa LIG, PAL 1 L; udaljenost od prednjeg kraja otiska straznjeg misi¢a
retraktora do lednog ruba ljusture (DPR) nije u korelaciji sa PAL i PAD; udaljenost od
plastene linije do ventralnog ruba ljusture (PAL) nije u korelaciji sa PAD, PADP, PPAD,
DPR, LPR dok ligament (LIG) ne korelira s duljinom otiska straznjeg miSic¢a retraktora
(LPR).
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3.3. ,,Stres na stres* eksperiment

Nakon 4 tjedna izlaganja u okoliSu razli¢itog stupnja antropogenog utjecaja (subpopulacije),
iste smo jedinke dagnji podvrgnuli stresnim uvjetima, ostavljaju¢i ih na zraku s visokom
kolic¢inom vlage. Prezivljavanje jedinki je variralo od subpopulacije do subpopulacije te se s
vremenom ubrzano smanjivalo. SOS metoda je pokazala da su dagnje koje su bile izlozene na
postajama nizeg stupnja oneciS¢enja (LBT = Limski zaljev, ZBT = Zadar Seline, SUT = Ston)
imale manji fitnes (Slika 15). Maksimalni zivu¢i broj dana je za ove jedinke bio 9, dok su
jedinke izlozene postajama viSeg stupnja onecis¢enja (GZT = Gruz, PLT = Pula, ZMT =
Zadar Marina) prezivjele do 12 dana na zraku. Najdulje su Zivjele dagnje s postaje PLT

(Pula), dok su najbrzi mortalitet pokazale jedinke s ¢iste postaje SUT (Ston) (Slika 16).

=] =
. — Ligle poslaje
= Dnediicens postaje
(o u]
2 -
)
— 7]
2 o 7
[=
m
o=
ol
=
= =
o oo 7
o
o
o —
L ]
= L)
=
T T T T T T
0 2 4 i ] 10 12
Dam

Stres na stres

Kaplan-Meier

Slika 15. Mortalitet dagnji u eksperimentu ,,Stres na stres* koje su predhodno bile izloZene
postajama s niZim stupnjem oneciS¢enja (plava linija; LBT = Limski zaljev, ZBT = Zadar
Seline, SUT = Ston), u odnosu na one izloZene postajama s viSim stupnjem oneciS¢enja

(crvena linijja; GZT = Gruz, PLT = Pula, ZMT = Zadar Marina).

29



10

GIT
= LET
= PLT
— ST

ZBT

08
1

PreZivljavanje (%)
0.4

0.2
1

0 2 4 i a8 10 12

Dani
Stres na sres

Kaplan-Meier
Slika 16. Vrijeme preZivljavanja jedinki u metodi ,,stres na stres* za pojedine postaje.

3.4. Korelacija fluktuirajuce asimetrije morfoloSkih obiljeZja i prezivljavanja (fitnesa)

Analizom korelacije FA morfoloskih obiljezja 1 prezivljavanja dobili smo razli¢ite rezultate za
pojedine postaje (subpopulacije). Kod dagnji izloZenih na {istim postajama Zadar Seline
(ZBT) 1 uzgajaliste Ston (SUT) nisu zabiljeZene korelacije izmedu FA morfoloskih obiljeZja i
prezivljavanja u stresnim uvjetima. Na postaji Limski zaljev (LBT) pozitivna je korelacija
zabiljezena izmedu FA 1 Sirine otiska straZznjeg miSi¢a retraktora — WPR (p-vrijednost=0,05)
(Slika 17), a na postaji Pula (PLT) prisutna je pozitivna korelacija FA 1 udaljenosti od
ventralnog ruba straznjeg miSi¢a aduktora do trbuSnog ruba ljusture — PADV (p-
vrijednost=0,01) (Slika 18). Na postaji Zadar Marina (ZMT) prisutne su negativne korelacije
izmedu FA 1 visine - H (p-vrijednost=0,01) 1 duljine otiska straznjeg misi¢a aduktora - PAD
(p-vrijednost<0,001) (Slika 19). Na postaji Gruz (GZT) prisutne su negativne korelacije FA
asimetrije 1 prezivljavanja za duljinu otiska straznjeg miSi¢a aduktora - PAD (p-vrijednost=
0,01), sirinu otiska straznjeg miSica retraktora - WPR (p-vrijednost=0,05) te udaljenost od
trbusnog ruba straznjeg miSica retraktora do lednog ruba ljusture - VPR (p-vrijednost=0,01)

(Slika 20).
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Slika 17. Korelacije fluktuirajue asimetrije i fitnesa (prezivljavanje na zraku) Limski zaljev

(LBT).
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Slika 18. Korelacija fluktuirajuce asimetrije i fitnesa (prezivljavanje na zraku) Pula (PLT).
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Slika 19. Korelacije fluktuirajuce asimetrije i fitnesa (prezivljavanje na zraku) Zadar (ZMT).
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Slika 20. Znacajne korelacije fluktuirajuce asimetrije 1 fitnesa (preZivljavanje na zraku) Gruz

(GZT).
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4. RASPRAVA

Fluktuirajuca asimetrija

Fluktuiraju¢a asimetrija je koriStena u nizu istrazivanja kao mjera razvojne nestabilnosti te se
povezuje s mjerama izlozenosti stresu ili drugim nepovoljnim uvjetima, hibridizacijom ili
fitnesom (Graham 1992, Hochwender i Fritz 1999). Morfoloska varijabilnost moze biti 1
funkcija jake fenotipske plasti¢nosti, koja je Cesto adaptivna u fluktuirajuéem okruzenju
(Whitman 1 Agrawal 2009).

Dobivenim rezultatima u ovom istrazivanju potvrdena je fluktuiraju¢a asimetrija za vecinu
ispitivanih morfoloskih obiljezja kod 300 jedinki 15 nativnih populacija, te unutar populacije
od 900 promatranih jedinki transplant eksperimenta. Rezultati su takoder potvrdili da postoji
varijabilnost medu nativnim populacijama, gdje jedinke sa Cistih postaja pokazuju nesto veci
raspon podataka za fluktuirajuéu asimetriju. Ipak konacni zaklju¢ak iz analize svih 15
populacija je bio podjednak. Tom zakljucku je pridonijela i dodatna analiza velikog broja
jedinki unutar jedne populacije koja je pokazala slican rezultat. Najveca asimetrija je
zabiljeZena za obiljezja vezana uz otiske straznjih miSi¢a aduktora i retraktora (pri cemu
najvise za Sirinu otiska straznjeg miSica retraktora — WPR) te udaljenost od plastene linije do
ventralnog ruba ljusture (PAL). Treba napomenuti da je obiljezje PAL bilo ¢esto tesko jasno
razluivo na ljusturi te da postoji moguénost da je ovakva izrazena asimetrija rezultat
subjektivnosti prilikom mjerenja. Najmanja asimetrija u ovom je istraZivanju izmjerena za
visinu (H) 1 ligament (LIG), te duljinu (L).

Cinjenicu da na$i rezultati pokazuju najveéu asimetriju vezanu uz straznji misi¢ aduktor i
retraktor moZemo povezati sa studijama o utjecaju predatora gdje jedinke da bi se zastitile
promicu rast miSi¢a aduktora (Reimer i Tedengren 1996). Valladares i suradnici (2010)
objasnjavaju da nativne populacije skoljkasa koje se suocavaju s ve¢im pritiskom predatora
obi¢no izdvajaju manje energije na somatski rast. Takve jedinke veci dio energije ulazu u
jacanje ljustura te promicu rast miSi¢a aduktora 1 na taj nacin pospjeSuju fitnes 1

prezivljavanje.
Korelacija fluktuirajuce asimetrije pojedinih morfoloskih obiljezja dagnje
Rezultati nativnih populacija pokazuju Siroki spektar korelacija izmedu FA pojedinih

morfoloskih karakteristika ali ni jedno obiljeZje ne korelira sa Sirinom otiska straZznjeg misica

retraktora - WPR na ¢istim nativnim postajama te duljinom otiska straznjeg misica retraktora -
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LPR na onecis¢enim. U transplant eksperimentu takoder je zabiljezen veliki broj medusobnih
korelacija FA morfoloskih obiljezja pri ¢emu je udaljenost od plastene linije do ventralnog
ruba ljusture - PAL korelirana s najmanjim brojem njih. Razlike u korelacijama obiljezja s
fluktuiraju¢om asimetrijom pojedinog obiljezja mogu se povezati sa razliCitim okoliSnim

¢imbenicima koje su utjecale na populacije.

»Stres na stres* metoda

Iako fitnes obi¢no oznacava prezivljavanje i reproduktivni uspjeh, on se kod dagnji ne moze
izravno myjeriti. Mjerimo ga kroz rast i opstanak (Gardner 1 sur. 1993, Gardner 1 Skibinski
1990) buduc¢i da veli¢ina tijela (obicno mjerena kao duljina ljuSture ili volumen) pozitivno

korelira s plodnosti - fekunditetom (Rodhouse i sur. 1986, Mzighani 2005).

Test odgovor ,,stres na stres* (SOS) - test tolerancije na izloZenost zraku je proveden kako bi
se postigli uvjeti opéenitog stresa u izloZenih Skoljkasa. SOS metoda je pokazala da su dagnje
koje su bile izloZene na postajama nizeg stupnja onecis¢enja zivjele krace nego one izlozene
na postajama viSeg stupnja oneciS€enja, pri ¢emu su najduze zivjele dagnje s oneciS¢ene
postaje Pula (PLT), koja je prometna luka, izlozena slabo proc¢is¢enim komunalnim,
industrijskim i brodogradiliSnim otpadnim vodama, a najkraée dagnje sa postaje Ston (SUT)
koja je uzgajaliste. Pretpostavka je da su dagnje na onecis¢enim postajama zivjele duze zbog
toga Sto su njihovi enzimi bili konstantno inducirani u onec¢i§¢enom stanistu, te su se kad smo
ih stavili na zrak lakSe borile s tim (jo§ jednim novim) stresom nego one izloZene Cistim
postajama. Enzimi citokroma P450 (CYP) cine vaznu komponentu stani¢nog sustava
detoksifikacije. U dagnji, Mytilus galloprovincialis, identificirano je sedam eksprimiranih
grupa gena citokroma P450, kao posljedicu razli€itih uvjeta u okoliSu, a vrlo su bitni za
odrZavanje homeostaze organizma, te se nalaze u endoplazmatskom retikulumu probavne

zlijezde (Livingstone 1991).

Nekoliko istrazivanja vrsta Mytilus spp. su pokazala da ucinci okoliSa uvelike odreduju
prezivljavanje (Mallet 1 Carver 1989, Kautsky 1 sur. 1990, Stirling i Okumus 1994). Okolisno
ovisan ucinak na neizravnim mjerama fitnesa kao fizioloSke performanse, utjeCe na
reproduktivno ulaganje, plodnost (fekunditet), snagu vezivanja za podlogu i osjetljivost na
parazitske infekcije Sto je pokazano na dagnjama u radovima Gardner (1994), Rawson i sur.

(1999), Riginos 1 Cunningham (2005).
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De Zwaan 1 sur. (1996) su utvrdili da metabolicki zastoj, $to je vazan mehanizam ukljucen u
opstanak pod anoksi¢nim uvjetima, moze biti ugrozen kada su organizmi ujedno izlozeni 1
teretu oneciS¢enja. Radovi Eertman i sur. (1993) i Viarengo i sur. (1995) su pokazali da
dagnje izlozene zagadivalima koriste veliku koli¢inu energije za proces detoksikacije i imaju

manje tolerancije na anoksi¢ne uvjete.

Medutim, izlozenost Skoljkasa zagadivacima kroz dugo vremensko razdoblje moze dovesti do
neke razine prilagodbe onecis¢enju. Dagnje uzorkovane iz zagadenih mjesta mogu biti
fizioloski tolerantnije na kontaminanate od jedinki prikupljenih na ne zagadenim podrucjima,
a kao rezultat toga one pokazuju povisene vrijednosti LT50 (Koukouzika i Dimitriadis 2004).
Ova cinjenica podupire pretpostavku da neki stupanj prilagodbe na zagadenje moze biti
razvijen u dagnji iz zagadenih podru¢ja koje pokazuju povecanu fizicku toleranciju i
dugotrajniji opstanak na zraku (Koukouzika i Dimitriadis 2004) Sto je u skladu s naSim

rezultatima.

Korelacija fluktuirajuée asimetrije i prezivljavanja (fitnesa)

Nasi rezultati su pokazali korelaciju FA viSe morfoloskih obiljezja s fitnesom, pri ¢emu su
razliCita obiljezja pokazala korelaciju na razliitim postajama. Zanimljivo je da na dvije od tri
Ciste postaje nismo dobili korelacije izmedu FA i fitnesa. Pozitivna korelacija zabiljeZena je
na Cistoj postaji Limski zaljev (LBT) i1 oneciS¢enoj postaji Pula (PLT) za obiljezja PAL 1
PADV gdje su jedinke s veCom asimetrijom preZivljavale dulje, dok je negativna korelacija
zabiljeZena za obiljeZja H, PAD 1 VPR na oneciS¢enim postajama Zadar Marina (ZMT) 1 Gruz
(GZT) gdje su jedinke s manjom FA prezivljavale dulje. Obiljezje WPR je pokazalo pozitivhu
FA na postaji LBT, te negativhu na postaji GZT. Slu€ajna odstupanja od simetri¢ne
morfologije su pripisana nizu uzroka. Primjerice, Leary i Allendorf (1989) ukazuju da stres
uzrokovan okoli§nim ¢imbenicima moze smanjiti energiju utroSenu na razvoj, §to dovodi do
razlika u rastu podudarajucih strana bilateralnih struktura. Zbog smanjene razvojne stabilnosti
opcenito se pretpostavlja da je simptom niskog fitnesa (Van Valen 1962, Parsons 1990).
Ranije je ve¢ spomenuto da jedinke izloZene predatorima veci dio energije ulazu u jacanje
ljuStura te promicu rast miSi¢a aduktora Sto moZe dovesti do razvojne nestabilnosti u
obiljeZjima vezanim uz ovaj miSi¢. NaSe istrazivanje je pokazalo da s jedinke s manjom

asimetrijom Sirine miSi¢a aduktora PAD prezivljavale dulje.
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5. ZAKLJUCAK

PCA analiza fluktuiraju¢e asimetrije pokazala je da se jedinke pojedinih populacija generalno
nisu razdvajale po populacijama obzirom na asimetriju, ali su jedinke s Cistih postaja pokazale

veéi raspon podataka.

Usporedbom 12 morfoloskih obiljezja izmedu lijeve i desne ljuSture velikog broja jedinki
uocena je fluktuirajuca asimetrija. Najvece vrijednosti izmjerene su za udaljenost od plastene
linije do ventralnog ruba ljusture — PAL, te obiljeZja vezana uz otiske straznjih miSica
aduktora i retraktora, pri cemu je najveca za Sirinu otiska straznjeg misi¢a retraktora — WPR.
Pretpostavlja se da je FA ovih obiljezja posljedica djelovanja okolisnih ¢imbenika na jedinke,

kao sto su valovi i dostupnost hrane.

Stres na stres test pokazao je da dagnje prethodno izlozene na postajama nizeg stupnja
oneci$¢enja imaju manji fitnes tj. prezivljavale su krace, dok su jedinke izloZene na postajama
viSeg stupnja oneciS¢enja prezivljavale dulje. To nam ukazuje na cinjenicu da dagnje
prethodno izloZene stresu kao $to je oneciS¢enje lakSe podnose dodatni stres, u ovom slucaju

izlaganje na zraku, zbog povecane tolerancije na nepovoljne uvjete.

Nasi rezultati su pokazali korelaciju FA vise morfoloskih obiljezja s fitnesom, pri ¢emu su
razli¢ita obiljeZzja pokazala korelaciju na razli¢itim postajama. ZabiljeZene su pozitivne
korelacije gdje su jedinke s veCom asimetrijom za obiljeZja PAL i PADV prezivljavale dulje i
negativne korelacije gdje su jedinke s manjom asimetrijom za H, PAD i VPR prezivljavale
dulje. Buduc¢i da se radi o postajama razli¢itog stupnja onecis¢enja, razlike u korelacijama FA

obiljezja 1 fitnesa pripisujemo varijacijama u uvjetima okolisa.
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