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1.1. Osnovna obiljezja Mediteranske dagnje

Mediteranska dagnja, Mytilus galloprovincialis Lamarck, 1819 (Slika 1) je vrsta
morskih Skoljkasa koja pripada porodici Mytilidae. Vrste iz ove porodice
formiraju zajednice na stjenovitim obalama u zoni plime i oseke gdje su na
dnevnoj bazi izloZene kopnenim i morskim uvjetima (Denny i1 Paine 1998). S
obzirom na sposobnost tolerancije okolisnih ¢imbenika, visoko su tolerantni
skoljkasi i mogu podnijeti Siroki raspon okolisnih uvjeta. Odrasle jedinke su
sesilne dok su li¢inke u planktonu te u tom stadiju mogu provesti i do 10 tjedana
(Steffani i Branch 2003) sto povecava protok gena i Siroku rasprostranjenost
jedinki (Stambuk i sur. 2013). Tome doprinosi i visoka proizvodnja gameta koja
poboljsava sposobnost M. galloprovincialis da kolonizira slobodni prostor. Vrlo
je kompetitivna i oportunisti¢ka vrsta $to ukljucuje brzi rast u Sirokom rasponu
temperature mora (Griffiths i sur. 1992, Hockey i van Erkom Schurink 1992), te
otpornost na isusivanje (Hockey 1 van Erkom Schurink 1992) i parazite (Calvo-
Ugarteburu i McQuaid 1998). Rasprostranjivanju, a i utjecaju na autohtone
zajednice pridonijeli su prijevoz balastnim vodama te obrastaj trupova brodova
(Geller 1999, Robinson i Griffiths 2002). Budu¢i su filtratori, dagnje
osiguravaju ekoloske niSe za druge organizme povecavaju¢i kompleksnost

stani$ta, a time i ukupnu bioraznolikost (Zardi i sur. 2007).

Razni endogeni (genetski 1 fizioloSki) 1 egzogeni (bioticki i abioti¢ki) ¢imbenici
kao na primjer koli¢ina hrane, temperatura, pa ¢ak i CO; utjeCu na morfologiju
dagnje u vidu visine 1 Sirine ljuSture, brzine rasta 1 sl

(http://eol.org/pages/449961/details). Boja ljusture M. galloprovincialis varira

od tamno plave ili smede do gotovo crne. Dvije ljusture su gotovo jednake, i
glatke su povrSine. Anteriorno rub ljusture zavrSava Siljatim i malo savijenim

umbom, dok je s posteriorne strane zaobljena (iako oblik ljustura varira od regije

1
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do regije). Uobic¢ajena duljina ljuSture iznosi od 5 do 8 cm no mogu narasti do
15 cm.

Slika 1. Mediteranska dagnja Mytilus galloprovincialis (Lamarck, 1819) (izvor:
https://hr.wikipedia.org/).

1.2. Sestrinske vrste i hibridizacija

U kompleksu vrsta plavih skoljkasa Mytilus edulis razlikuju se tri vrste; M.
galloprovincialis Lamarck, 1819, Mytilus edulis Linne, 1758, i Mytilus trossulus
Gould, 1850. Sve tri vrste su Siroko rasprostranjene na umjerenim obalama
sjeverne i juzne polutke, a ¢esto su dominantni stanovnici u zonama priobalnih
podrudja. Siroki varijetet oblika, kao i uobi¢ajena pojava izmjene genetikog
materijala medu populacijama pokazuje da determinacija ovih vrsta nije
jednostavna (Shields i sur. 1992). M. galloprovincialis se Cesto kriza sa
sestrinskim vrstama kada se nalaze na istom podrucju (Groenberg i sur. 2011) te
su stabilne hibridne zone uspostavljene u podru¢jima gdje su te vrste dosle u
kontakt (Innes 1 Bates 1999). Simpatricne populacije pokazuju slicnu
morfologiju ljustura koja moZe biti posljedica hibridizacije i/ili ucinka

zajednickih uvjeta okolisa. Prethodno je dokumentirano za M. edulis i M.


https://hr.wikipedia.org/
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galloprovincialis da izloZenost zajednickim okolisnim uvjetima ima vecéi ucinak
na morfometriju nego hibridizacija (Gardner 1992) pri ¢emu su se temperatura
mora, salinitet 1 izlozenost valovima ispostavili kao najvazniji okoliSni
¢imbenici koji utjecu na razlike u fitnesu hibridnih zona roda Mytilus (Riginos i
Cunningham 2005). Alopatrijske populacije vrsta roda Mytilus pokazuju
razli¢itu morfologiju ljusture Sto takoder moze biti zbog genetskih i/ili ekoloskih
¢imbenika. Primjerice, oblik ljusture M. edulis je ekscentri¢an u odnosu na M.

trossulus koja je vise izduzena (Innes i Bates 1999).

1.3. Uloga morfometrije u bioloskim istrazZivanjima

Morfometrija se odnosi na kvantitativnhu analizu forme tj. koncepta koji
obuhvaca veli¢inu i oblik. Glavni cilj morfometrijskih istrazivanja je statisticki
ispitati hipotezu o ¢imbenicima koji utjeCu na oblik, kovarijancu izmedu
ckoloskih ¢imbenika i oblika, razvojnih promjena u obliku, utjecaj mutacija na
oblik i sli¢no (https://en.wikipedia.org/wiki/Morphometrics). Morfometrijske
metode analize ljusture Skoljkasa se mogu podijeliti na tradicionalne i

geometrijske.

1.3.1. Tradicionalna morfometrija

Tradicionalna morfometrija analizira duljinu, Sirinu, masu, kut, omjer. Stoga su
tradicionalni morfometrijski podaci opéenito mjere veli¢ine. Korisni su kada su
bilo apsolutne ili relativne veli¢ine od posebnog znacaja, kao §to je istrazivanje
rasta, te kada su mjerenja veli¢ine od teorijskog znacaja u istraZivanjima
funkcionalne morfologije. Takoder su korisni kod utvrdivanja u kojoj mjeri
pojedini zagadivaci imaju utjecaja na jedinke (Innes i Bates 1999). Mjere se

obicno uzimaju pomi¢nom mjerkom ili kaliperom, ruénim mjernim
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Instrumentom S preciznoscu manjom od milimetra

(https://hr.wikipedia.org/wiki/Pomi¢na mjerka).

1.3.2. Geometrijska morfometrija

Zbog svojih tvrdih i stabilnih ljustura, Skoljkasi su izvrsna grupa za primjenu
geometrijske morfometrijske metode (Rufino i sur. 2006) koje odrzavaju glavna
geometrijska svojstva bioloskih uzoraka (Morais i sur. 2013). Geometrijska
morfometrijska analiza je koristan alat za rjesavanje obrazaca varijabilnosti
morfoloskih mjerenja (Reyment i sur. 1984) ako su dimenzije visine i §irine
ljusture standardizirane i usporedene S nekim osnovnim Kkriterijima mjera.
Klasi¢na morfometrijska mjerenja, duljina Skoljke, visina 1 debljina, odnosno
njihovi omjeri, op¢enito nisu dovoljni za razlikovanje populacija 1/ili vrste. Ova
pitanja mogu se prevladati pomoc¢u geometrijske morfometrijske metode, koja
omogucuje analizu cjelokupnog oblika jedinke, neovisno o svojoj veli¢ini
(Klingenberg 2015).

1.3.3. Fluktuirajuca asimetrija (FA)

Simetrija bioloskih struktura moZe se definirati kao ponavljanje dijelova (tijela)
u razli¢itim polozajima 1 medusobnoj orijentaciji. Takva simetrija je temeljno
obiljezje planova grade tijela vecine organizama (Klingenberg 2015). U novije
vrijeme razvijeni su alati u podru¢ju geometrijske morfometrije koji ukljucuju i
metode za proucavanje asimetrije oblika. Asimetrija oblika je gotovo
sveprisutna i potvrdena u brojnim, velikim istrazivanjima (Klingenberg 2015).
Tradicionalno se razlikuju tri vrste asimetrije: direktna (asimetrija smjera ili

pravca), fluktuirajuc¢a i antisimetrija.


https://hr.wikipedia.org/wiki/Pomična
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Fluktuiraju¢a asimetrija oznacava male razlike izmedu lijeve i desne strane tijela
zbog nepreciznosti u razvojnim procesima. Odstupanja neke osobine, koja se
pojavljuje na obje strane tijela, od ciljanog fenotipa, dovode do asimetrije
(Klingenberg 2015). Budu¢i da lijeva i desna strana istog organizma dijele isti
genom i isti okolis, znaci da dijele istu metu fenotipa i stoga se razlikuju samo u
razvojnoj nestabilnosti. Obi¢no se smatra da je razvojna nestabilnost povezana S
nizim fitnesom (Handy i sur. 2004). Prema tome zakljucak je da fluktuirajuca

asimetrija (FA) potjece od slucajnih varijacija u razvojnim procesima.

Prethodna istrazivanja takoder govore o velikom porastu razine FA u hibrida u
odnosu na njihove roditeljske linije (Graham 1992, Handy i sur. 2004), a
procijenjene razine FA su koriStene kao pokazatelj niskog hibridnog fitnessa

(Handy i sur. 2004).

1.4. Utjecaj okolisnih faktora na morfologiju dagnje

Morski beskraljeznjaci mogu pokazati Sirok spektar morfoloSkih varijacija u
njihovom prirodnom okruzenju. Razvoj fenotipa ovisi o brojnim okoliSnim
¢imbenicima, a njihov utjecaj na fenotip (poput temperature ili predatora) moze
proizi¢i 1z fenotipske plastiCnosti (sposobnost genotipa da producira vise
razlicitih fenotipa) i/ili selekcije (Whitman i Suchanek 1984). Kao odgovor na
utjecaj okolisnih ¢imbenika organizmi pokazuju varijacije u nizu morfoloskih,
biokemijskih i fizioloskih karakteristika te promjenama u ponasanju. Varijacije
u obiljezjima ljusture mogu biti uzrokovane povecanim zakiseljavanjem oceana
(Hining i sur. 2013), prisutnos¢u predatora (Freeman 2007), valovima (Alunno-
Bruscia i sur. 2001), pozicijom u zajednici (Steffani i Branch 2003), koli¢inom
dostupne hrane (Reimer i Tedengren 1996), onecis¢enjem (Blythe i sur. 2008) i
brojnim drugim faktorima. Neka od obiljezja ljuSture su Cest predmet interesa

znanstvenika (McDonald i sur. 1991), poput debljine ljusture (Zieritz i sur.
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2010), sirine, duljine, visine te elemenata unutarnje anatomije poput poloZaja i
veli¢ine miSi¢a aduktora i retraktora (McDonald i sur. 1991, Innes i Bates 1999,
Blythe i sur. 2008, Zieritz i sur. 2010).

Varijacije u obliku ljusture pripisane su dobi (Seed 1968, Brown i sur. 1976
Alunno-Bruscia i sur. 2001, Lauzon-Guay i sur. 2005), a pokazano je i da mali

Skoljkasi rastu brze od velikih (Lauzon-Guay i sur. 2005).

1.4.1. Staniste

Organizmi obi¢no pokazuju morfoloske varijacije kao odgovor na svoje
okruzenje (Lauzon-Guayi sur. 2005). Dagnje iz porodice Mytilidae su najcesci
stanovnici kamenitih zona plime i oseke (Seed 1 Suchanek 1992) te uz to
osiguravaju ekoloske niSe za druge organizme. 1z tog je razloga saznanje odnosa
izmedu morfologije Skoljkasa i svojstava stanista klju¢no za konzervaciju. Zona
plime 1 oseke (Slika 2) je promjenjiv okoli$ u kojem organizmi Zive blizu ruba
svoje fizioloske tolerancije (Tsuchiya 1983). Cak i slab porast temperature zraka
i vode za njih moZe imati ozbiljne subletalne i letalne posljedice i dovesti do
promjena u sastavu zajednica. Dagnje su na dnevnoj bazi izloZzene i kopnenim i
morskim uvjetima, a period izloZzenosti zraku mijenja se s ciklusom plime 1
oseke (Denny i Paine 1998). Gornja granica naseljenosti prvenstveno je
odredena suSom i temperaturnim promjenama, a donje granice uspostavljene su

odnosima izmedu vrsta (Conell 1961).



Slika 2. Dagnje u svom prirodnom okolisu (Izvor: https://www.google.hr/).

1.4.2. Salinitet i temperatura

Salinitet morske vode 1 temperatura su najvaznije odrednice distribucije
organizama u stjenovitim pojasevima morskih mijena (Hiebenthal i sur.
2012).Varijacije u salinitetu imaju znacajne ucinke na organizme koji zive u
vodi te mogu utjecati na njihovu genetsku strukturu i zemljopisnu raspodjelu
(Young 1941).

Istrazivanja pokazuju da snizavanje saliniteta (ispod odredenog praga) utjee na
smanjenu stabilnost ljusture (Blythe i Lea 2008), sto je vjerojatno posljedica
manje dostupnosti kalcija (Bayne 1976) i karbonata za biomineralizaciju ili
energetskih problema zbog hipoosmoti¢nog stresa (Shields i sur. 2008). Nadalje,
analiza morfometrijske varijabilnosti ljuSture je pokazala Kkorelaciju s
gradijentom saliniteta, prema kojoj se izduzeniji primjerci nalaze u podrucju
nizeg saliniteta (Valladares 2010). M. galloprovincialis se teze prilagodava
varijacijama saliniteta dok se s druge strane smatra vrstom najvise tolerantnom
na povisenje temperature mora (Thomas i sur. 2010). No, u poikilotermickih

organizama, kao §to su Skoljkasi, temperatura okoline je jedan od glavnih


https://www.google.hr/
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¢imbenika koji utjeCu na fizioloske i biokemijske procese (Petes i sur. 2007).
Sezonski pad populacije moze stoga biti povezan s temperaturom tj. toplinskim

stresom kao uzrokom smrtnosti u dagnji (Shields i sur. 1992).

1.4.3. Prehrana i gustoéa populacije

Dagnje su filtratori koji se hrane Sirokim spektrom planktonskih organizama;
fitoplanktonom, zooplanktonom, bakterijama, i otopljenom organskom tvari
(Gavrilovi¢ i sur. 2011). Kapacitet rasta dagnje Mytilus galloprovincialis ovisi 0
intra-specifi¢noj kompeticiji uzrokovanoj gustocom uzgoja jedinki. Pokazano je
da je uzgojna gustoca vazan okolisni faktor za oblik ljustura roda Mytilus (Seed
1968, 1973, Brown i sur. 1976), pri ¢emu veca gustoCa populacije i manja
koli¢ina dostupne hrane dovode do uzih i izduzenijih dagnji u odnosu na one
koje rastu u uvjetima niske gusto¢e. Produljenje ljustura takoder moze
omoguciti povoljniji polozaj sifona s obzirom na pristup hrani (Senechal i sur.
2008) sto se smatra adaptacijom na prehrambenu kompeticiju pri visokim
gusto¢ama populacija (Alunno-Bruscia i sur. 2001). Dagnje uzgojene na
visokim gusto¢ama takoder se mogu istisnuti na rub populacije gdje su manja

ograni¢enja za otvaranje valvi (Lauzon-Guay i sur. 2005).

1.4.4. Utjecaj predatora

Prisutnost predatora poput rakova, zvijezdaca i puzeva je vazan Cimbenik
povezan s morfoloSkom plasti¢nosti Skoljkasa (Beadman i sur. 2004, Valladares
2010). Vrste roda Mytilus odgovaraju na utjecaj predatora specifinim
morfoloSkim obiljezjima od kojih su neka detaljno istrazena, ukljucujuci
debljinu ljusture, povecanje mase misica aduktora, rast gustoCe populacije te

povecéana produkcija bisusnih niti (VValladares 2010).
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Rakovi svoju zrtvu 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 zvijezdaca dagnje povecavaju
masu straznjeg misi¢a aduktora ¢ime dolazi do smanjenja linearnog rasta
ljusture 1 smanjenja dodirne povrsine dostupne zvijezdaci za prihvacanje plijena
(Freeman 2007). Mnoge morske zvijezdace i rakovi preferiraju relativno male,
juvenilne skoljkase 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 najce$¢e u zonama
niskog saliniteta koje iskljuuju predatore, te imaju ve¢u moguénost prezivjeti

do odrasle dobi.

U nativhim populacijama dagnje se lakSe suocavaju s veéim pritiscima
grabezljivaca 1 ostalim ¢imbenicima okoliSa jer mogu koristiti viSe energije za
jacanje ljusture i promicanje rasta misi¢a aduktora na ra¢un somatskog rasta,
dok jedinke koje se nalaze u mirnom akvakulturnom okruzenju relativno
zaSticenom od grabeZljivaca usmjeravaju veéinu asimilirane energije za
somatski rast. M. edulis ubrzava razvoj gonada i/ili povecava reproduktivni
napor u prisutnosti predatora (Reimer i sur. 1995). Takoder, prisutnost predatora
ima i druga inducibilna svojstva, kao $to su smanjenje disanja i izlu¢ivanja te
stope filtriranja (Reimer i sur. 1995), agregacijsko ponasanje i jacanje bisusnih
niti (Cote 1995, Reimer i Tedengren 1997).

1.4.5. Klimatske promjene

Povecano antropogeno oslobadanje ugljikovog dioksida (CO;) u atmosferu

uzrokuje zakiseljavanje oceana (Caldeira i Wickett 2003, Hiebenthal i sur.
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2011), Sto moze izravno imati utjecaj na reprodukciju, snagu i formiranje
ljusture kalcificiraju¢ih morskih organizama. Prethodna su istrazivanja pokazala
znacajne ucinke zakiseljavanja morske vode na ekspresiju gena, promjene
fizioloskih odgovora kao i smrtnost li¢inki 1 odraslih te stopu metabolizma
(Hiebenthal i sur. 2011, Byne 2011, Melzner i sur. 2012).

Unutrasnja strana ljuSture je osjetljivija na zakiseljavanje. Primjerice, visoki
pCO; u tjelesnoj tekucini uzrokuje niski pH 1 niske koncentracije karbonata u
izvanplaStanoj tekucini plave dagnje Mytilus edulis, koja je u izravanom
kontaktu s unutarnjom povrSinom ljusture. Otkriveno je da smanjena
koncentracija hrane i visoke pCO, vrijednosti kod svake jedinke znacajno

smanjuju rast ljusture u duljinu (Melzner i sur. 2011).

M. galloprovincialis je osmokonformer i odrzava svoje tkivne tekucine
izoosmotskim s okolnim medijem mobilizacijom i prilagodbom koncentracija
teku¢ine tkiva (Bayne 1986). lako su stanovnici zone plime i oseke vrlo
tolerantni na promjenjive uvjete, abnormalni oceanografski i vremenski uvjeti
ponekad prelaze njihove fizioloSke tolerancije $to rezultira masovnom smrtnosti
(Gosling 1992).

1.4.6. OneciS¢enje

M. galloprovincialis je indikatorski organizam za biomonitoring morskih
ekosustava te procjenu onecisé¢enja u priobalnom podruc¢ju zbog svoje sesilne
prirode i filtriraju¢eg hranjenja te akumulacije kemijskih kontaminanata iz
morske vode (Hamer i sur. 2008). Skup ekoloskih ¢imbenika varira u zoni plime
I oseke, a opstanak i rast populacije Skoljkasa uglavnom ovisi o sposobnosti
tolerancije na snazne fluktuacije okolisnih uvjeta, dodatna zagadenja i stres.
IzloZenost Skoljkasa zagadivadima tijekom duzeg vremena moze dovesti do

neke razine prilagodbe pa su jedinke u zagadenijem okoliSu fizioloski
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tolerantnije od jedinki prikupljenih na ne zagadenim podru¢jima pokazujuci
povisene vrijednosti LT50! (Koukouzika i Dimitriadis 2004, Hiebenthal i sur.
2012). Ova ¢injenica podupire pretpostavku da neki stupanj prilagodbe na
zagadenje moze biti razvijen u dagnji iz zagadenih podrucja koje pokazuju
povecanu fizicku toleranciju i dugotrajniji opstanak na zraku (Koukouzika i
Dimitriadis 2004). Fluktuacije u okoliSu mogu dakle uzrokovati Sirok spektar

stani¢nih odgovora i adaptacije (Shurova 2001).

Veli¢ina i oblik daju razlicite podatke 0 fenotipskoj varijabilnosti izmedu
populacija dagnji. Morfoloske mjere/morfologija dagnji moze se povezati sa
okolisnim faktorima. Analize morfoloske varijabilnosti omoguéuju saznanja o
funkcionalnoj ulozi visine i Sirine Skoljkasa 1 koliki se udio fenotipske
varijabilnosti moze pripisati ¢imbenicima okolisa. Na primjer, visina 1 Sirina
ljusture M. californianus varirale su u razli¢itim mjestima duz obrastaja skoljki
Sto odgovara visini plime. Morfologija ljusture dagnji relativno sporo odgovara
na varijacije okolisnih ¢imbenika, a promjenjivi okolisni ¢imbenici posrednik su
izmedu izvora varijabilnosti u okoliSu 1 dugoro¢no, vremenski integriranog
odgovora skoljkasa ocitog iz morfoloskih mjerenja. Postoji nekoliko bioloskih
zapisa u kojima je dokazan ucinak antropogeno induciranih promjena u okolisu
(kao Sto je globalno zatopljenje) koje utjeCu na morfolosku varijabilnosti

populacija izazvanu gradijentima okolisa (Blythe i Lea 2008).

1.4.7. Valovi

Sposobnost organizma da se odupre gibanju vode (valovima) je preduvjet za

1LT50 je letalno vrijeme (vrijeme do smrti) nakon izlaganja organizma otrovnim tvarima ili

stresnom stanju (https://en.wikipedia.org/wiki/LT50)
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zivot u zoni zapljuskivanja valova. Osim S§to pomifu organizme, valovi
reguliraju opskrbu hranom i donos patogena te imaju kljuénu ulogu u
oblikovanju strukture i dinamike zivotnih zajednica (Paine i Levin 1981). Oblik
ljusture omogucuje razli¢itu prilagodbu M. galloprovincialis na izloZenost
valovima (Zardi i sur. 2007). Steffani i Branch (2003) su utvrdili da dagnje
pokazuju najveci rast 1 ve¢i kondicijski indeks na obalama umjereno izloZenim
valovima. Na obalama s visokom izlozenosti valovima M. galloprovincialis
povecava visinu ljusture te snagu prihvaéanja za podlogu (Gosling 1984, Shields
2008 i sur. 1983). Za podlogu i druge jedinke ¢vrsto su prihvacene bisusom,
vanstanicnim skupom bjelancevinastih niti koje se luce u ventralnom Zlijebu
stopala (Waite 1992). Bisusna nit sastoji se od korijena koji je ugraden u stopalo
I povezan s bisusnim retraktornim misi¢em, i debla koje se proteze iz korijena i
podrzava svaku od bisusnih niti koje se uz njega Sire u raznim smjerovima te se
za supstrat prihvacaju pomocu ljepljivog plaka (Brown 1952). Proizvodnja niti
¢ini 8-15 % mjesecnog energetskog troska (Griffiths i King 1979). Okolisni
Cimbenici kao Sto su izlozenost valovima predvidljivo se mijenjaju Sto

omogucuje analizu razli¢itih izvora varijabilnosti morfologije ljusture.

1.5. Rast

Prema Gosling (1992, 2003), duljina ljusture ili tezina mesa mogu Se Koristiti
kao pokazatelji rasta Skoljkasa. Rast i kvaliteta mesa dagnji pokazuju sezonske
varijacije na koje prvenstveno utjece sezona mrijesta kao 1 relevantni lokalni
okoli$ni ¢imbenici kao $to su hidrografski parametri i dostupnost hrane (Hrs-
Brenko 1978, Seed 1980, Yildiz i sur. 2006, Karayucel i sur. 2010, Gavrilovi¢ i
sur. 2011). Smatra se da sezonalne promjene zbog slozene interakcije lokalnih
okolis$nih ¢imbenika kao $to su temperatura, salinitet i zalihe hrane utje¢u na

somatski rast i reproduktivni ciklus (Gosling 1992).
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Dimenzije visine 1 Sirine ljusture se mijenjaju zbog inkrementalnog rasta ljusture
talozenjem. Ljustura se formira kroz taloZenje iona, uglavnom Kalcija iz morske
vode (Wilbur i Saleuddin 1983). Rast ljusture moze samo djelomi¢no ovisiti 0
metaboliCkom ugljiku (Tanaka 1 sur. 1986), a moze biti 1 manje osjetljiv na
varijabilnosti u dostupnosti hrane od rasta tkiva zbog stalne prisutnosti

otopljenog kalcija u morskoj vodi.

1.6. Reprodukcija i stres

Rast spolnih zlijezda kod $koljkasa, a time i mrijest, je potaknut temperaturom
mora (mrijeste se uglavnom u doba godine s najviSom temperaturom (Bayne
1976) i vrhuncem fitoplanktonske proizvodnje ljeti. Reproduktivno razdoblje u
dagnji moze varirati od jednog masivnog mrijesta, do nekoliko ponovljenih
ciklusa, s viSe ili manje kontinuiranim oslobadanjem gameta tijekom godine
(Seed 1976, Suchanek 1985, Seed i Suchanek 1992). Razdvojena su spola, a
muzjaci i Zenke mrijeste istovremeno. Reproduktivni ciklus M. edulis je
fenotipski plastican, odgovaraju¢i na nekoliko okoli$nih uvjeta (temperatura,
salinitet, sezona, koli¢ina hrane itd.) i endogenih signala (Seed 1976, Seed i
Suchanek 1992). Na rast i stabilnost populacija neposredno utjeCe stres

uzrokovan okoliSem (Hiebenthal 1 sur. 2012).

Stres je u visokoj plimnoj zoni rezultat smanjenja dostupnosti hrane i poveéane
izloZenosti temperaturi zraka i suSenja za vrijeme oseke. Organizmi koji Zive u
ovakvom okoliSu pokazuju fizioloSke posljedice izloZenosti stresu, kao S$to su
smanjenje rasta (Petes i sur. 2007), povecana proizvodnja proteina toplinskog
Soka (heat shock protein, HSP) (Halpin i sur. 2004), i smrtnost (Tsuchiya 1983,
Petes i sur. 2007). Dagnje kao sjedilacki organizmi nemaju sposobnost

izbjegavanja stresa te usmjeravaju energiju s reprodukcije i rasta prema skupoj

13



1.UVOD

fizioloskoj obrani (Petes i sur. 2008). U skoljkasa koji su pod stresom, energija

mora biti raspodijeljena na proizvodnju ljusture i procese odgovora na stres.

Izlaganje zraku u zoni plime 1 oseke moZe izazvati oksidativni stres, jer Se
metabolizam kisika povecava pod visokom temperaturom i susenjem, $to dovodi
do povecane proizvodnje ROS-a (reaktivne vrste kisika) (Livingstone 2003).
Oksidativni stres moze uzrokovati oSte¢enja DNA, proteina, ugljikohidrata, te
lipida (Petes i sur. 2007).

Karotenoidni pigmenti su poznati po svojoj kriticnoj ulozi u obrani od
oksidativnog stresa, jer mogu vezati Stetne radikale kisika (Oy) i pretvoriti ih u
manje Stetni vodikov peroksid (H20,) (Petes i sur. 2007). Sve zivotinje dobivaju
karotenoidne pigmente kroz prehranu (Petes i sur. 2007). Dagnje selektivno
unose i asimiliraju odredene karotenoidne pigmente iz fitoplanktona, u gonade i
somatska tkiva (Campbell 1969, 1970). Kombinacija dostupnosti hrane i
fizickog stresa utjeCe na sadrzaj karotenoida u skoljkama (Petes i sur. 2008) koji
se mijenja s promjenama u gusto¢i fitoplanktona, ali ovisi o spolu i stupnju

zrelosti (Jensen i Sakshaug 1970).

1.6.1. Stres na stres metoda (SOS)

'Stres na stres' (eng. 'Stress on stress' — SOS) test je fizioloski biomarker Koji se
koristi za procjenu otpornosti dagnji na izlaganje zraku (Kamel i sur. 2014);

odnosno mjeri sposobnost dagnji da prezive razdoblje izvan vode.

" Stres na stres " odgovor se smatra jos jednim mogucim indeksom opceg stresa,
izraZzenog smanjenim vremenom prezivljavanja na zraku zbog oneciS¢enja mora
(Hamer i sur. 2008). Zraku se izlazu jedinke Skoljkasa koje su ve¢ iskusile
posljedice nekoliko stresora, kao S§to su teski metali i organske kemikalije. Jedan

stresor moZe inducirati promjene u ponaSanju i metaboliCkoj reakciji koji
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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. 2012). Ovaj biomarker se pokazao ucinkovit i u
laboratorijskim i u terenskim istrazivanjima (Hamer i sur. 2008) jer vrijeme

opstanka na zraku moze ukazati na opce zdravlje organizma (Hamer i sur.
2008).
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1.7. Cilj istrazivanja

Ovim istrazivanjem Zeli se dobiti uvid u znacaj pojedinih morfoloskih obiljezja
za fitnes u razli¢itim uvjetima okoliSa. Specifi¢ni ciljevi ovog diplomskog rada

Su:

1) analizom velikog broja jedinki iz iste populacije utvrditi intrapopulacijsku
varijabilnost pojedinih morfometrijskih obiljezja dagnje, kao i fluktuirajucu
asimetriju pojedinih obiljezja;

2) utvrditi na koji nain kratkotrajno izlaganje razli¢itim okoliSnim uvjetima

utjeCe na fitnes dagnje;

3) istraziti utjeCu li pojedina fenotipska obiljeZja na fitnes dagnji 1 da li je ta

povezanost ovisna o specificnim uvjetima okolisa.
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2. MATERIJALI I METODE

2.1. IstraZivani organizam

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

red: Mytilioida

koljeno: Mollusca

2.2. Podrudje istraZzivanja

Za ovo istrazivanje odabrana je mediteranska dagnja (Mytilus galloprovincialis,

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

Iz uzgajalista Marina (uzgajaliste dagnji blizu Trogira) prikupljeno je s postaje
niskog stupnja antropogenog onecis¢enja 900 jedinki jedne populacije dagnji.
Kako bi istrazili povezanost morfoloskih obiljezja dagnji i fitnesa u odredenom
okoliSu izlozili smo u skupinama od 150 jedinki na Sest prirodnih lokacija
(oneciscene i Ciste postaje) u 3 geografske regije duz hrvatskog dijela jadranske
obale (Slika 3): od sjevernog (PLT - Pula, LBT - Limski zaljev), srednjeg (ZBT
- Zadar Borik, ZMT - Zadar Marina), do juznog Jadrana (GZT — Gruz, luka,
SUT - Ston); od cega su tri postaje niskog stupnja onecis¢enja (LBT - Limski
zaljev, ZBT — Borik, SUT - Ston, uzgajalista dagnji), a tri visokog stupnja
oneCiS¢enja (PLT - Pula, prometna luka, izloZzena slabo procis¢enim
komunalnim, industrijskim i brodogradilisnim otpadnim vodama, ZMT - Zadar
Marina, i GZT - Gruz, sidriSte kruzera, u koje dospjeva i mehanicki obradena

komunalna otpadna voda iz Dubrovnika).
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Slika 3. Geografski smjestaj promatranih lokaliteta.

2.3. Prikupljanje jedinki i postavljanje kaveza
Nativne dagnje skupljene su na podru¢ju uzgajalista Marina u prolje¢e 2014.

godine na dubini od 0,5do 1 m.

Jedinke su poslagane u ru¢no radene kaveze (Slike 4 i 5), dimenzija 100 cm x
100 cm. Za i1zradu smo koristili drvene daskice 1 mrezu od polipropilena, koja je

drzala dagnje gotovo nepomic¢no u kavezu kako bi sve jedinke bile jednako
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izlozene vanjskim cimbenicima, te zasticene od predatora. Kaveze smo spustili
na dubinu od prosjec¢no jednog metra, te usidrili. Dagnje iz Marine postavljene

su u dvije replike na svakoj postaji. Eksperiment je trajao Cetiri tjedna.

Slika 4. Izrada kaveza za eksperiment. Slika 5. Ruéno raden kavez
(dimenzija 100x100cm) s dagnjama.

2.4. Metoda stres na stres

Nakon 4 tjedna izlaganja dagnje smo izvadili iz kaveza, ocistili od obrastaja, te
smo ih podvrgnuli ,,stres na stres (eng. "stress on stress”, SOS) metodi kako bi
utvrdili njihov fitnes. Dagnje su ostavljene na zraku na vlaznom filter papiru te
je svaki dan u isto vrijeme zabiljezen broj prezivjelih, odnosno uginulih jedinki.
Nakon uginuéa ljuSture smo ocistili od tkiva, te se svaka ljustura prethodno

oprana u etanolu spremala u papirnate koSuljice s oznakom jedinke.

2.5. Fotografiranje ljusStura

Pomocu fotoaparata Olympus digital camera 7.2V (model NO. E-PL1, le¢a M.
ZUIKO DIGITAL 14-22mm) ljuSturu svake jedinke smo fotografirali u
laboratoriju (Slika 6). Ljusture su stavljane na tamnu podlogu s milimetarskim
papirom i trakicom oznake, te im je fotografirana unutrasnja strana (Slika 6).

Uvjeti osvjetljenja bili su standardizirani. Na fotografijama ljustura su vidljivi
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oziljci gdje su za ljusturu bili prihvaceni straznji misi¢ aduktor i retraktor, te rub

plasta.

Slika 6. Unutrasnja strana ljusture fotografirana pod standardiziranim svjetlosnim uvjetima i

analizirana u programu ImageJ.

2.6. Morfometrijska analiza ljuStura

Pomoc¢u ImageJ programa izmjerili smo 13 morfometrijskih obiljezja (Slika 7)
na obje ljusture svake jedinke (duljina, Sirina i visina ljusture, duljina otiska
straznjeg miSi¢a aduktora — PAD, duljina otiska straZznjeg miSica retraktora —

LPR, Sirina otiska straznjeg miSic¢a retraktora — WPR, udaljenost od ventralnog
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ruba straznjeg miSi¢a retraktora do lednog ruba ljusture — VPR, udaljenost od
prednjeg kraja otiska straznjeg miSi¢a retraktora do lednog ruba ljusture — DPR,
udaljenost od straznjeg kraja otiska straznjeg miSi¢a aduktora do straznjeg ruba
ljusture — PPAD, udaljenost od prednjeg kraja otiska straznjeg misic¢a aduktora
do straznjeg ruba ljusture — PADP, udaljenost od ventralnog ruba straznjeg
misica aduktora do ventralnog ruba ljusture — PADV, udaljenost od plastene
linije do ventralnog ruba ljusture — PAL, i duljina ligamenta - LIG). Izvagali
smo lijevu i desnu ljusturu svake jedinke kako bi dobili masu, a s podacima

visine, duljine 1 Sirine ljustura izra¢unali smo volumen.

Tako prikupljene podatke statisticki smo obradili da se utvrdi povezanost
morfoloskih obiljezja i fitnesa u ovisnosti o okolisu u kojem su jedinke izlagane.
S obzirom da se vecina obiljezja mjerila na obje ljuSture, na osnovi
morfometrijskih podataka utvrdit ¢e se fluktuirajuca asimetrija I poveznica s

fitnesom.

Slika 7. Morfometrijski parametri ljusture dagnje M. galloprovincialis mjereni u ovom

istrazivanju.
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2.7. Fluktuirajuéa asimetrija

U svrhu odredivanja fluktuirajué¢e asimetrije izmedu lijeve 1 desne ljusture, na
manjem pod uzorku od 150 jedinki analizirali smo 10 fenotipskih karakteristika
ljusture; masa ljusture - MASS, visina ljusture — H, duljina ligamenta — LIG,
duljina otiska straznjeg miSica retraktora — LPR, Sirina otiska straznjeg miSica
retraktora — WPR, udaljenost od ventralnog ruba straznjeg misica 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 miSi¢a aduktora do straznjeg ruba ljusture — PPAD, udaljenost od
prednjeg kraja otiska straznjeg miSica aduktora do straznjeg ruba ljusture —
PADP, udaljenost od ventralnog ruba straznjeg misi¢a aduktora do trbusnog
ruba ljusture — PADV. Kako bi procijenili asimetriju izraCunali smo apsolutnu

vrijednost razlike izmedu lijeve 1 desne ljusture za svako obiljezje.

2.8. Obrada rezultata

Morfometrijska su obiljezja analizirana na 900 jedinki jedne populacije. Svi
izmjereni morfometrijski parametri standardizirani su logaritamski i na duljinu
ljuSture. Rezultati su statisticki obradeni koriStenjem programa Microsoft Excel
(Microsoft 2007), STATISTICA 8.0 (StatSoft, Inc. 2007) i R (R Core Team
2012). Statisticki znaCajne razlike izmedu postaja prema morfometrijskim
obiljezjima utvrdene su analizom varijance ANOVA 1 post hoc TukeyHSD
testom u programu STATISTICA 8.0. Rezultati su prikazani grafovima, na
kojima svaki stupac predstavlja jednu postaju te su iznad svake postaje
prikazana slova koja oznacavaju statisticki zna¢ajnu razli¢itost. Ukoliko postaja
ima barem jedno isto slovo kao i neka druga, znaci da izmedu te dvije postaje

nije utvrdena statisticki znaCajna razlika. Korelacije izmedu morfoloskih
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karakteristika kao i fluktuiraju¢e asimetrije s fitnesom dobivene su pomocu

statistiCkog programa R.

2.8.1. Formula za izra¢un volumena ljusture za logaritamski
standardizirane podatke

V = log((4/3*m)*visina*$irina*duljina ljusture)/log (duljina ljusture) (Shields i
sur. 2008).
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3. REZULTATI

3.1. Morfometrijska obiljezja

Kako bismo utvrdili intraspecijsku morfolosku varijabilnost analizirali smo 13
morfoloskih karakteristika 900 jedinki unutar jedne populacije. Rezultate smo
kategorizirali s obzirom na postaje kojima smo dagnje izlagali u transplant
eksperimentu. Unutar populacije jedinke su se najvise razlikovale prema duljini
ligamenta (Slika 8) te obiljezjima koja su povezana sa straznjim miSi¢em
aduktorom - duljina otiska straznjeg misi¢a aduktora — PAD, udaljenost od
ventralnog ruba straznjeg misi¢a aduktora do ventralnog ruba ljusture — PADV,
udaljenost od prednjeg kraja otiska straznjeg misSic¢a aduktora do straznjeg ruba

ljusture — PADP (Slika 9).

ac
; ad @
0,85
bd
b
0,84 -
4
= 0,83 -
0,82 -
0,81 -
LBT ZBT SUT PLT IMT GZT
Postaja

Slika 8. Morfometrijska obiljezja (sr. vr + st. dev) nativne populacije dagnji M.
galloprovincialis uzorkovanih u prolje¢e 2014. godine odredena Image] programom. Sve
mjere izrazene su u mm. Podaci za duljinu ligamenta logaritamski su transformirani i
standardizirani na duljinu ljusture. Razlicita slova oznaCavaju statisticki znacajno razliite

postaje (p < 0,05). Plava boja predstavlja postaje s niskim stupnjem oneciS¢enja, a crvena
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postaje s visokim stupnjem onecis¢enja. (LBT = Limski zaljev, ZBT = Zadar Borik, SUT =
Ston, PLT = Pula, ZMT = Zadar Marina, GZT = Gruz).

1,08 -
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a a
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1,05 -
1,02 -
0,99 -
0,96 -

LBT /BT SUT PLT IMT GIT

Postaja

PAD

Slika 9. Morfometrijska obiljezja (sr. vr + st. dev) nativne populacije dagnji M.
galloprovincialis uzorkovanih u prolje¢e 2014. godine odredena Image] programom. Sve
mjere izrazene su u mm. Podaci za duljinu otiska straznjeg miSi¢a aduktora — PAD su
transformirani i1 standardizirani na duljinu ljusture. Razli¢ita slova oznacavaju statisticki
znacajno razliCite postaje (p < 0,05). Plava boja predstavlja postaje s niskim stupnjem
oneciS¢enja, a crvena postaje s visokim stupnjem oneciS¢enja. (LBT = Limski zaljev, ZBT =
Zadar Borik, SUT = Ston, PLT = Pula, ZMT = Zadar Marina, GZT = Gruz).
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Slika 10. Morfometrijska obiljezja (sr. vr + st. dev) nativne populacije dagnji M.
galloprovincialis uzorkovanih u prolje¢e 2014. godine odredena Image] programom. Sve
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mjere izrazene su u mm. Podaci za udaljenost od ventralnog ruba straznjeg misica aduktora do
ventralnog ruba ljusture — PADV su transformirani i standardizirani na duljinu ljusture.
Razli¢ita slova oznacCavaju statisticki znacajno razlic¢ite postaje (p < 0,05). Plava boja
predstavlja postaje s niskim stupnjem onecis€enja, a crvena postaje s visokim stupnjem
onecis¢enja. (LBT = Limski zaljev, ZBT = Zadar Borik, SUT = Ston, PLT = Pula, ZMT =
Zadar Marina, GZT = Gruz).
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Slika 11. Morfometrijska obiljezja (sr. vr + st. dev) nativne populacije dagnji M.
galloprovincialis uzorkovanih u prolje¢e 2014. godine odredena ImageJ programom. Sve
mjere izrazene su u mm. Podaci za udaljenost od prednjeg kraja otiska straznjeg miSi¢a
aduktora do straznjeg ruba ljusture — PADP su transformirani i standardizirani na duljinu
ljusture. RazliCita slova oznacavaju statisticki zna€ajno razlicite postaje (p < 0,05). Plava boja
predstavlja postaje s niskim stupnjem oneciS¢enja, a crvena postaje s visokim stupnjem
oneciS¢enja. (LBT = Limski zaljev, ZBT = Zadar Borik, SUT = Ston, PLT = Pula, ZMT =
Zadar Marina, GZT = Gruz).

Za analizu glavnih komponenti (eng. Principal component analysis - PCA) uzeti
su svi morfometrijski podaci (13 morfoloskih karakteristika) za sve
subpopulacije uzorkovane u prolje¢e 2014. godine. Analiza je pokazala da se
subpopulacije  nisu  znacajno razlikovale (odvajale) na oshovu seta

morfometrijskih obiljeZja (Slika 12).
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Slika 12. Analiza glavnih komponenti provedena na 13 morfometrijskih obiljezja 6
subpopulacija jedne populacije dagnje M. galloprovincialis izlozenih u proljece 2014. godine
duz sjeverne, srednje i juzne obale Jadrana. (LBT = Limski zaljev, GZT = Gruz, PLT = Pula,
ZBT = Zadar Borik, SUT = Ston, ZMT = Zadar Marina).

3.2. Korelacija izmedu pojedinih morfometrijskih obiljezja

Rezultati pokazuju niz znacajnih korelacija (p < 0.05) medu pojedinim
fenotipskim obiljezjima dagnji te su prikazani u obliku korelacijske tablice
pojedinih morfometrijskih obiljezja (Slika 13). Zanimljivo je da masa ljusture
korelira pozitivno sa svim promatranim obiljezjima. Najveca korelacija (p <

0,001) je zabiljezena izmedu visine ljusture i volumena, a visina takoder korelira
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3. REZULTATI

jos$ s udaljenosti od ventralnog ruba straznjeg miSica aduktora do ventralnog
ruba ljusture — PADV te udaljenosti od ventralnog ruba straznjeg misica
retraktora do lednog ruba ljusture — VPR. Sirina ljusture normirana na duljinu
visoko je pozitivno korelirana sa $irinom normiranom na visinu te s volumenom.
Znacajnu Kkorelaciju su pokazala obiljezja povezana sa straznjim misicem
retraktorom pa tako VPR osim sa visinom jo§ korelira sa Sirinom otiska
straznjeg miSi¢a retraktora — WPR 1 udaljenosti od prednjeg kraja otiska
straznjeg misSica retraktora do lednog ruba ljusture — DPR. Pozitivne korelacije
su zabiljeZene I medu obiljeZjima vezanim uz straznji miSi¢ aduktor gdje
udaljenost od prednjeg kraja otiska straznjeg misSi¢a aduktora do straznjeg ruba
ljuSture — PADP korelira s udaljenosti od straznjeg kraja otiska straznjeg misica
aduktora do straznjeg ruba ljusture — PPAD i duljinom otiska straznjeg misica
aduktora — PAD. PADP pokazuje pozitivnu korelaciju i s duljinom ligamenta —
LIG.
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3.3. ,,Stres na stres*

Nakon 4 tjedna aklimatizacije u okoliSima razliitog stupnja antropogenog
utjecaja (6 subpopulacija), iste smo jedinke dagnji izloZili stresnim uvjetima,
ostavljaju¢i ih na zraku s visokom koli¢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 14). Maksimalni broj dana prezivljavanja
je za ove jedinke bio 9, dok su jedinke izlozene postajama viSeg stupnja
oneciscenja (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 15).
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Slika 14. 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
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Borik, SUT = Ston), u odnosu na one izloZzene postajama s vis§im stupnjem oneciS¢enja
(crvena linija; GZT = Gruz, PLT = Pula, ZMT = Zadar Marina).
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Slika 15. Vrijeme prezivljavanja dagnji u eksperimentu ,,Stres na stres™ sa svake pojedine

postaje.

3.4. Korelacija morfometrijskih obiljeZja i prezivljavanja (fitnesa) dagnji

Rezultati 'Stres na stres' eksperimenta provedenog u laboratoriju nakon
transplant eksperimenta u prirodi pokazuju negativnu korelaciju izmedu fitnesa
dagnji (prezivljavanje) prethodno izloZenih na ¢istim postajama i Sirine ljusture
standardizirane na duljinu i visinu (Slike 16 i 17), dok je prezivljavanje dagnji
prethodno izloZenih oneciS¢enim postajama znacajno negativno korelirano sa
sirinom standardiziranom na visinu (Slika 18).
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Sirina/Duljina - vrijeme preZivljavanja
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Slika 16. Korelacija fitnesa dagnji (prezivljavanje) prethodno izlozenih Cistim postajama i

Sirine standardizirane na duljinu.
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Slika 17. Korelacija fitnesa dagnji (prezivljavanje) prethodno izlozenih Cistim postajama i

$irine standardizirane na visinu.
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SirinafVisina - vrijeme preZivljavanja
Onediscene postaje
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Slika 18. Korelacija fitnesa dagnji (prezivljavanje) prethodno izlozenih onecis¢enim

postajama i Sirine standardizirane na visinu.

Rezultati su takoder pokazali da su dagnje prethodno izloZzene Cistim postajama
prezivljavale dulje ukoliko su imale manji volumen 1 vecu duljinu otiska
straznjeg misi¢a aduktora — PAD (Slike 19 i 20). Dagnje izloZzene oneciS¢enim
postajama nisu pokazale Kkorelaciju izmedu prezivljavanja i navedenih
morfoloskih karakteristika, no zabiljezena je pozitivna korelacija izmedu
prezivljavanja tih dagnji i udaljenosti od prednjeg kraja otiska straznjeg misica
retraktora do lednog ruba ljusture — DPR (Slika 21). Konacno, rezultati su
pokazali korelaciju izmedu Sirine 1 fitnesa, pri ¢emu su uze dagnje prezivljavale

dulje, prethodno izlozene 1 ¢istom i oneciS¢enom okoliSu.
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Slika 19. Korelacija fitnesa dagnji (prezivljavanje) prethodno izlozenih Cistim postajama i

volumena.
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Slika 20. Korelacija fitnesa dagnji (prezivljavanje) prethodno izlozenih Cistim postajama i

duljine otiska straznjeg misi¢a aduktora — PAD.
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DPR - vrijeme preZivijavanja
Onetisc¢ene postaje
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Slika 21. Korelacija fitnesa dagnji (preZivljavanje) prethodno izlozenih onecis¢enim
postajama i udaljenosti od prednjeg kraja otiska straznjeg miSica retraktora do lednog ruba

ljusture — DPR.

3.5. Fluktuirajuéa asimetrija

Rezultati su pokazali da postoji fluktuiraju¢a asimetrija izmedu lijeve i desne
ljusture za 10 izmjerenih fenotipskih obiljezja 150 jedinki dagnje (Slika 22).
Asimetrija je bila najmanja za visinu ljuSture - H, a najveta za obiljezja
povezana s otiskom straznjeg miSi¢a retraktora (duljina otiska - LPR, Sirina
otiska - WPR, udaljenost od ventralnog ruba straznjeg miSi¢a retraktora do
lednog ruba ljusture - VPR 1 udaljenost od prednjeg kraja otiska straznjeg misica
retraktora do lednog ruba ljusture - DPR), pri ¢emu je obiljezje Sirine otiska
straznjeg miSica retraktora — WPR pokazalo najve¢u asimetriju te najvecu

standardnu devijaciju podataka.
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Slika 22. Fluktuiraju¢a asimetrija 10 morfoloskih obiljezja dagnje (masa ljusture - MASS,
visina ljuSture — H, duljina ligamenta — LIG, duljina otiska straznjeg miSica retraktora — LPR,
Sirina otiska straznjeg miSi¢a retraktora — WPR, udaljenost od ventralnog ruba straznjeg
misica 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
miSi¢a aduktora do straZnjeg ruba ljusture — PPAD, udaljenost od prednjeg kraja otiska
straznjeg misi¢a aduktora do straznjeg ruba ljusture — PADP, udaljenost od ventralnog ruba

straznjeg misic¢a aduktora do ventralnog ruba ljusture — PADV).

3.6. Korelacija fluktuirajuce asimetrije izmedu 10 morfometrijskih
obiljezja dagnje

Prema rezultatima tablice korelacija za fluktuiraju¢u asimetriju pojedinih

obiljezja (Slika 23) pozitivno koreliraju (p < 0,05) udaljenost od ventralnog ruba

straznjeg miSi¢a aduktora do ventralnog ruba ljusture - PADV i duljina otiska

straznjeg miSica retraktora — LPR, PADV i udaljenost od ventralnog ruba

straznjeg miSi¢a retraktora do lednog ruba ljusture - VPR, a sa VPR jo§
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koreliraju LPR, visina ljusture, Sirina otiska straznjeg misi¢a retraktora - WPR i
udaljenost od prednjeg kraja otiska straznjeg misSi¢a aduktora do straznjeg ruba
ljusture — PADP. PADP jos korelira s LPR i ligamentom koji je takoder u
korelaciji s LPR, ali i sa udaljenosti od straznjeg kraja otiska straznjeg miSica
aduktora do straznjeg ruba ljusture — PPAD. Zabiljezena je 1 korelacija

fluktuiraju¢e asimetrije 1 visine ljusSture.
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3. REZULTATI

3.7. Korelacija fluktuirajuce asimetrije 10 morfometrijskih obiljezja i

prezivljavanja (fitnesa) dagnji

Utvrdena je pozitivna korelacija izmedu duljine prezivljavanja i udaljenosti od
ventralnog ruba straznjeg misSica retraktora do lednog ruba ljusture — VPR kod
dagnji koje su prethodno bile izlozene ¢istim postajama (Slika 24). Dagnje s
ve¢om asimetrijom izmedu lijeve 1 desne ljuSture za ovo obiljezje su
prezivljavale dulje (p = 0.04). Za ostala morfometrijska obiljezja nisu

zabiljeZene znacajne korelacije s fitnesom.

VPR - vrijeme preZiviljavanja
Ciste postaje
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Slika 24. Korelacija fitnesa dagnji (prezivljavanje) i udaljenosti od ventralnog ruba straznjeg

miSica retraktora do lednog ruba ljusture — VPR.
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Morfometrijska obiljezja

Rezultati pokazuju da su se jedinke dagnji unutar jedne populacije najvise
razlikovale prema duljini ligamenta 1 obiljezjima vezanim uz straznji mi$i¢
aduktor. Straznji miSi¢ aduktor povezan je s obzirom na utjecaj predatora, pri
¢emu se u prisustvu morskih zvijezdaca povecava masa tog misi¢a (Freeman i
sur. 2007, Valladares i sur. 2010, Christensen i sur. 2012). Kao sesilni organizmi
Skoljkasi ovise o kombinaciji utjecaja mnogo razli¢itih ¢imbenika (Gosling
1992), te se odlikuju visokom morfoloskom plasticnosti, Sto je odgovor na
varijacije lokalnih uvjeta okolisa (Cubillo i sur. 2012). Morfoloska plasti¢nost je
strategija za ublazavanje posljedica intraspecijske kompeticije na individualnoj
razini. Kao i veéina organizama, dagnje pokazuju postupne promjene u
relativnim omjerima kao S§to su povecanje visine 1 Sirine ljusture. 1z fizioloSke
perspektive, te promjene mogu sluZziti odrzavanju optimalnih proporcija
(Banavar i sur. 1999) ili odrazavaju adaptivni odgovor na promjene u okolisu
(Seed 1980, Seed i Suchanek 1992, Reimer i sur. 1995, Akester i Martel 2000,
Steffani i Branch 2003). Opcenito, ovi ucinci su pripisani ogranicenjima u
dostupnosti hrane, prisutnosti predatora, dostupnosti supstrata ili interakcije
navedenih ¢imbenika (Frechette i Lefaivre 1990, Frechette i sur. 1992). Melzner
I sur. (2011) su pokazali da jaka varijabilnost okolisa odabire vise fenotipova,
dok se u stalnim i ekstremnim uvjetima (npr. nizak salinitet, nedostatak

predatora) pojavljuje samo jedan morfotip ljusture.

Tako su jedinke pokazale morfoloSku raznolikost unutar jedne populacije, nakon
mjesec dana transplant eksperimenta gdje su bile izlozene novim okolisSnim
uvjetima, one su ostale populacijski specifi¢ne te se nisu morfoloski znacajno

promijenile, $to je potvrdila PCA analiza.

40



4. RASPRAVA

Rezultati korelacija izmedu pojedinih morfoloSkih karakteristika pokazuju Siroki
spektar korelacija pri ¢emu su najjace korelirala svojstva povezana sa straznjim
miSicem aduktorom, svojstva povezana sa straznjim miSi¢em retraktorom te
svojstva koja odreduju volumen. Zanimljivo je da masa ljuSture korelira

pozitivno sa Svim promatranim obiljezjima.

'Stres na stres' (SOS) - fitnes

[ako fitnes obi¢no oznaCava preZivljavanje 1 reproduktivni uspjeh, on se kod
dagnji ne moze izravno mjeriti. Mjerimo ga kroz rast i opstanak (Shields i sur.
1992, Gardner i sur. 1993) buduéi velicina tijela (obi¢no mjerena kao duljina
ljusture ili volumen) pozitivno korelira s plodnosti - fekunditetom (Shields i sur.
1992).

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
oneciséenja, pri ¢emu su najduze zivjele dagnje s onecis¢ene postaje Pula (PLT),
koja je prometna luka, izloZena slabo procis¢enim komunalnim, industrijskim 1
brodogradilisnim otpadnim vodama, a najkrace dagnje sa postaje Ston (SUT)
koja je uzgajaliSte. Pretpostavka je da su dagnje na oneciS¢enim postajama
zivjele duze zbog toga S$to su njihovi enzimi bili konstantno inducirani u
oneciS¢enom staniStu, te SU se kad smo 1h stavili na zrak lakSe borile s tim (jo$

jednim novim) stresom nego one izloZene ¢istim postajama.

Nekoliko istrazivanja vrsta Mytilus spp. su pokazala da ucinci okolisa uvelike
odreduju prezivljavanje (Shields i sur. 1992). Okolisno ovisan uc¢inak na
organizme i njihov fitnes utjeCe i na fizioloske promjene, kao S$to su

reproduktivno ulaganje, plodnost (fekunditet), snagu vezivanja za podlogu i
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osjetljivost na parazitske infekcije sto je pokazano na dagnjama u radovima
Gardner (1994), Rawson i sur. (1999), Riginos i Cunningham (2005).

U radu Hamera i sur. (2008) su utvrdili da metabolicki arest, $to je vazan
mehanizam ukljucen u opstanak pod anoksi¢nim uvjetima, moze biti ugrozen
kada su organizmi ujedno izlozeni i teretu oneciSéenja. 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 anoksic¢ne uvjete.

Medutim, izloZzenost Skoljkasa zagadiva¢ima kroz dugo vremensko razdoblje
moze dovesti do neke razine prilagodbe oneciS¢enju. Dagnje uzorkovane iz
zagadenih mjesta mogu biti fizioloSki tolerantnije na onecis¢enje od jedinki
prikupljenih na ne zagadenim podru¢jima, a kao rezultat toga one pokazuju
povisene vrijednosti LT50 (Koukouzika i Dimitriadis 2004). Ova c¢injenica
podupire pretpostavku da neki stupanj prilagodbe na zagadenje moze biti
razvijen u dagnji izlaganih okoliSu viSeg stupnja oneciS¢enja koje pokazuju
povecanu fizi¢ku toleranciju 1 dugotrajniji opstanak na zraku (Koukouzika i

Dimitriadis 2004) $to je u skladu s nasim rezultatima.

Korelacija morfoloskih obiljezja dagnje i fitnesa

Rezultati su pokazali korelaciju izmedu Sirine 1 fitnesa, pri ¢emu su uze dagnje
prezivljavale dulje, prethodno izloZene i Cistom i onec¢is¢éenom okolisu. Alunno-
Bruscia 1 sur. (2001) su u svojem istrazivanju pokazali da je odnos Sirine 1
duljine te Sirine 1 visine povezan s hranom 1 gusto¢om populacije pri ¢emu su
dagnje u gustim zajednicama i sa slabijom dostupnosti hrane bile uze (Alunno-

Bruscia i sur. 2001).
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Rezultati su pokazali korelaciju volumena i prezivljavanja dagnji u SOS
eksperimentu, pri cemu su dagnje s manjim volumenom, prethodno izlozene
Cistom okoliSu, prezivljavale dulje. U prijasnjim je istrazivanjima potvrdeno da
je volumen ljuSture vazna varijabla povezana s fitnesom budu¢i je to obiljezje
ljusture kod morskih $koljkasa usko vezano uz fekunditet (Jablonski 1996,
1998).

Nasi rezultati takoder pokazuju korelaciju izmedu duljine otiska straznjeg misi¢a
aduktora — PAD 1 fitnesa, pri ¢emu su dagnje, prethodno izloZene cCistom
okolisu, s ve¢im PAD prezivljavale znacajno dulje. Valladares i suradnici (2010)
objasSnjavaju da nativne populacije Skoljkasa koje se suocavaju s veéim
pritiskom predatora obicno izdvajaju manje energije na somatski rast. Takve
jedinke veci dio energije ulazu u jacanje ljustura te promicu rast miSic¢a aduktora
Sto se odnosi na povecanje individualnog fitnesa te je direktno povezano s
boljim prezivljavanjem. No budu¢i da su nase subpopulacije bile stavljene u
kaveze (100x100cm) s mrezom od polipropilena, ujedno su sve jedinke jednako
bile zasti¢ene 1 od predatora. Takoder je zabiljezena pozitivna korelacija izmedu
prezivljavanja dagnji i1 udaljenosti od prednjeg kraja otiska straznjeg miSica
retraktora do lednog ruba ljusture — DPR. Gardner i Thompson (2009) su
pokazali da geografija moZe imati snazan utjecaj na morfometrijske varijacije
unutar vrste. Razlike u dobivanju na masi i raspodjeli resursa izmedu tijela i
ljuSture se pripisuju razlikama u stanistu (Rao 1953, Seed 1973, Brown 1 Seed
1977), ekosustavu, (Barkati i Choudhry 1988), ili varijacijama u uvjetima
okolisa, kao Sto su dostupnost hrane, stupanj zagadenja, temperature vode,
slanost 1 izloZenost valovima (Raubenheimer i Cook 1990, Akester 1 Martel
1999), sto neposredno utjeCe 1 na fitnes. MorfoloSka varijabilnost moze biti 1
funkcija jake fenotipske plasticnosti, koja je Cesto adaptivna u fluktuirajuéem

okruzenju (Whitman 2009).
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Sto se tide korelacije morfometrijskih obiljeZja i duZine preZivljavanja (fitnesa),
neka obiljezja dagnji nisu ovisila o stupnju oneciS¢enja okoliSa, no veé¢i dio

obiljezja imao je znacajniju korelaciju s fitnesom u ¢istim postajama.

Fluktuiraju¢a asimetrija

Dobivenim rezultatima potvrdena je fluktuiraju¢a asimetriju za gotovo sva
ispitana morfoloska svojstva. Najvecu fluktuiraju¢u asimetriju pokazuju svojstva
vezana uz straZznji miSi¢ retraktor, pri ¢emu se posebno isti¢e Sirina otiska tog
miSica — WPR. Treba napomenuti da su ta obiljezja bila Cesto teSko jasno
razluciva na ljusturi te da postoji mogucnost da je ovakva izraZzena asimetrija

rezultat subjektivnosti prilikom mjerenja.

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, Hockey 1992).

Slu¢ajna odstupanja od simetriéne morfologije Su pripisana nizu uzroka.
Primjerice, Leary i Allendorf (1989) ukazuju da stres uzrokovan okoliSnim
¢imbenicima moZe smanjiti energiju utroSenu na razvoj, Sto dovodi do razlika u
rastu podudarajucih strana bilateralnih struktura. Zbog Smanjene razvojne
stabilnosti opéenito se pretpostavlja da je simptom niskog fitnesa (Handy i sur.
2004, Hamer i sur. 2008). Nasi rezultati su pokazali korelaciju fluktuirajuce
asimetrije i udaljenosti od ventralnog ruba straznjeg misica retraktora do lednog

ruba ljusture — VPR, gdje su jedinke s ve¢om asimetrijom prezivljavale dulje.
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Analizom velikog broja jedinki (devet stotina) dagnje Mytilus galloprovincialis
utvrdili smo da postoji intraspecijska morfoloska varijabilnost s obzirom na 13

morfoloskih osobina jedne populacije.

Nakon kratkog izlaganja od mjesec dana u transplant eksperimentu uvjetima
razli¢itih okoliSnih ¢imbenika (Ciste i neciste postaje) subpopulacije dagnje se

nisu znac¢ajno razlikovale na osnovu seta morfometrijskih obiljeZja.

'Stres na stres' metoda izlaganja dagnji na zraku je pokazala da su dagnje
prethodno izloZene na postajama nizeg stupnja onecis¢enja imale manji fitnes, tj
prezivljavale su krace, dok su jedinke izloZzene postajama viSeg stupnja
onecis¢enja prezivljavale dulje. Moguce objasnjenje je indukcija enzima vezanih
uz antioksidativnu obranu, biotransformaciju ili odrzanje stani¢ne homeostaze U
oneciS¢enom staniStu, te su se kad smo ih stavili na zrak lakSe borile s tim

stresom nego one izloZene Cistim postajama.

Rezultati su pokazali korelaciju izmedu Sirine 1 fitnesa, pri cemu su uze dagnje
prezivljavale dulje, prethodno izloZene i ¢istom i one¢is¢enom okolisu. Dagnje u
Cistom okoliSu su prezivljavale dulje i ukoliko su imale manji volumen i veéu
duljinu otiska straznjeg miSi¢a aduktora — PAD. Dagnje izlozene oneciS¢enim
postajama su pokazale pozitivnu korelaciju izmedu prezivljavanja i udaljenosti
od prednjeg kraja otiska straznjeg miSica retraktora do lednog ruba ljuSture —

DPR.

Fluktuirajuca asimetrija postoji izmedu lijeve i1 desne ljuSture za 10 izmjerenih
fenotipskih obiljezja, te je najmanja za visinu ljusture - H, a najveca za obiljezja
povezana s otiskom straznjeg misica retraktora (LPR, VPR, DPR i WPR), pri
¢emu je za obiljezje Sirine otiska straznjeg miSica retraktora - WPR utvrdena

najveca asimetrija i najveca standardna devijacija podataka. Takoder je s boljim

45



5. ZAKLJUCAK

fitnesom korelirana veca asimetrija udaljenosti od ventralnog ruba straznjeg

miSic¢a retraktora do lednog ruba ljusture — VPR.
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