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1 UVOD
1.1 Klimatske promjene u Jadranu

Sredozemno more smatra se jednim od svjetskih ZariSta bioraznolikosti (engl. biodiversity
hotspot) i prostorom s najvec¢im globalnim endemizmom (MedECC 2020; Chatzimentor i sur.
2023). Ovaj poluzatvoreni bazen predstavlja tzv. ,,minijaturni ocean” gdje proucavanje
cirkulacije vodenih masa, monitoring fizikalnih i kemijskih parametara te klimatskih i okolisnih
promjena, omogucava bolje razumijevanje i ekstrapolaciju istih na globalnu razinu (Bethoux i
sur. 1999; Lejeusne i sur. 2010). Mediteran je zbog brojnih negativnih utjecaja i svoje
koje se manifestiraju kroz povecanje temperature mora, zakiseljavanje, masovne pomore i dr.,
uzrokuju znacajne promjene u morskim ekosustavima (Kruzi¢ 2014). Analiza 90 ugrozenih
vrsta Sredozemnog mora iz razli¢itih razreda, pokazala je da je ¢ak Cetvrtina istih pod direktnim,
eklatantnim utjecajem klimatskih promjena (Chatzimentor i sur. 2023) $to za njih predstavlja

dodatan rizik i ugrozu.

Promjene koje se odvijaju u Sredozemnom moru i Koje s vremenom postaju sve izrazenije,
direktno utjecu i na stanje u Jadranskom moru. Uz karakteristicnu cirkulaciju vode koja ulazak
u Jadransko more zapocinje iz Jonskog mora uz isto¢nu obalu prema sjeveru i daljnjim
kretanjem uz zapadnu obalu prema jugu, na dinamiku kretanja vodenih masa i strujanja mora
znacajno utjeCe i vjetar bura (sjeverno-isto¢ni vjetar). Poluzatvoreni izduzeni bazen Jadranskog
mora s brojnim otocima donekle usporava nektonskim vrstama migriranje i time otezava
izbjegavanje podrucja s velikim zagrijavanjem vodenog stupca (Cavraro i sur. 2022).
Povrsinske temperature mora na jugu, znacajno su vece od onih u srednjem ili sjevernom dijelu
Jadrana (Kruzi¢ i sur. 2012). Istrazivanja Bonacci i suradnika (2022) pak uocavaju izrazeniji
utjecaj klimatskih promjena (kroz trend povisenja temperature zraka i povrsinske temperature
mora) na podrucju Sjevernog Jadrana. Takoder, neovisno o blizini dvaju proucavanih lokaliteta
(Korc¢ula 1 Vela Luka) na istome otoku u juznom Jadranu, zabiljeZen je razli¢it intenzitet
utjecaja klimatskih promjena na temperaturu zraka i precipitaciju (Bonacci i sur. 2021).
Navedeni primjeri upucuju na kompleksnost proucavanja klimatskih promjena u Jadranu i

potrebu za sveobuhvatnim, interdisciplinarnim istrazivanjima u svrhu razumijevanja istih.

Istrazivanja predvidaju nekoliko klju¢nih dogadaja u Jadranu pod utjecajem klimatskih
promjena i globalnog zagrijavanja: znacajne promjene u hidrogeoloskom ciklusu kroz
redukciju precipitacije odnosno povecanje evaporacije (Vilibi¢ i sur. 2013; MedeECC 2020),

izmjene u bioloskoj produkciji i dostupnosti nutrijenata (Waller i sur. 2018), zagrijavanje
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morske vode, promjene u kretanju vodenih masa i kontinuirano slabljenje termohaline

cirkulacije (Mihanovi¢ i sur. 2021), a time i povecanje stratifikacijskog indeksa.

Neupitna je Cinjenica da promjene koje se odvijaju uslijed globalnog zagrijavanja, 1 za koje
se predvida da ¢e s vremenom postajati sve izrazenije, mijenjaju dinamiku morskih ekosustava.
Stoga je u ovako malom, poluzatvorenom moru kao $to je Jadransko more, vrlo vazno vrsiti
kontinuirani monitoring i uvoditi nove metode ranog otkrivanja biomarkera stresa, kod za to
pogodnih organizama, kako bi se okolisne promjene uocavale na vrijeme i Stanja ekosustava
procjenjivala $to to¢nije (Vilibi¢ i sur. 2013).

1.2 Zarnjaci u biomonitoringu klimatskih promjena
izbjegavanja negativnih promjena okoli$nih ¢imbenika (Choresh i sur. 2004) pa stoga ujedno
predstavljaju i idealnu grupu organizama za monitoring temperaturnih oscilacija u morima kao

posljedicu klimatskih promjena i adaptivnih odgovora na iste (Gadelha i sur. 2017).

Izlozenost sjedilackih organizama temperaturnim anomalijama ima za posljedicu nekoliko
ucinaka kao §to su: metabolicki poremecaji, fizioloski stres (Coma i sur. 2002; Coma i Ribes
2003; Torrents i sur. 2008) te veca osjetljivost organizama na razvoj patogena (Kushmaro i sur.
1998; Banin i sur. 2001, 2003; Bally i Garrabou 2007).

Steta koju klimatske promjene mogu prouzroditi organizmima rezultat je istovremeno
intenziteta okoli$nih stresora kao i same osjetljivosti (podloznosti, adaptivnog kapaciteta,
ponasanja i dr.) organizama na iste (Chatzimentor i sur. 2023). Posebne prilagodbe organizama
na okolisni stres, uslijed dinami¢nih izmjena u okoliSu, ekoloski 1 evolucijski omogucile su im
prezivljavanje. Upravo razumijevanje mehanizama kojima se organizmi sluze u borbi protiv
navedenih negativnih utjecaja, daju dobar uvid u adaptacijski potencijal raznolikosti vrsta
(Rivera i sur. 2021).

Brojna ekoloSka i bioloSka istrazivanja zarnjaka ve¢ su omoguéila uvid u raznolikost
odgovora organizama na stresne okoliSne uvjete, mehanizme prilagodbi, raznolikost u
toleranciji na fluktuirajuce ekoloske parametre (Dias i1 sur. 2019) kao i trenutno stanje njihove
distribucije i ugrozenosti. Daljnjim razvojem molekularnin metoda i biomarkera za
prepoznavanje stupnja utjecaja okoliSnog stresa, omogucila bi se usporedba, te uspostava

preciznijih sustava monitoringa i predikcija stanja organizama (Cziesielski i sur. 2019).



1.2.1 Usporedba provedenih istraZivanja na Zarnjacima

Ispitujuéi postojanje temperaturne tolerancije kod moruzgvi roda Nematostella, Rivera i
suradnici (2021) otkrili su pojavu transgeneracijske plasticnosti. Naime, izlaganje roditeljskih
jedinki poviSenoj temperaturi, izaziva pojavu povecane tolerancije na temperaturne oscilacije
kod li¢inackog stadija njihovih potomaka, Sto potomcima omogucava vecu Sansu
prezivljavanja. Richier i suradnici (2005) istrazivanjem na Simbiotskoj moruzgvi Anemonia
viridis (Forsskal, 1775) i nesimbiotskoj moruzgvi Actinia mediterranea Schmidt, 1971 pokazali
su razliku u odgovoru na temperaturni stres ovisno o ne/posjedovanju simbiotskih organizama.
Dok su jedinke nesimbiotske vrste pokazale veliku osjetljivost na temperaturne promjene kroz
smanjenje antioksidacijskog odgovora (SOD) i povecanje biomarkera lipidne peroksidacije,
jedinke simbiotske vrste pokazale su veliku toleranciju. Istrazivanje Downs i suradnika (2000)
takoder je pokazalo povecanje lipidne peroksidacije u uvjetima temperaturnog stresa i to 4,4-
5,9 puta u odnosu na kontrolne uzorke kod koralja Orbicella faveolata (Ellis i Solander, 1786).
Ovo i brojna druga istrazivanja na koraljima (Anthozoa) pokazala su povecanje lipidne

peroksidacije kao posljedice temperaturnog stresa (Dias i sur. 2020).

Kruzi¢ i suradnici (2016) utvrdili su da u Jadranu oko 10 % populacija zadruZzne moruzgve
Parazoanthus axinellae (Schmidt, 1862) i kamenog koralja Caryophyllia inornata (Duncan,
1878 ) pokazuju znakove pojac¢ane nekroze u koraligenskoj zajednici. Slican dogadaj uocen je

i na nekoliko lokaliteta duz Ligurske obale od 2001. do 2003. godine (Cerrano i sur. 2006).

Populacije koje zZive u plicem dijelu mora su uglavnom otpornije od onih u dubljem dijelu
mora. Drugacija teza je postavljena za bijelu gorgoniju Eunicella singularis (Esper, 1791). Kod
ove vrste populacije iz pliceg dijela mora su puno ugrozenije od onih iz dubljeg dijela (Ferrier-
Pages i sur. 2009), najvjerojatnije zbog mogucnosti gubitka simbiotskih algi (zooksantela) zbog

povecane temperature mora (Kruzi¢ 1 sur. 2016).

Prije 20 godina, smrtnost koralja Oculina patagonica de Angelis D'Ossat, 1908 u
jugoistoénom dijelu Sredozemnog mora uzrokovana je patogenom bakterijom Vibrio shiloi
(Kushmaro i sur. 1998), dok su u Karipskom moru gorgonije stradale zbog patogenih gljivica
Aspergillus sydowii (Geiser i sur. 1998). Temperatura mora vjerojatno ima snazan utjecaj na
dinamiku interakcije izmedu koralja i patogena. Mnogi patogeni imaju sposobnost uzrokovati
bolesti kod domacina samo pod uvjetima ekoloSkog stresa. Smatra se da se poja¢anim i naglim

porastom brojnosti patogena smanjuje efikasnost imunoreakcije domacina, ¢ime on u isto



ranjivost simbiotskih koralja Sredozemnog mora u zadnjih nekoliko valova pozitivnih

temperaturnih anomalija (povecanja temperature mora).

Istrazivanjem je utvrdeno smanjenje metabolicke aktivnosti kod gorgonija tijekom razdoblja
visoke temperature mora (Previati i sur. 2010). Na temperaturama iznad 20 °C, metabolicka
aktivnost i potrosnja kisika je smanjena kod vrsta Paramuricea clavata (Risso, 1827), Eunicella
cavolini (Koch, 1887) i Corallium rubrum (Linnaeus, 1758), a utvrdeni su i prvi znakovi
nekroze tkiva. Kod crvene gorgonije P. clavata istrazivanja Pairaud i suradnika (2014) pokazala
su znac¢ajne nekroze tkiva nakon kratkih (u prosjeku 9 dana) izlaganja temperaturama mora
visim od 25 °C. Sunagawa i suradnici (2008) pokazali su svojim istraZzivanjem na moruzgvi
Exaiptasia pallida (Agassiz in Verrill, 1864) povec¢anu razinu ukupnog glutationa kao jednog

od odgovora na temperaturni stres.

Istrazivanja Kruzi¢ i suradnika (2016) kroz kontinuirani monitoring od 14 godina na pet
lokaliteta duz Jadrana, pokazala su po prvi puta intenzitet utjecaja klimatskih promjena na
pojavu masovnog pomora bentickih vrsta (s naglaskom na koraligenske zajednice), dubinski
raspon i moguce uloge temperaturnih promjena na benticke beskraljeSnjake. Sjeverni dio
Jadrana (podrucje Cresa) bio je najmanje zahvacen, dok je na lokalitetima Srednjeg i Juznog
Jadrana (Telas¢ica, Lastovo, NP Mljet) bio vidljiv znacajniji utjecaj. Gorgonije poput P.
clavata, E. cavolini i E. singularis pokazale su nekroze tkiva sa ogoljenim skeletom. Takoder,
kod vrsta P. clavata i E. cavolini uofena su oSteéenja tkiva vjerojatno prouzrocena

nakupljanjem sluzavih makroagregata.

Brojni su slucajevi gubitka cenenhima i nekroze tkiva kod crvenog koralja C. rubrum
(Kruzi€ 1 sur. 2016), Sto je rezultiralo djelomi¢nom uginu¢em kolonija zabiljezenim tijekom
2009., 2012. 1 2016. godine na lokacijama u Nacionalnom parku Mljet, ali nije utvrdeno
masovno ugibanje kao u zapadnom dijelu Sredozemnog mora (Garrabou i sur. 2001). Jedan od
razloga za manji mortalitet u Jadranu moze biti dubina staniSta crvenog koralja. Populacije
crvenog koralja rijetko se mogu pronaci u plitkim obalnim morima (iznad 40 metara dubine) u
Jadranu, jer je vecina plitkih populacija drasti¢no smanjena zbog krivolova, ¢ak i u zasti¢enim
podrucjima. Zajedno s temperaturnim anomalijama na Mediteranu, prezivljavanje crvenog
koralja u plitkim stanistima izgleda vrlo neizvjesno. Kalcifikacija kamenog koralja Cladocora
caespitosa (Linnaeus, 1767) proucavana X-radiografskom analizom (Kruzi¢ i sur. 2012)
pokazala je vece stope rasta koralja u periodima povecane temperature mora. Negativna je
korelacija utvrdena izmedu povecane temperature mora 1 gustoce koralja. Proucavanje rasta
koralja C. caespitosa kroz duzi niz godina moglo bi se tako koristiti u svrhu rekonstruiranja
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promjena klimatskih parametara kroz proslost (Morri i sur. 2001), ali i predvidjeti odgovor

jedinki na klimatske fluktuacije danas i u buduénosti.

1.3 Biologija i ekologija kamenog koralja Cladocora caespitosa i crvene moruzgve
Actinia equina

Busenasti kameni koralj Cladocora caespitosa endemska je vrsta Mediterana (Slika 1a).
Nastanjuje stanista razli¢itih karakteristika: pomi¢nog i ¢vrstog dna, raspona dubine od 5 - 40
metara, u mirnim podrué¢jima kao i podru¢jima s izrazenim morskim strujama (Zibrowius 1982;
Kruzi¢ i Benkovi¢ 2008). Gradi manje nasumi¢ne kolonije ili velike kolonijalne banke (Casado
de Amezua i sur. 2015) poput koraljnog grebena u Velikom jezeru (Mljet), koji sa povrS§inom
od 650 m? &ini najveéi greben kamenog koralja C. caespitosa u Mediteranu (Kruzi¢ i Pozar-
Domac 2003). Busen kamenog koralja ima tzv. faceloidnu gradu tj. sadinjen je od veéeg ili
manjeg broja medusobno neovisnih polipa (Rodolfo-Metalpa i sur. 2005). Posjeduje obiljezja
tropskog koralja s karakteristichim fizioloskim i morfoloskim osobinama, ostvarivanjem
simbiotskih odnosa s jednostani¢nim dinoflagelatima iz porodice Symbiodiniaceae,
kolonijalnom gradom i moguénos¢u formiranja strukture grebena (Zibrowius 1982; Kruzi¢ i
Benkovi¢ 2008). EkoloSka vaznost ovog koralja proizlazi iz njegove sposobnosti formiranja
trodimenzionalnih karbonatnih struktura koje predstavljaju staniSte za epilitske, endolitske i
slobodno Zivuée beskraljeznjake i time povecavaju ukupnu bioraznolikost (Pitacco i sur. 2014;
Zunino i sur. 2018). Zbog opadanja brojnosti populacija tijekom zadnjih desetljeca, kao i

prespore stope obnove zbog koje se ne mogu kompenzirati gubitci (Kersting i sur. 2014), prema

IUCN-ovoj crvenoj listi ova vrsta svrstana je u ugrozene (Casado de Amezua i sur. 2015).

Slika 1. Brojni polipi kamenog koralja Cladocora caespitosa (a) i crvena moruzgva Actinia
equina s otvorenim lovkama (b) u laboratorijskim uvjetima. Jedinke su slikane za vrijeme

trajanja eksperimentalnog dijela ovog rada.



Zarazliku od zadruznog kamenog koralja, crvena moruzgva Actinia equina (Linnaeus, 1758)
solitarni je polip (Slika 1b). Ne posjeduje endosimbiontske dinoflagelate i aktivno lovi sitne
beskraljeznjake pomocu lovki koje se radijalno Sire iz otvora gastrovaskularne Supljine
(Matonickin i sur. 1998). Nastanjuje kamenite podloge mediolitoralne zone u kojoj su izrazeni
promjenjivi uvjeti okolisa (Chomsky i sur. 2004). Pretpostavlja se da zbog prilagodenosti zivota
u ekstremno razli¢itim uvjetima (potpuno potopljenih u vodi, u potpunosti na suhom) crvena
moruzgva tolerira veCu varijaciju temperature, saliniteta, osvijetljenosti i drugih abiotickih
parametara. Neki od obrambenih mehanizama koje koristi su uvlacenje lovki i zaobljivanje u
svrhu smanjenja tjelesne povrsine, migracija odljepljivanjem od podloge i koriStenje toksi¢nih
zarnih stanica (Terrell 2003). Veliku toleranciju od isuSivanja postize zadrzavanjem vode
unutar gastrovaskularne Supljine i postepenom evaporacijom iste u svrhu hladenja (Griffiths
1977). Oba zarnjaka uobicajeno nastanjuju Jadransko more, a buduéi da obitavaju u drugacijim
okolisnim zonama (infralitoral i mediolitoral) u kojima su razli€iti intenziteti temperaturnih

promjena, zanimljivo je proucavati u kojoj mjeri to utje¢e na njih.

1.3.1 Utjecaj klimatskih promjena na kameni koralj i crvenu moruzgvu

Spora dinamika ovog dugozivuceg busenastog kamenog koralja pa time i smanjena
sposobnost oporavka od utjecaja klimatskih promjena, ¢ini ga osjetljivim na okoliSne
fluktuacije (Kersting i sur. 2014), sto bi u narednim desetlje¢ima moglo izazvati sve izrazenije
pomore (Kruzi¢ i sur. 2016). Budu¢i da je C. caespitosa simbiotski koralj, proucavanje utjecaja
temperaturnih promjena dodatno je otezano zbog sagledavanja utjecaja temperature na oba
organizma koji sudjeluju u simbiozi (kameni koralj i alge roda Symbiodinium). Jedna od
najocitijih makroskopskih promjena koralja pod utjecajem temperaturnog stresa je tzv.
izbjeljivanje koralja (engl. coral bleaching) koje nastaje kao posljedica napustanja simbiontskih
organizama na razli¢ite nacine uslijed stresnih uvjeta (Slika 2a,b). Izbjeljivanje se morfoloski
o¢ituje kroz sve blijede tkivo koje napreduje postepeno do potpune prozirnosti. Na taj nacin,
Podvojena su misljenja o tome koji to¢no dogadaj izaziva bleaching. Oksidativna teorija
(Downs i sur. 2002) tvrdi da zbog narusavanja fotosintetskog sustava simbiontskih algi dolazi
do stvaranja reaktivnih kisikovih vrsta i posljedi¢no pove¢ane akumulacije istih, kao i oste¢enja
u tkivu domacina §to uzrokuje izbjeljivanje koralja kao zadnje opcije obrane od oksidativnog
stresa (Gardner i sur. 2016). Adaptivna teorija nalaZe pak da se organizam domacin prilagodava
na novonastale stresne okolisne uvjete, kroz zamjenu postojecih simbionata sa novim, fizioloski

bolje prilagodenim tipom simbionata (Kinzie i sur. 2001; Weis 2008).
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Slika 2. Mehanizmi gubitka simbionata koji dovodi do izbjeljivanja koralja (a). Sym oznacava
simbiontske organizme, a Lys lizosome (preuzeto i prilagodeno iz Oakley i Davy 2018). Polipi
kamenog koralja C. caespitosa u razli¢itim stanjima (b). Polipi kamenog koralja C. caespitosa
s bijelim skeletom i izbijeljenim lovkama prolaze kroz proces ,,bleachinga® za razliku od

zdravih, smedih polipa.

Koristenjem kamenog koralja C. caespitosa kao indirektnog zapisa (engl. proxy) za
proucavanje klimatskih fluktuacija u proslosti, Peirano i suradnici (2004) pokazali su da su
fosilni uzorci koralja u proslosti zivjeli u uvjetima izraZzene sezonalnosti, toplijeg mora i veceg
turbiditeta nego danas. Nasuprot ovim ¢injenicama, novija istrazivanja pokazuju negativnu
korelaciju izmedu globalnog zagrijavanja (povisenja temperature mora) i stanja kamenog
koralja. Istrazivanjem rasta kolonija C. caespitosa Kruzi¢ i suradnici (2012) pokazali su dobru
prilagodenost kamenog koralja na sezonalnu promjenu temperature mora, medutim izrazeni
negativni utjecaj ekstremnih temperaturnih varijacija na rast, cvjetanje algi i pojavu
izbjeljivanja koralja. Veliki mortalitet (oko 90 %) kolonija uocen je u blizini otoka IZa, a zadnjih
godina uocava se i opadanje brojnosti na Mljetu (oko 10 %) (Kersting i del Mar Otero 2016;
Kruzi¢ i sur. 2012).

Kod crvene moruzgve zbog izmjenjivanja perioda plime i oseke, perioda u danu ili godis$njeg
doba, izrazene su ciklicne, dnevne promjene u temperaturi okoliSa kojemu je izlozena
(Chomsky i sur. 2004). Istrazivanja Chomsky i suradnika (2004) pokazala su znacajno
smanjenje biomase jedinki crvene moruzgve prilikom poviSenih temperatura mora S$to je
povezano s energijom koja se tro$i na disanje, a ovisi 0 temperaturi. Takoder, ekstremna
poviSenja temperature mora pokazala su i znafajno smanjenje stope prezivljenja testiranih
jedinki (Gadelha i sur. 2017).



Nekoliko je strategija stani¢nog odgovora kod koralja (Anthozoa) u svrhu prilagodbe na
temperaturne varijacije (Brown 1997): reorganizacija enzima oksidacijskog stresa (superoksid
dismutaza, katalaza i sl.) kroz promjene u koncentraciji, prisutnim izoformama i Kinetici,

eksprimiranje proteina stani¢nog Soka i promjena fluidnosti stanicnih membrana.

Istrazivanja stupnjeva oSteCenja tkiva zarnjaka, osim klasicnim vizualnim metodama
zapazanja, upotpunjuju se histoloskim i fiziolo§kim analizama. Uz uocavanje tkivnih promjena
(histoloskim metodama), mjerenja razine oksidacijskog stresa (fizioloSkim metodama) i
promjena razli¢itih proteina toplinskog Soka (Hsp, engl. Heat shock protein) pokusavaju se
standardizirati protokoli i za druge molekularne markere. Primjena imunokemijskih,
imunohistokemijskih i1 biokemijskih metoda omogucavaju sveobuhvatnu analizu tkivnih

promjena uzrokovanih klimatskim promjenama kroz poviSenje temperature.

1.4 Molekularni mehanizmi i biomarkeri prac¢enja klimatskih promjena u Zarnjaka
lako je kisik neophodan za zivot, reaktivne vrste kisika (ROS, engl. Reactive Oxygen
Species) kao grupa radikalnih (zbog nesparenog elektrona u zadnjoj ljusci) i neradikalnih
molekula nastalih iz kisika (npr. superoksidni anion, hidroksilni anion, vodikov peroksid i dr.)
predstavljaju toksi¢ne oblike. Takvi Stetni oblici kisika nastaju tijekom normalnih stani¢nih
procesa u stani¢nim odjeljcima (Averill-Bates 2023), ali osim zbog endogenih uzroka, reaktivne
vrste kisika povecano se akumuliraju u stanicama organizama pod utjecajem okoliSnih stresora.
Interakcija reaktivnih vrsta kisika sa stani¢nim makromolekulama lipidima, proteinima i
nukleinskim kiselinama izaziva njihovu oksidaciju, lipidnu peroksidaciju, proteinsku
denaturaciju, poremecaj uradu organela poput mitohondrija i peroksisoma i u kona¢nici snazan

stani¢ni odgovor koji moze zavrsiti apoptozom (Bhagat i sur. 2016).

Organizmi su razvili nekoliko obrambenih mehanizama u svrhu borbe protiv Stetnih oblika
kisika. U odrzavanju stani¢ne homeostaze i normalnih razina slobodnih radikala vaznu ulogu
imaju antioksidansi. Upravo promjene u razinama antioksidansa i promjene u funkcioniranju
sustava antioksidativne obrane mogu posluziti kao indikatori niza okoliSnih varijacija koje

direktno ili indirektno utje¢u na oksidativni stres u organizmima (Bhagat i sur. 2016).

1.4.1 Enzimi oksidacijskog stresa
Upravo disbalans izmedu stani¢nih obrambenih mehanizama 1 povecane koli¢ine reaktivnih

kisikovih vrsta izaziva oksidativni stres.

Reducirani glutation (GSH), tripeptid graden od aminokiselina glutamin (Glu), cistein (Cys)

i glicin (Gly), vazan je antioksidans u animalnim tkivima koji pomaze u odrZavanju stani¢ne
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homeostaze i sprjeCavanju stani¢nih oSte¢enja uslijed okolisnih stresora (Lesser 2006; Rahman
i sur. 2007; Nielsen i sur. 2018). Reducirani glutation predominantan je oblik glutationa u
zdravim stanicama gdje predstavlja oko 90 % ukupnog glutationa (Krueger i sur. 2014). Naime,
reaktivne vrste kisika oksidiraju GSH (GSH kao antioksidans donira elektron) do glutation
disulfida (GSSG) direktno ili indirektno putem enzima glutation peroksidaze (GPX, engl.
Glutathione Peroxidase) (Slika 3). Pomoc¢u enzima glutation reduktaze i nikotinamid adenin
dinukleotid fosfata (NADPH) dolazi do redukcije GSSG (Rahman i sur. 2007; Sunagawa i sur.
2008; Nielsen i sur. 2018). Upravo optimalne razine reduciranog (GSH) i oksidiranog (GSSG)
oblika glutationa predstavljaju svojevrstan pufer u stanici, a promjene u tom omjeru pokazatelj
su razine oksidativnog stresa (Lesser 2006). Temperaturni stres dokazano izaziva poremecaje
u ovom redoks sustavu (Nielsen i sur. 2018) pa se oksidativni stres detektira prilikom poveéanih
razina oksidiranog oblika glutationa (GSSG).

voda, lipid peroksid, lipidni peroksid
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Slika 3. Shema oksidacije i redukcije glutationa (preuzeto i prilagodeno iz Plantagea 2019-
2022).




Detekcija 1 kvantitativno odredivanje koncentracije ukupnog glutationa u uzorku najcesce se
odreduje prema modificiranom Tietzejevom protokolu (1969). Ova enzimatska metoda
odredivanja GSH-GSSG razine zasniva se na reakciji tiolne (-SH) skupine aminokiseline cistein
GSH-a s 5,5'-ditiobis-2-nitrobenzojeve kiseline (DTNB, Ellmanov reagens). Kao produkt
reakcije nastaje Zuto obojenje 5-tionitrobenzoi¢ne kiseline (TNB) koje je detektabilno
spektrofotometrijski pri valnoj duljini od 412 nm. Drugi produkt koji nastaje, adukt glutationa
I TNB-a (GS-TNB) reducira se u prisutnosti NADPH pomoc¢u glutation reduktaze ¢ime nastaje
GSH koji opet ulazi u reakciju (Rahman i sur. 2007). Izmjereni glutation predstavlja ukupnu

koli¢inu reduciranog i oksidiranog oblika glutationa u uzorku (Slika 4).
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Slika 4. Princip enzimatske metode odredivanja ukupnog glutationa (GSH) u uzorku prema
modificiranom Tietze (1969) protokolu. Reakcijom GSH s Ellmanovim reagensom (DTNB)
dolazi do formiranja TNB kromogena kao i GS-TNB adukta. GS-TNB adukt se uz prisustvo
NADPH i glutation reduktaze reducira do GSH i TNB-a. TNB je detektabilan
spektrofotometrijski pri valnoj duljini od 412 nm (preuzeto i prilagodeno iz Rahman i sur.
2007).

Kao posljedica akumulacije reaktivnih kisikovih vrsta i neefektivnog antioksidativnog
sustava obrane dolazi i do reakcije lipide peroksidacije (Nielsen i Petrou 2023). Rijec¢ je o
lan¢anoj, radikalima izazvanoj reakciji oksidacije lipida (Cai 2005) koja u stanicama izaziva
oSte¢enja stanicnih membrana kroz promjene u fluidnosti i permeabilnosti membrane,
smanjenje aktivnosti membranskih enzima, inaktivaciju membranskih pumpi kao i induciranje
programirane stani¢ne smrti (Wadhwa i sur. 2012; Ayalai sur. 2014). Upravo su polunezasi¢ene
(visestruko nezasi¢ene) masne kiseline (PUFA, engl. polyunsaturated fatty acids), koje grade

fosfolipidni dvosloj stani¢nih membrana, izuzetno podlozne procesu lipidne peroksidacije (Cai
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2005). Proces se odvija kroz tri koraka: inicijaciju, propagaciju i terminaciju (Slika 5). Tijekom
inicijacije dolazi do oduzimanja iona vodika iz lipida i formiranja novih slobodnih radikala. U
fazi propagacije stvoreni lipidni radikali reagiraju s drugim molekulama i stvaraju nove
radikale. Reakcijom lipidnih radikala s molekularnim kisikom nastaju peroksil radikali, a
njihova daljnja reakcija s lipidnim supstratom stvara hidroperokside (Cai 2005; Ayala i sur.
2014) i nove radikale. Raspadom hidroperoksida stvara se jo§ novih radikalnih molekula i
aldehida. Reaktivni aldehidi koji nastaju kao produkti lipidne peroksidacije smatraju se tzv.
sekundarnim glasnicima jer ve¢ u malim koncentracijama mogu nastaviti lan¢anu reakciju,
nanijeti Stetu stanicama kroz promjenu u ekspresiji gena i prenoSenju signala (Wadhwa 1 sur.
2012). Tek u zavrsnoj fazi, terminaciji, reakcijom dvaju radikala nastaje neradikalni produkt i

time se lan¢ana reakcija zaustavlja.
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Slika 5. Shematski prikaz faza lipidne perokidacije. U fazi inicijacije dolazi do napada
slobodnog radikala (R’) na nezasiceni lipid ¢ime nastaje lipidni radikal (1). U fazi propagacije
lipidni radikal reagira s molekularnim kisikom ¢ime nastaje peroksil radikal (2). Peroksil
radikal u daljnjoj reakciji s lipidnim supstratom (nezasi¢enim lipidom) stvara hidroperoksid (3).
U terminalnoj fazi (4), molekula antioksidant donira vodikov atom peroksilnom radikalu ¢ime

nastaje neradikalni produkt (preuzeto i prilagodeno iz Ayala i sur. 2014).
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Jedan od najucestalijih nacina mjerenja intenziteta lipidne peroksidacije je tiobarbiturnim
testom koji omogucava ocitanje jednog od glavnih produkata, a time i indikatora lipidne
peroksidacije, reaktivnog aldehida malondialdehida (MDA). Spajanjem MDA s tiobarbiturnom
kiselinom (TBA) dolazi do formiranja ruzi¢astog kompleksa MDA-(TBA)2 koji je detektabilan
spektrofotometrijski pri valnoj duljini od 532 nm. Intenzitet obojenja govori o koli¢ini
ispustenog malondialdehida u kiselim uvjetima (Wadhwa 1 sur. 2012). Mjerenje lipidne
peroksidacije omogucava tako procjenu statusa stanicne membrane i razine prisutnih reaktivnih

vrsta kisika (Downs i sur. 2000).

1.4.2 Proteini toplinskog Soka (,,heat shock proteins*)

Razli¢iti organizmi razvili su specificne oblike prilagodbi na abioticke stresore, kao Sto su
promjene u ponaSanju, morfoloske promjene, izmjene reproduktivnih navika i promjene u
stanicnom odgovoru. Velika Kkoli¢ina stresora (promjene u temperaturi, oksidativni stres,
izlozenost teSkim metalima, osmotske i pH varijacije, UV zracenje i dr.) direktno izaziva
razliCite oblike stani¢ne smrti kod Zarnjaka kao i naruSavanje proteinske homeostaze u
stanicama. Kao odgovor na proteinska ostecenja, akumulaciju abnormalnih proteina, greske u
sklapanju ili transportu proteina, inducira se naglo povecanje ekspresije Hsp (engl. Heat shock
protein) gena (Louis i sur. 2017). Takav tzv. ,heat shock response” zastitni mehanizam

omogucava stanicama da prevladaju denaturirajuce 1 stresne uvjete.

Proteini toplinskog Soka (Hsp) konzervirani su molekularni $aperoni, biomarkeri fiziologije
I stresa. Pomazu prilikom pravilnog zamatanja proteina, oznac¢avanja za transport, sortiranja
(Louis i sur. 2017). Proteini su kategorizirani u razli¢ite grupe, ovisno o njihovoj veli¢ini
(Hsp60, Hsp70, Hsp90 i dr.), ali posjeduju i brojne izoforme. Waller i suradnici (2018) pokazali
su svojim istrazivanjem na Zarnjaku Nematostella vectensis Stephenson, 1935 kako pojavnost
razli¢itih Hsp70 izoformi varira ovisno o intenzitetu stresa (visini temperature) kojem je
organizam izloZen. Proteini toplinskog Soka normalno su eksprimirani u stanicama gotovo svih
organizama, a pojacana ekspresija uocena je prilikom izlaganja organizama stresorima ¢ime se
nastoji regulirati stani¢ni disbalans. Razine nekih od Hsp proteina ostaju vrlo visoke u stanici
sve dok stres i dalje prevladava. Smatra se da proteini toplinskog Soka imaju vaznu ulogu u
razvoju tolerancije organizama na stresne okolisne uvjete (Choresh i sur. 2001). O koriStenju
Hsp proteina kao bioindikatora klimatskih promjena ukazuju brojna istrazivanja. Choresh i
suradnici (2001) po prvi su puta koristenjem imunoloskih metoda pokazali promjene u razini
ekspresije Hsp60 kod vlasulje A. viridis pod utjecajem naglih i neoéekivanih, ali i kontinuiranih

sezonskih promjena temperature mora. Povecana ekspresija Hsp60 pri vi§im temperaturama

12



smatra se fenotipskom prilagodbom organizma na stresne uvjete okoliSa. Oksidativni stres i
umiranje stanica za vrijeme temperaturnog stresa kod vlasulje A. viridis pokazali su i Richier i
suradnici (2006). Sveobuhvatnije istrazivanje Hsp60 odgovora kod beskraljeznjaka u stresnim
okolisnim uvjetima, provedeno je na cak 5 vrsta iz koljena Porifera 1 16 vrsta iz koljena
Cnidaria. Choresh 1 suradnici (2004) pokazali su tako opcenitu vaznost ovog zastitnog
mehanizma kod beskraljeznjaka u potencijalnoj adaptaciji na okoliSne promjene i prvu
identifikaciju mitohondrijskog proteina toplinskog Soka 60 (mt-Hsp60) kod Zzarnjaka na

molekularnoj razini.

Protein toplinskog Soka 70 (Hsp70) molekularni je Saperon koji je konstitutivno eksprimiran,
ali i inducibilno pod utjecajem stresa. Istrazivanja biologije razvoja za vrijeme formiranja
tjelesnih osi Duffy i suradnika (2012) na Zarnjaku Hydractinia echinata (Fleming, 1828),
dovela su u vezu protein toplinskog Soka 71 (Hsc71 je pripadnik Hsp70 obitelji) sa Wnt
signalnim putem. Naime pokazano je da je Hsc71 prisutan u H. echinata u svim Zivotnim
stadijima, ali je vremenski (ovisno o razvojnom stadiju), prostorno (anatomska lokacija) i
ovisno o stanicnom tipu, razli¢ito eksprimiran. Toplinski tretman povecao je ekspresiju Hsc71
gena proporcionalno trajanju toplinskog tretmana, a eksprimirao se i u podrucjima gdje u
normalnim uvjetima inace ne postoji. Toplinski tretman dugoro¢no je smanjio regulaciju
komponenti Wnt signalnog puta (povecana regulacija Hsc71, pod utjecajem toplinskog
tretmana, izazvala je smanjenu regulaciju Wnt3 ekspresije) i naruSio posteriorni razvoj.
Istrazivanja su pokazala da razine Hsp70 proteina variraju ovisno O Stresoru i ovisno 0
proucavanom organizmu. Protein toplinskog Soka 90 (Hsp90) takoder se pokazao kao rani
biomarker stresnih uvjeta. Molekularni Saperoni male molekularne mase izmedu 12 i 43 kDa
(sHSPs eng. ,,Small heat shock proteins®) osim uloge Saperona u sklapanju proteina, sudjeluju
1 u stani¢noj proliferaciji 1 diferencijaciji, apoptozi, imunoloskim reakcijama. Osim
konstitutivno, eksprimiraju se 1 kao odgovor na stresne okoliSne uvjete (bilo izlaganju visokim
temperaturama ili hladnoci). Nicosia i suradnici (2014) tu su pojavu pokazali kroz znacajno
povisenu ekspresiju AVvHSP28.6 (Anemonia viridis Hsp-28.6) kod vlasulje A. viridis kao
odgovor na ekstremne temperaturne promjene kojima su izlagane (povisenu temperaturu kao i
hladni tretman). I kod toplog i kod hladnog tretmana, dolazi do oSte¢enja i denaturacije proteina,
njihove agregacije i u konacnici stani¢ne smrti pa se kod A. viridis aktiviraju sli¢ni sustavi

zaStite 1 adaptacije na temperaturni stres.

Proteini toplinskog Soka mogu se detektirati imunoenzimskom metodom ,,sendvi¢* ELISA

(ELISA, engl. Enzyme-Linked Immunosorbent Assay). Razvojem sustava ,,ranog upozorenja‘“
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stanja bentickih organizama kao 1 karakterizacijom Hsp odgovora kod organizama koraljnog
grebena, omogucéilo bi se predvidanje kapaciteta prezivljavanja temperaturnih fluktuacija

kojima su izlozZeni (Choresh i sur. 2004).

1.5 Histoloska i histokemijska istraZivanja Zarnjaka pod utjecajem Kklimatskih
promjena

Kako bi se odredilo sveobuhvatno stanje organizama pod utjecajem temperaturnog stresa,
osim mjerenja molekularnih biomarkera stresa, korisno je ispitati i fizicko stanje tkiva.
Histopatolo$ke promjene tkiva poput lezija, promjene u boji (diskoloracije), nekroze, oticanja
stanica, stvaranja mukusa i lize stanica jasno upuéuju na izmijenjenu tkivnu strukturu, sto
pomaze u boljem razumijevanju i karakteriziranju utjecaja okoli$nih stresora na same
organizme. Takoder, promjene u rasporedu kolagena mogu upucivati na reorganizaciju tkiva
uslijed izlaganja organizama temperaturnom stresu (Traylor-Knowles 2019). Zarnjaci nemaju
razvijena prava tkiva i organe (Matonic¢kin i sur. 1998). To su diploblasti¢ni organizmi
karakteristi¢ne tkivne organizacije (Slika 6) s dva epitelna monosloja (epiderme i gastroderme)
izmedu kojih se nalazi mezogleja kao homogeni vezivni sloj. Unutar gastrovaskularne Supljine
vidljive su mezentere (pregrade) koje pruzaju strukturnu potporu, povecavaju povrsinu
gastroderme i nose gonade. Brojna su histoloSka istrazivanja ve¢ provedena na Zarnjacima.
Ainsworth 1 suradnici (2007) povezali su tako histopatoloske promjene koralja Crvenog mora
s raznim mikrobima koji kod koralja uzrokuju bolesti. Takoder, pokazali su koliko je za
preciznu dijagnostiku vazno objediniti podatke iz razliCitih podrucja poput fiziologije,
histologije i citologije. Kako bi se u uzorku jasno razlikovali razli¢iti tipovi tkiva i morfoloske
promjene, koriste se mnogobrojna histoloska bojenja koja naglasavaju i vizualiziraju odredene
vrste tkiva, stanica, organela ili specificne strukture. Najce$¢e se provodi bojenje
hematoksilinom i eozinom (Fischer i sur. 2008; Feldman i Wolfe 2014) za vizualizaciju
nukleinske kiseline i1 proteinskih struktura (BioGnost Hematoxylin H 2019) te Masson
trikromnim setom boja za uoCavanje mezogleje, vezivnog tkiva, miSi¢a, kolagena i dr.
(BioGnost Masson Trichrome Kit 2020). Istrazivanje utjecaja temperaturnog stresa Traylor-
Knowles (2019), na tkivo koralja Acropora hyacinthus (Dana, 1846) Masson trikromnim setom
boja, pokazalo je znacajne promjene u tkivnoj strukturi i prodiranje kolagena iz mezogleje u

gastrodermu kod organizama izlozenih temperaturnom stresu.
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Slika 6. Karakteristicna diploblasti¢na organizacija polipa busenastog kamenog Kkoralja

Cladocora caespitosa (HE, mjerilo 50 pum).

IstraZivanja su pokazala da su koralji (Anthozoa) jedan od razreda s najizraZenijim rizikom
od negativnih posljedica klimatskih promjena (Chatzimentor i sur. 2023). Crvena moruzgva
Actinia equina i kameni koralj Cladocora caespitosa predstavljaju prikladne modelne
organizme za laboratorijska istrazivanja klimatskih promjena jer se nalaze pod direktnim
utjecajem Cesto naglih i nepredvidivih okoli$nih fluktuacija. Za sveobuhvatno razumijevanje
utjecaja okoliSnih promjena, detaljnu dijagnostiku i pravu procjenu stanja organizama,
makroskopska zapazanja morfoloskih promjena klasi¢nim vizualnim metodama korisno je
upotpuniti histoloskim i histokemijskim analizama kao i rezultatima mjerenja fizioloSkih

parametara organizama.
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2 CILJ ISTRAZIVANJA

Povisene temperature mora kao rezultat globalnih klimatskih promjena s vremenom postaju
sve izrazenije, a posljedice na koralje (Anthozoa) suocene s navedenim okolisSnim
fluktuacijama, sve neizvjesnije. U svrhu boljeg razumijevanja zabiljeZenih problema u Jadranu,

glavni ciljevi ovog istrazivanja su:

e Utvrditi povezanost poviSene temperature mora, U laboratorijskim uvjetima, s
fizioloskim i histolo§kim promjenama u tkivu kamenog koralja C. caespitosa i crvene
moruzgve A. equina primjenom imunokemijskih i histoloskih metoda

e |Ispitati postoje li mijerljivi znakovi oksidacijskog stresa u tkivima koralja na
molekularnoj razini

e ldentificirati i kvantificirati stupanj oStecenja i nekroze tkiva na histoloskoj razini

e Definirati bioloski potencijal promjena oksidacijskog stresa pomocu proteina
toplinskog Soka, kao ranih biomarkera temperaturnih promjena, $to bi dugorocno

omogucilo pracenje temperaturnih promjena na koraljima i u prirodnim stanistima
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3 MATERIJALI | METODE
Ovo istrazivanje provela sam u laboratorijskim uvjetima na dvije vrste iz razreda Anthozoa:

kamenom koralju Cladocora caespitosa i crvenoj moruzgvi Actinia equina.

3.1 Uzorkovanje i eksperimentalni tijek uzgoja kamenog koralja Cladocora caespitosa
u laboratorijskim uvjetima
U okviru terenskog rada, na koraljnom grebenu u blizini Paskog mosta (GPS koordinate
44.318925, 15.260692), sa dubine od 19 metara i temperature mora od 10 °C, autonomnim
SCUBA ronjenjem prikupljeno je 10 busena zivih kolonija kamenog koralja C. caespitosa. Za
aktivnosti uzorkovanja dobivena je potrebna dozvola Ministarstva zastite okolisa i energetike
(KLASA: UP/1-324-01/22-01/110; URBROJ: 525 -12/718-22-2).

Dva busena kamenog koralja sa 30-ak jedinki (polipa) pohranjena su odmah po zavrSetku
sakupljanja na -20 °C kako bi predstavljali kontrolu (jedinke koje su zivjele pri temperaturi
mora od 10 °C). Ostatak od osam zivih kolonija kamenog koralja (svaka s 30-60 polipa)
transportirano je do laboratorija u plasticnim kutijama s morskom vodom (Sakupljenom na
mjestu uzorkovanja), reduciranim osvjetljenjem i prijenosnim aeratorima (zraénim pumpama)
u periodu od nekoliko sati. U svrhu odrzavanja i pradenja stanja kamenog koralja C. caespitosa
uspostavljena su 2 eksperimentalna akvarija (Slika 7). Po Cetiri busena kamenih koralja
nasumicno je rasporedeno u svaki od akvarija. Svaki akvarij sadrZavao je 30 litara morske vode
(sakupljene na mjestu uzorkovanja organizama), proto¢ni unutarnji filter (300 I/h, Aquael),
automatski regulirano svjetlo (12h dan/12h no¢, 6500K, 650lm, Adquael), 2 kamena
prozracivaca (pumpa 150 I/min, Crawfish 4500, Flamingo), grija¢ (50W, Aquael) i 2 kamena
(prikupljena na mjestu uzorkovanja). Koli¢inu isparene vode nadopunjavala sam morskom
vodom do oznacene razine volumena uspostavljenog prvoga dana. Organizme sam hranila
otopinom Artemia raci¢a (25 ml/akvarij) svaka 3 dana. Provjeravala sam parametre vode:
nitratne i nitritne ione, tvrdo¢u vode, koncentraciju klora, pH, tvrdo¢u karbonata i koncentraciju
ugljikovog dioksida pomocu Prodac speedy testa (Tetra). U slucaju odstupanja od pocetno
zabiljezenih vrijednosti provodila sam djelomic¢ne izmjene vode (10 1) i aplikaciju tekuéine za
biolosku pripremu vode (3 ml/akvarij) Prodac nitridac (Tetra). Proces aklimatizacije oba
akvarija, tijekom kojeg se pratio morfoloski izgled jedinki, trajao je 7 dana tijekom kojeg se
temperatura morske vode spontano podignula s 10 °C na 20 °C. Po isteku perioda
aklimatizacije, u jednom od akvarija podizala sam temperaturu morske vode pomocu grijaca, 1
°C po danu, do kona¢ne temperature od 30 °C. Drugi akvarij ostao je na stalnoj ambijentalnoj

temperaturi od 20 °C. Nakon dva tjedna zrtvovala sam jedinke i uzorkovala tkiva polipa koralja
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iz oba akvarija kao i zamrznutih kontrolnih uzoraka pomoc¢u metalne Spatule (Slika 8). Jedan
uzorak za daljnja imunokemijska istrazivanja (jedna Eppendorf epuveta od 2 ml) sadrzavao je
tkivo 30-45 polipa iz istog kamenog busena. Od svake proucavane temperature (10 °C, 20 °C i
30 °C) pripremila sam po 5 uzoraka, razrijedila ih fosfatnim puferom (PBS, engl. Phosphate-
Buffered Saline) i pohranila na -20 °C. Dodatno, za daljnja histoloska istrazivanja, sa busena
koralja svake proucavane temperature odlomila sam 10-ak ¢aski i fiksirala Z-Fix-om (cink

formalin, proizvodac: Sigma Aldrich) razrijedenog s morskom vodom u omjeru 1:4 na 24 sata

i pohranila u 70 %-tnom etanolu u hladnjak.

L akvarij (20°C + 1°C/dan) D akvarij (20 °C)

Slika 7. Eksperimentalni akvariji sa kamenim koraljima C. caespitosa i crvenim moruzgvama
A. equina u procesu aklimatizacije. Po zavrSetku aklimatizacije, svi parametri u akvarijima
ostali su isti osim temperature. Desni akvarij ostao je na ambijentalnoj temperaturi od 20 °C, a

organizmi u lijevom akvariju odrZavani su na temperaturi od 30 °C.

Slika 8. Caske kamenog koralja C. caespitosa tijekom sakupljanja tkiva metalnom $patulom

snimljeno pod binokularnom lupom.
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3.2 Uzorkovanje i eksperimentalni tijek uzgoja crvene moruzgve Actinia equina u
laboratorijskim uvjetima

Dvadeset i tri zive jedinke crvene moruzgve A. equina uzorkovano je na mediolitoralnom
podrucju otoka Krka (GPS koordinate 45.139574, 14.527972) odvajanjem bazalne plo¢e od
stjenovite obale pomoc¢u drvene S$patule, pri temperaturi mora od 15 °C. Jedinke su
transportirane do laboratorija u plasti¢nim kutijama s morskom vodom (sakupljenom na mjestu
uzorkovanja), reduciranim osvjetljenjem 1 prijenosnim aeratorima (zracnim pumpama) u
periodu od nekoliko sati. Sve sakupljene jedinke prosle su isti proces aklimatizacije i istu
postavu okolisnih uvjeta kao i C. caespitosa opisano u poglavlju 3.1. Nakon aklimatizacije, 12
jedinki crvene moruzgve ostavila sam u akvariju od 20 °C, a 11 jedinki sam prebacila u akvarij
na temperaturu od 30 °C. Nakon dva tjedna pri razli¢itim temperaturnim tretmanima, zrtvovala
sam 5 nasumicnih jedinki sa svake od temperatura uzduznim prerezom skalpela po okomitoj
tjelesnoj osi. Polovicu tkiva jedinke pohranila sam na -20 °C za daljnje imunokemijske metode
(ukupno 5 uzoraka po temperaturi), dok sam drugu polovicu iste jedinke fiksirala Z-Fix-om
(cink formalin, proizvoda¢: Sigma Aldrich) razrijedenim morskom vodom u omjeru 1:4
(ukupno 5 uzoraka po temperaturi) i pohranila u 70 %-tnom etanolu u hladnjak za daljnja

histoloSka 1 histokemijska istraZivanja.

3.3 Imunokemijske metode

Suspenzije tkiva koralja i moruzgvi nakon Zeljenog razrjedivanja fosfatnim (PBS) puferom,
homogenizirala sam na ledu u Eppendorf tubicama pomocu ultrazvu¢nog homogenizatora
(Bandelin Sonopuls HD 2070). Dobivene supernatante (ukupno po 5 uzoraka sa svake
temperature za svaki od organizama) s oslobodenim proteinima, nakon centrifugiranja
homogenata 15 minuta na 15 000 okretaja i temperaturi od 4 °C na centrifugi (Centric 200R),
koristila sam u daljnjim imunokemijskim testovima. Imunokemijske metode provodila sam po

istom protokolu za oba prou¢avana organizma.

3.3.1 Odredivanje ukupnih proteina kamenog koralja i crvene moruzgve indirektnom
metodom po Lowry-u
Indirektnu metodu odredivanja koncentracije proteina po Lowry-u provela sam prema
protokolu Balta i suradnika (2017). 1z otopine govedeg serumskog albumina BSA (y = 2,0
mg/ml) pripremila sam niz od devet otopina poznatih koncentracija (So-Sg) koje su mi posluzile

za konstruiranje bazdarnog dijagrama (Slika 9).
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Slika 9. Bazdarni dijagram ovisnosti intenziteta apsorbancije otopina govedeg serumskog

albumina (BSA) o poznatoj masenoj koncentraciji (mg mi™) BSA u otopini.

Lowry otopina A sadrzavala je 2 %-tnu otopinu natrijevog karbonata (Na2COs), Lowry otopina
B 1 %-tnu otopinu NaK-tartarata, a Lowry otopina C 0,5 %-tnu otopinu bakrovog (1) sulfata
pentahidrata (CuSO4 x 5H20). Otopinu D koju sam dodala na slijepu probu (So), pripremljeni
standardni niz i supernatante uzoraka kamenog koralja i crvene moruzgve pripremila sam
mijeSanjem otopina A, B i C u omjeru 48:1:1. Nakon desetominutne inkubacije uzoraka s
otopinom D, dodala sam otopinu Folin-Ciocalteuovog reagensa razrijedenog S vodom u omjeru
2:1. Apsorbancije uzoraka ocitavala sam na spektrofotometru (Biochrom Libra S22) pri valnoj
duljini od 600 nm. Nepoznate masene koncentracije proteina (y/mg ml™) iz uzoraka odredila

sam iz jednadZbe pravca bazdarnog dijagrama konstruiranog iz standardnog niza (Slika 9).

3.3.2 Odredivanje enzima oksidacijskog stresa

Odredivanje stupnja lipidne peroksidacije pomocu tiobarbiturnog testa (TBARS, engl.
Tiobarbituric Acid Reactive Substances) provela sam prema protokolu Balta i suradnika (2017).
Otopinu A pripremila sam otapanjem 0,81 g natrij dodecil-sulfata (SDS, engl. Sodium Dodecyl
Sulfate) u 10 ml destilirane vode dH.O. Otopinu B dobila sam mijesanjem 20 ml 99,5 %-tne
octene kiseline i 2,32 ml otopine klorovodi¢ne kiseline masenog udjela (w) 37 %. Otopinu sam
nadopunila do 50 ml dH20 i pomocu pH-metra podesenog na pH 3,5 nakon ¢ega sam otopinu
nadopunila destiliranom vodom do kona¢nih 100 ml. Otopinu C pripremila sam otapanjem 0,8
g tiobarbiturne kiseline (TBA) u 40 ml destilirane vode dH20 uz dodatak od 500 pl natrijevog
hidroksida (NaOH) mnozinske koncentracije 5 mol/l. Otopinu sam takoder nadopunila s
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destiliranom vodom do konaé¢nih 100 ml. Otopinu D dobila sam mijeSanjem otopine A, Bi Cu
omjeru 10:75:75. Apsorbancije kompleksa MDA(TBA). u uzorcima izmjerila sam na
spektrofotometru (Biochrom Libra S22) pri valnoj duljini od 532 nm. Mnozinske koncentracije
malondialdehida (MDA) iz uzoraka kamenog koralja i crvenih moruzgvi izracunala sam prema

formuli:

Auzorak X Vreakcijske smjese (ml)
[xex Vuzorka (ml) X Cproteina (mg X ml_l)

c(MDA) =

gdje simboli predstavljaju:

¢(MDA) — mnozinska koncentracija MDA u nmol mg™* proteina

A(uzorak) — izmjerena apsorbancija uzorka pri valnoj duljini od 600 nm
V(reakcijske smjese) — 1,7 ml (100 pl uzorka + 1,6 ml otopine D)

| — duljina kivete (1 cm)

¢ — molarni ekstinkcijski koeficijent 1,56 x 10° | mol™* cm™

V(uzorka) — 100 pl

c(proteina) — izra¢unana masena koncentracija proteina u uzorku (mg x mi?)

Odredivanje koncentracije ukupnog glutationa (GSH) iz homogenata tkiva kamenog koralja
I crvene moruzgve provela sam prema protokolu Balta i suradnika (2017). Mijerenje
apsorbancije na ¢ita¢u mikrotitarske ploc¢ice (Bio-Rad Model 550) pri valnoj duljini od 412 nm

omogucéilo mi je odredivanje ukupne koncentracije GSH pomocu formule:

AAuzorka X Vreakcijske smjese (ml) xd

c(GSH) = —
X Vuzorka (ml) X Cproteina(mg x ml 1)

gdje simboli predstavljaju:

¢(GSH) — ukupna koncentracija glutationa (GSH) u uzorku (mU/mg proteina)
AA( uzorak) = Abez enzima — As enzimom

d — faktor razrjedenja uzorka

¢ (DTNB) — molarni ekstinkcijski koeficijent 8,22 | mmol™* cm™

c(proteina) — koncentracija proteina u mg ml*
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3.3.3 Odredivanje proteina toplinskog Soka (Hsp)
Proteine toplinskog Soka 90 (Hsp90), 60 (Hsp60) i 70 (Hsp70) odredila sam metodom
imunoenzimskog testa ,,sendvic* ELISA prema protokolu proizvodaca MyBioSource, mis§jim

kitovima katalognih brojeva MBS2512363, MBS2509804, MBS8806642.

Proteine toplinskog Soka 90 (Hsp90) i 60 (Hsp60) mjerila sam jednakim protokolima. U
jazice mikrotitarske ploCice obloZene specifi¢nim antitijelom za misji Hsp90, odnosno Hsp60
dodala sam 100 ul standarda/uzoraka. Inkubaciju u trajanju od 90 minuta provela sam na 37 °C
u KemoLab Memmert inkubatoru. Nakon odlijevanja tekucina iz jazica, dodala sam 100 pl
biotiniliranog detekcijskog antitijela. Inkubaciju u istim uvjetima provela sam u trajanju od 60
minuta. Nakon trostrukih ispiranja s 350 ul pufera za ispiranje, dodala sam 100 pl hrenove
peroksidaze, HRP konjugata (engl. Avidin-Horseradish Peroxidase) i inkubirala u istim
uvjetima na 30 minuta. Nakon pet ispiranja puferom za ispiranje, dodala sam 90 pl supstratnog
reagensa i inkubirala plo¢icu u periodu od 15 do 30 minuta do razvoja plavog obojenja.

Dodatkom 50 ul stop reagensa prekinula sam reakciju u jazicama.

Proteine toplinskog Soka 70 (Hsp70) odredivala sam prema malo druga¢ijem protokolu.
Nakon prve inkubacije u trajanju od 80 minuta na 37 °C provela sam trostruka ispiranja jazica
s 200 pl pufera za ispiranje. Inkubacija 100 pl biotiniliranog detekcijskog antitijela u istim
uvjetima trajala je 50 minuta. Nakon peterostrukih ispiranja jazica puferom za ispiranje, dodala
sam 90 ul TBN supstratne otopine (engl. Tert-Butyl Nitrite) i inkubiralana 37 °C kroz 20 minuta
do razvoja plavog obojenja. Dodatkom 50 pl stop reagensa, tekuc¢ina u jazicama poprimila je
zutu boju i reakcija je prekinuta. Apsorbancije svih Hsp proteina mjerila sam na 450 nm na

Citau mikrotitarskih plocica (Tecan Infinite M Plex).

Rezultate mjerenja proteina toplinskog Soka Hsp90, Hsp60 1 Hsp70 dobila sam
logaritmiranjem eksponencijalnih standardnih krivulja (krivulje sam konstruirala iz otopina
standardnog niza) ¢ime sam provela linearizaciju (Slika 10). Logaritme koncentracija
Hsp90/60/70 izrazila sam iz dobivenih jednadzbi pravaca, a antilogaritmiranjem tih vrijednosti
dobila sam prave koncentracije Hsp90/60/70 u uzorcima.
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Logaritmirana standardna krivulja Hsp90
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Slika 10. Logaritmirane standardne krivulje za Hsp90 (a), Hsp60 (b) i Hsp70 (c).
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3.4 Histoloske i histokemijske metode
3.4.1 Priprema histoloSkih preparata
Fragmente C. caespitosa sam nakon fiksacije u Z-Fix-u dekalcificirala uranjanjem na 24 sata

u otopinu RDO Rapid Decalcifier (Apex Engineering Products Corporation).

Tkiva kamenog koralja i crvene moruzgve sam dehidrirala postepenim prebacivanjem
(dekantiranjem) uzoraka kroz rastuci niz alkohola (Histanol 70, 80 i 96, Biognost; Ethanol

apsolute anhydrous, Carlo Erba reagents) sve do kloroforma (Carlo Erba reagents) (Tablica 1).

Tablica 1. Protokol za dehidraciju tkiva

Kemikalije za dehidraciju tkiva Trajanje
70 %-tni alkohol 1 5 tjedana
70 %-tni alkohol 2 1 sat
96 %-tni alkohol 1 sat
100 %-tni alkohol 1 1 sat
100 %-tni alkohol 2 1 sat
Kloroform 24 sata

Nakon 24-satnog ¢uvanja uzoraka u kloroformu, uslijedio je proces uklapanja tkiva u
blokove paraplasta (Biowax Plus 56/58, Biognost). Cijeli proces provela sam u termostatu (Shel
Lab) na 60 °C. Izmjenu smjesa potrebnih za uklop uzoraka (Tablica 2) provodila sam

dekantiranjem prijasnje i dolijevanjem sljedece smjese u staklenim posudicama s uzorcima.

Tablica 2. Protokol za uklapanje uzoraka tkiva u blokove paraplasta.

Smjese za uklapanje tkiva Trajanje (min)
kloroform : paraplast (1:1) 60
Paraplast 1 60
Paraplast 2 60
Cisti paraplast do stvrdnjavanja

Uzorke sam u paraplastu orijentirala na nacin da se kasnijim rezanjem blokova dobije poprec¢ni
presjek organizama. Kao kalup za blokove paraplasta s uzorcima koristila sam ladice od masnog
papira. Pripremila sam po 5 parafinskih blokova za oba organizma i svaku od proucavanih

temperatura. Parafinski blokovi kamenog koralja C. caespitosa sastojali su se od 2-3 polipa,
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koja sam uzorkovala s razli¢itih dijelova busena, dok sam kod uzoraka crvene moruzgve A.
equina, ovisno o veli¢ini jedinke, uklopila polovicu ili ¢etvrtinu jedinke. HistoloSke prereze
dobila sam rezanjem uklopljenih uzoraka tkiva na rotacijskom mikrotomu (Shadon Finesse 325,
Thermo Fisher Scientific) (Slika 11) na debljinu od 10 mikrona. Dobiveni prerezi ravnali su se
nekoliko minuta na 40 °C u vodenoj kupelji (GFL 1052) prije stavljanja na predmetna stakalca
(VitroGnost, Biognost) na koje sam prethodno nanijela tanak sloj glicerin bjelanjka kao
adhezivnog sredstva.

Prerezi tkiva kamenog koralja i crvenih moruzgvi susili su se kroz dva dana na sobnoj
temperaturi u uspravnom polozaju na predmetnim stakalcima na drvenom stalku. Od svakog
uklopljenog uzorka tkiva (pet po temperaturi i po organizmu) napravila sam 4 predmetna

stakalca sa po 3-4 prereza.

Slika 11. Rezanje uzoraka tkiva kamenog koralja i crvenih moruzgvi uklopljenih u parafinske
blokove na tanke histoloske prereze debljine 10 mikrona pomoc¢u mikrotoma (), ravnanje
prereza u vodenoj kupelji na 40 °C (b), izravnani histoloski prerezi netom prije prebacivanja na

predmetna stakalca (c).
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3.4.2 Bojenje histoloskih preparata

Prije samog bojenja uzoraka, provela sam postupak uklanjanja paraplasta kroz
deparafiniranje u ksilenu (BioClear, Biognost) i rehidriranje kroz padajuc¢e koncentracije
alkohola (Histanol 95 i 100, Biognost) i vode (Tablica 3).

Tablica 3. Protokol deparafiranja i rehidriranja uzoraka prije histoloskog bojenja.

Deparafiniranje i rehidriranje Trajanje (u minutama)
Ksilen 1
Ksilen 2
Ksilen 3
100 %-tni alkohol 1
100 %-tni alkohol 2
95 %-tni alkohol
Destilirana voda

NN W O[NNI

Bojenje prvog seta uzoraka tkivnih prereza mjesavinom bazi¢ne boje hematoksilina i kiselog
eozina (HE; Slika 12a) provela sam prema BioGnostovom protokolu (2019). Uzorke sam
uronila u Hematoksilin H boju (Biognost) u trajanju od 3 minute, potom isprala pod teku¢om
vodom 3 minute, zatim uronila u destiliranu vodu i naknadno u 95 %-tni alkohol u trajanju od
30 sekundi. Bojenje uzoraka kontrastnom otopinom 0,5 %-tnog Eozina Y (Biognost) provela

sam u trajanju od 2 minute, nakon kojeg sam ih ispirala pod teku¢om vodom 2 minute.

Bojenje drugog seta uzoraka tkivnih prereza Masson trikromnim setom boja takoder sam
provela prema BioGnostovom protokolu (2020) i s njihovim reagensima (Slika 12b). Uzorke
sam prvo dodatno fiksirala Bujonovom otopinom u Coplin posudi na 56 °C u trajanju od 60
minuta u vodenoj kupelji, a potom sam ih hladila 10 minuta u hladnjaku. Stakalca sam zatim
ispirala pod teku¢om i destiliranom vodom 10 sekundi, pa potom na njih aplicirala 5 kapi boje
hematoksilin Weigert A i 5 kapi otopine Ferri reagensa Weigert B i inkubirala u digestoru 20
minuta. Nakon ispiranja pod teku¢om vodom, na preparate sam dodala oko 5 kapi Biebrich
Scarlet-Acid Fuchsin reagensa i inkubirala 20 minuta, nakon ¢ega sam ih ispirala pod
destiliranom vodom do prestanka ispustanja boje, a zatim prekrila s oko 5 kapi PTA-PMA
reagensa i inkubirala 10 minuta. Aniline Blue reagens dodala sam bez prethodnog ispiranja
stakalaca i inkubirala 7 minuta, a zatim isprala pod destiliranom vodom do prestanka ispustanja

obojenja te potom dodala 5 kapi 1 %-tne octene kiseline u trajanju od 1-2 sekunde. Preparate
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tkivnih prereza nakon oba seta bojenja dehidrirala sam u rastu¢im koncentracijama alkohola
(Histanol 95 i 100, Biognost) i bistrila u ksilenu (Bioclear, Biognost) prema protokolu za
dehidraciju iz Tablice 4. Trajne preparate za daljnju analizu svjetlosnim mikroskopom izradila
sam nakapavanjem kanadskog balzama (BioMount C, Biognost) na obojani tkivni preparat i
pokrivanjem pokrovnim stakalcem (Vitrognost, Biognost).

Slika 12. Potrebni reagensi i pribor za bojenje tkivnih prereza hematoksilin-eozin (HE)

metodom (a) i jedna od faza bojenja Masson trikromnim setom boja (b) u digestoru.

27



Tablica 4. Protokol za dehidraciju u rastu¢im koncentracijama alkohola i bistrenje u ksilenu.

Kemikalija Trajanje
95 %-tni alkohol 2 izmjene s 10-15 urona
100 %-tni alkohol 2 izmjene s 10-15 urona
Ksilen 2 izmjene u trajanju od 2 minute

3.5 Analiza podataka

Rezultate provedenih imunokemijskih testova statisticki sam obradila pomo¢u programa
GraphPad Prism 9. Dobiveni rezultati prikazani su kao srednje vrijednosti 5 replika =+
standardna pogreska. S obzirom da podaci nisu pratili normalnu distribuciju (provjereno
Shapiro-Wilk testom), za analizu podataka iz tkiva kamenog koralja primijenila sam Kruskal-
Wallis neparametrijski test sa razinom znacajnosti o = 0,05 i Post-hoc Dunnov test (p < 0,05).
Dobivene rezultate biomarkera oksidativnog stresa kod crvene moruzgve analizirala sam
pomoc¢u Mann-Whitney U neparametrijskog testa. Granicu statisticke zna¢ajnosti postavila sam

nap <0,05.

Histoloski preparati analizirani su na svjetlosnom mikroskopu Nikon Eclipse E600 s
digitalnom kamerom AxioCam ERCc5s i obradeni u softverskom programu ZEN2 lite (Carl
Zeiss Microscopy GmbH, Njemacka). Histopatoloske lezije kvalitativno su klasificirane kroz:
prisutnost nekroti¢nih stanica (citoplazmatske promjene, karioreksiju, kariolizu, piknozu),
propadanje i ljustenje gastroderma, fragmentaciju tkiva (gubitka integriteta i funkcionalnosti
epiderme), morfoloske promjene stanica simbiontskih dinoflagelata, brojnost mezenterijskih

filamenata, prisutnost i brojnost jajnih stanica i ne/prisutnost parazita.

3.5.1 Analiza poklapanja sekvenci proteina toplinskog Soka

Zbog nedostupnosti setova za testiranje proteina toplinskog Soka iz koralja provedena je
usporedna analiza sli¢nosti aminokiselinskih sekvenci koralja i miSeva (Ciji je set za detekciju
Hsp dostupan). Sekvence proteina toplinskog Soka (Hsp60, Hsp70 i Hsp90) identificirane su i
preuzete iz baze podataka National Center for Biotechnology Information database (NCBI).
Prikupljene sekvence su poravnate u racunalnom programu Clustal Omega (Madeira i sur.
2022) koristec¢i algoritam MUSCLE (Edgar 2004) i vizualizirane pomoc¢u ra¢unalnog programa
ESPript 3.0 (Robert i Gouet 2014). Matrice identi¢nosti i sli¢nosti aminokiselina dobivene su
pomocu racunalnog alata Matrix Global Alignment tool (MatGATZ2.01 with the BLOSUMG62

score) (Campanella i sur. 2003).
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4 REZULTATI

4.1 Analiza biomarkera oksidacijskog stresa

Rezultati dobivenih masenih koncetracija ukupnih proteina za sve uzorke oba organizma

prikazani su u Tablici 5. Masene koncentracije ukupnih proteina u uzorcima kamenog koralja i

crvenih moruzgvi odredene su metodom po Lowry-u iz jednadzbe pravca bazdarnog dijagrama

poznatih koncentracija otopina govedeg serumskog albumina BSA (Slika 9).

Tablica 5. Izmjerene apsorbancije otopina proteina iz uzoraka kamenog koralja Cladocora

caespitosa i crvene moruzgve Actinia equina i izracunate masene koncentracije ukupnih

proteina u uzorcima pomocu nagiba pravca i odsje¢ka na y-osi bazdarne krivulje (Slika 9).

Kratica CLA predstavlja modelni organizam C. caespitosa, a kratica M crvenu moruzgvu A.

equina. Prvi broj u kratici predstavlja temperaturu kojom je organizam izlagan, a drugi broj

redni broj replikata.

Kratice uzoraka | Apsorbancije (A=600 nm) | Masene koncentracije (mg/ml)
CLA10.1 2,53 2,2987
CLA 10.2 2,403 2,1778
CLA 10.3 2,394 2,1692
CLA 104 2,23 2,0130
CLA 105 1,887 1,6864
CLA 20.1 1,903 1,7016
CLA 20.2 1,802 1,6055
CLA 20.3 2,124 1,9121
CLA 20.4 2,031 1,8235
CLA 20.5 1,942 1,7388
CLA 30.1 2,106 1,8950
CLA 30.2 2,344 2,1216
CLA 30.3 2,25 2,0321
CLA 30.4 2,306 2,0854
CLA 30.5 2,366 2,1426

M 20.1 0,874 0,7217
M 20.2 0,78 0,6322
M 20.3 0,769 0,6218
M 20.4 1,106 0,9427
M 20.5 0,783 0,6351
M 30.1 1,627 1,4388
M 30.2 0,953 0,7970
M 30.3 1,714 1,5217
M 30.4 0,743 0,5970
M 30.5 0,777 0,6294
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Izmjerene koncentracije malondialdehida, glutationa i proteina toplinskog Soka u daljnjim

rezultatima iskazane su u odnosu na koncentracije ukupnih proteina iz Tablice 5.

4.1.1 Analiza sekvenci proteina toplinskog Soka

Provedena usporedna analiza aminokiselinskih sekvenci homologa proteina Hsp90/60/70,
izmedu ljudi, miSeva i koralja, pokazuje visoku ocuvanost (podru¢ja oznafena crvenim
okvirima sa Slike 13, Slike 14 i Slike 15) od 79,4 — 89 % (Tablica 6). Analiza je potvrdila
kompatibilnost primijenjenog komercijalno dostupnog Misjeg Hsp ELISA kompleta s

koraljima.

Tablica 6. Analiza sli¢nosti/identi¢nosti za sekvence proteina Hsp90 na temelju Slike 13 (a),
Hsp60 na temelju Slike 14 (b) i Hsp70 na temelju Slike 15 (c) izmedu ¢ovjeka Homo sapiens
(Hsa), misa Mus musculus (Mmu), koralja Paramuricea clavata (Pcl) i koralja Acropora

cervicornis (Ace).

a) Hsa90 Mmu90 Ace90
Hsa90 - 99 % 75.9 %
Mmu90 99.7 % - 75.8 %
Ace90 89 % 88.6 % -
b) Hsa60 Mmu60 Ace60
Hsa60 - 97.6 % 65.9 %
Mmu60 98.3 % - 65.2 %
Ace60 79.5 % 79.4 % -

C) Hsa70 Mmu70 Pcl70
Hsa70 - 94.9 % 76.2 %
Mmu70 96.4 % - 77 %

Pcl70 87.2% 87.5% -
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Slika 13. Poravnanje sekvenci proteina toplinskog Soka 90 (Hsp90) kod covjeka Homo sapiens
(Hsa90), misa Mus musculus (Mmu90) i koralja Paramuricea clavata (Pcl90). Crveni okviri s
bijelim slovima oznacavaju strogu podudarnost. Sekvence su poravnate koriste¢i rac¢unalni
program Clustal Omega (Madeira i sur. 2022) i vizualizirane koriste¢i racunalni program
ESPript 3.0 (Robert i Gouet 2014).
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Slika 14. Poravnanje sekvenci proteina toplinskog Soka 60 (Hsp60) kod covjeka Homo sapiens
(Hsa60), misa Mus musculus (Mmu60) i koralja Acropora cervicornis (Ace60). Crveni okviri
s bijelim slovima oznacavaju strogu podudarnost. Sekvence su poravnate koriste¢i racunalni
program Clustal Omega (Madeira i sur. 2022) i vizualizirane Koriste¢i racunalni program
ESPript 3.0 (Robert i Gouet 2014).
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Slika 15. Poravnanje sekvenci proteina toplinskog Soka 70 (Hsp70) kod ¢ovjeka Homo sapiens
(Hsa70), misa Mus musculus (Mmu70) i koralja Paramuricea clavata (Pcl70). Crveni okviri s
bijelim slovima oznacavaju strogu podudarnost. Sekvence su poravnate koriste¢i ra¢unalni
program Clustal Omega (Madeira i sur. 2022) i vizualizirane Koriste¢i racunalni program
ESPript 3.0 (Robert i Gouet 2014).

4.1.2 Kameni koralj Cladocora caespitosa

Stupanj lipidne peroksidacije kamenog koralja C. caespitosa prikazan je na Slici 16 kroz
izmjerene koncentracije malondialdehida (MDA) iz homogenata tkiva. Srednje vrijednosti
MDA za uzorke s temperature 10 °C, 20 °C i 30 °C iznose redom 23,63 nmol/mg proteina,
14,56 nmol/mg proteina i 19,42 nmol/mg proteina. Kruskal-Wallis neparametrijski test (H =
10,50, p-vrijednost = 0,0004, a. = 0,05) pokazao je da postoji znacajna razlika medu grupama.
Statisti¢ki je znacajan odnos rezultata izmedu temperature od 10 °C i 20 °C (Dunnov test, p =
0,0044), dok razlika rezultata s 10 °C i 20 °C u odnosu na 30 °C nije pokazala statisticku

znacajnost.
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Slika 16. Koncentracije malondialdehida (MDA) kamenog koralja C. caespitosa izrazene po
mg ukupnih proteina za tri ispitivane temperature. Iskazane su srednje vrijednosti 5 replika +
standardna pogreska i statisticka znacajnost razlike (Kruskal-Wallis test, o = 0,05, Dunnov test
p = 0,0044).

Slika 17 prikazuje odnos izracunatog ukupnog glutationa (GSH) iz homogenata tkiva
kamenog koralja C. caespitosa za dva eksperimentalna temperaturna tretmana (20 °C i 30 °C)
i kontrolu iz mora (10 °C). Srednje vrijednosti GSH za uzorke s temperature 10 °C, 20 °C i 30
°C i1znose redom 0,047 pmol/mg proteina, 0,034 umol/mg proteina, 0,08 pumol/mg proteina.
Testna varijabla H Kruskal-Wallis testa iznosi 10,82 (p-vrijednost = 0,0002, a = 0,05).
Statisticka znacajnost pokazana je izmedu rezultata s temperature od 20 °C 1 30 °C (Dunnov
test, p = 0,0034), dok odnos rezultata sa 10 ° 1 20 °C naprema 30 °C nije pokazao statisticku

znacajnost.
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Slika 17. Koncentracije ukupnog glutationa (GSH) izrazene po mg ukupnih proteina U
uzorcima tkiva kamenog koralja C. caespitosa s tri testirane temperature. Iskazane su srednje
vrijednosti 5 replika + standardna pogreska i statisticka znacajnost razlike (Kruskal-Wallis, a
= 0,05 i Dunnov test, p = 0,0034).

Srednje vrijednosti Hsp90 za uzorke kamenog koralja s temperature 10 °C, 20 °C 1 30 °C
prikazane su na Slici 18 i iznose redom 0,468 ng/mg proteina, 0,801 ng/mg proteina i 0,534
ng/mg proteina. Provedenim Kruskal-Wallis testom dobivena je testna varijabla H koja iznosi
10,50 (p-vrijednost = 0,0004, a = 0,05). Prikazana je statisticki znacajna razlika medu
usporedivanim uzorcima s temperature od 10 °C i 20 °C (Dunnov test p = 0,0044), dok isti u

odnosu na 30 °C nisu pokazali statisti¢ku znacajnost.
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Slika 18. Prikaz koncentracije proteina toplinskog Soka 90 (Hsp90) po mg ukupnih proteina u
uzorcima tkiva kamenog koralja C. caespitosa za tri testirane temperature. Iskazane su srednje
vrijednosti 5 replika + standardna pogreska i statisticka znacajnost razlike (Kruskal-Wallis, o=

0,05 i Dunnov test, p = 0,0044).

Srednje vrijednosti Hsp60 za uzorke s temperature 10 °C, 20 °C i 30 °C prikazane su na Slici
19 i iznose redom 0,287 ng/mg proteina, 0,903 ng/mg proteina i 0,376 ng/mg proteina. Kruskal-
Wallis testom (p-vrijednost = 0,013, a = 0,05) izraunata je testna varijabla H = 7,620 i iskazana
znacajna razlika medu grupama. Dunnovim usporednim testom prikazana je statisticki znac¢ajna
razlika izmedu uzoraka s temperature od 10 °C 1 20 °C (p = 0,0175), dok isti u odnosu na 30

°C nisu pokazali statistiCku znacajnost.
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Slika 19. Prikaz koncentracije proteina toplinskog Soka 60 (Hsp60) po mg ukupnih proteina u
uzorcima tkiva kamenog koralja C. caespitosa za tri testirane temperature. Iskazane su srednje
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vrijednosti 5 replika + standardna pogreska i statisti¢ka znacajnost razlike (Kruskal-Wallis, o=

0,05 i Dunnov test, p = 0,0175).

Srednje vrijednosti Hsp70 za uzorke s temperature 10 °C, 20 °C i 30 °C prikazane su na Slici
20 i iznose redom 1,456 ng/mg proteina, 1,136 ng/mg proteina i 1,231 ng/mg proteina.
Provedeni Kruskal-Wallis test (H = 9,38 i p-vrijednost = 0,0029) pokazao je da postoji
statistiCki znaCajna razlika medu grupama, a Dunnovim je testom potvrdena signifikantna
razlika izmedu usporedivanih uzoraka s temperature od 10 °C 1 20 °C (p = 0,0071), dok isti u

odnosu na 30 °C nisu pokazali statistiC¢ku znacajnost.
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Slika 20. Prikaz koncentracije proteina toplinskog Soka 70 (Hsp70) po mg ukupnih proteina u
uzorcima tkiva kamenog koralja C. caespitosa za tri testirane temperature. Iskazane su srednje
vrijednosti 5 replika + standardna pogreska i statisticka znacajnost razlike (Kruskal-Wallis, a =

0,05 i Dunnov test, p = 0,0071).
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4.1.3 Crvena moruzgva Actinia equina

Stupanj lipidne peroksidacije crvene moruzgve A. equina prikazan je na Slici 21 kroz
izmjerene koncentracije malondialdehida (MDA) iz homogenata tkiva. Srednje vrijednosti
MDA za uzorke s temperatura 20 °C i 30 °C iznose redom 3,97 nmol/mg proteina i 2,33
nmol/mg proteina. Provedeni Mann-Whitney neparametrijski test (U = 4 i p-vrijednost =

0,0952) nije pokazao statisticki zna¢ajnu razliku medu uzorcima s dvije testirane temperature.
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Slika 21. Koncentracije malondialdehida (MDA) crvene moruzgve A. equina izrazene u nmol
po mg ukupnih proteina iskazane za dvije ispitivane temperature. Iskazane su srednje
vrijednosti 5 replika + standardna pogreska. Oznaka ns izrazava razliku koja nije statisticki

znacajna (Mann-Whitney, p < 0,05).

Izracunati ukupni glutation (GSH) iz homogenata tkiva crvene moruzgve A. equina prikazan
je na Slici 22 za dva provedena temperaturna tretmana. Srednje vrijednosti GSH za uzorke s
temperature 20 °C 1 30 °C iznose redom 0,067 pmol/mg proteina i 0,053 pmol/mg proteina.
Provedeni Mann-Whitney neparametrijski test (U = 11 i egzaktna p-vrijednost = 0,8016) nije

pokazao statisticki znac¢ajnu razliku medu uzorcima s dvije testirane temperature.
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Slika 22. Ukupne koncentracije glutationa (GSH) izraZzene po mg ukupnih proteina u uzorcima
crvene moruzgve A. equina sa dvije testirane temperature. Iskazane su srednje vrijednosti 5
replika + standardna pogreska. Oznaka ns izrazava razliku koja nije signifikantna (Mann-

Whitney, p < 0,05).

Srednje vrijednosti Hsp90 za uzorke crvene moruzgve s testiranih temperatura mora 20 °C i
30 °C prikazane su na Slici 23 i iznose redom 1,271 ng/mg proteina i 1,129 ng/mg proteina.
Provedeni neparametrijski Mann-Whitney test (U = 10 i p-vrijednost = 0,6903) nije pokazao

statisticki znacajnu razliku medu uzorcima s dvije testirane temperature.
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Slika 23. Prikaz koncentracija proteina toplinskog Soka 90 (Hsp90) po mg ukupnih proteina u
uzorcima crvene moruzgve A. equina sa dvije testirane temperature. Iskazane su srednje
vrijednosti 5 replika + standardna pogreska. Oznaka ns izrazava razliku koja nije statisticki

znacajna (Mann-Whitney, p < 0,05).
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Slika 24 prikazuje srednje vrijednosti Hsp60 za uzorke crvene moruzgve s testiranih
temperatura 20 °C i 30 °C koje redom iznose 1,143 ng/mg proteina i 0,869 ng/mg proteina.
Provedeni neparametrijski Mann-Whitney test (U = 7 i p-vrijednost = 0,3095) nije pokazao

statistiCki znacajnu razliku medu uzorcima s dvije testirane temperature.
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Slika 24. Prikaz koncentracija proteina toplinskog $oka 60 (Hsp60) po mg ukupnih proteina u
uzorcima crvene moruzgve A. equina za dvije testirane temperature. Iskazane su srednje
vrijednosti 5 replika + standardna pogreska. Oznaka ns izrazava razliku koja nije statisticki

znacajna (Mann-Whitney, p < 0,05).
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Srednje vrijednosti Hsp70 za uzorke crvene moruzgve s testiranih temperatura 20 °C i 30 °C
prikazane su na Slici 25 i iznose redom 4,159 ng/mg proteina i 5,352 ng/mg proteina. Provedeni
neparametrijski Mann-Whitney test (U = 11 i p-vrijednost = 0,8413) nije pokazao statisticki

znacajnu razliku medu uzorcima s dvije testirane temperature.

_15-

c

E ns

2

5 104

[=:]

E

[=:]

g T

=

=

o

[}

I

0 I I
20°C 30°C

Temperatura (°C)

Slika 25. Prikaz koncentracija proteina toplinskog Soka 70 (Hsp70) po mg ukupnih proteina u
uzorcima crvene moruzgve A. equina za dvije testirane temperature. Iskazane su srednje
vrijednosti 5 replika + standardna pogreska. Oznaka ns izrazava razliku koja nije statisticki

znacajna (Mann-Whitney, p < 0,05).
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4.2 Rezultati histoloSkih analiza
4.2.1 Kameni koralj Cladocora caespitosa

Na pocetku eksperimenta, kolonije kamenog koralja svih ispitivanih temperatura (10 °C, 20
°C 130 °C) bile su zdrave, bez vidljivih lezija i promjena u pigmentaciji, smede-zlatnih polipa
t]. bez morfoloskih znakova temperaturnog stresa (Slika 26a,c). Na kraju eksperimentalnog
temperaturnog tretmana, kolonije koralja na 20 °C nisu pokazivale vidljive morfoloske
promjene (Slika 26b), za razliku od jedinki s 30 °C koje su bile u vidljivo promijenjenom stanju
(Slika 26d). Kod vise od 75 % dijela kolonija uoceni su morfoloski znakovi stresa u okviru
zatvaranja promijenjenih (svjetlijih i transparentnijih) lovki, izmjene obojenja, multifokalnih

lezija i znakova izbjeljivanja (,,bleaching ) polipa.

Slika 26. Razlike u morfologiji kamenog koralja C. caespitosa. Stanje kolonija na pocetku
eksperimenta (a, ¢) i na kraju temperaturnog tretmana (b, d). Gornje fotografije (a, b)
predstavljaju kolonije tretirane na temperaturi od 20 °C, a donje fotografije (c, d) na temperaturi
od 30 °C.

42



Histoloski preparati epidermalnog kalikoblasti¢nog sloja (dio bazalne stijenke tijela) (Slika
28a), povrsinske stijenke tijela (Slika 27a) i gastroderme (Slika 30a) kod uzoraka s 10 °C
pokazuju normalnu stani¢nu arhitekturu, bez znakova degradacije. Prosje¢ni promjer stanica
jednostani¢nih algi roda Symbiodinium u gastrodermi uzoraka s 10 °C iznosi 6,24 + 0,61 pm.
Longitudinalni prerez kroz polipe aboralne regije (Slika 29a) pokazuje uredne gonade i

mezenterijske filamente takoder bez promjena u stani¢noj arhitekturi.

Kod uzoraka kamenog koralja s 20 °C bazalna stijenka tijela (Slika 27b) je o¢uvana, ali suu
strukturi epidermisa povrSinske stijenke tijela (Slika 28b) uocene blage promjene u kojem je
povecan udio mukoznih stanica. Takoder, uocena je i proliferacija epitelnih stranica (brzo
atipi¢éno umnazanje koje dovodi do poviSenja visine epitela) kod 60% analiziranih uzoraka.
Arhitektura i integritet mezogleje, mezenterijskih filamenata i gonada je o¢uvana i bez znakova
degradacije ili nekroze (Slika 29b). Gastrodermalni sloj (Slika 30b) kod 40% uzoraka pokazuje
znakove temperaturnog stresa kroz uoCene smezurane i tamnije obojene alge roda

Symbiodinium.

Uzorci kamenog koralja s temperature 30 °C pokazuje razoreni sloj stanica epidermalnog
kalikoblasti¢nog sloja (Slika 27c) iz bazalne stijenke tijela kao i naruSenu strukturu epiderme
povrsinske stijenke tijela (Slika 28c). Longitudinalni prerez kroz polipe u aboralnoj regiji (Slika
29c) pokazuju znacajne promjene u izgledu i1 koli¢ini mezentera kao 1 izostanak jajnih stanica.
Ociti znakovi temperaturnog stresa vidljivi su 1 kroz fragmentiranu i nekroti¢nu gastrodermu,
liticke lezije, nekroti¢ne, smeZzurane i tamno obojene alge roda Symbiodinium (Slika 30c).
Prosjek promjera jednostani¢nih algi iz analiziranih uzoraka s 30 °C iznosi 5,90 + 0,96 pm.
Kod 60 % uzoraka s temperature od 30 °C identificirane su makroalge, dok je kod samo jednog

od uzoraka uocena spuzva. Ostali endosimbionti nisu detektirani.
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Slika 27. HistoloSki prerezi bazalne stijenke tijela kamenog koralja C. caespitosa. Polipi s
temperature 10 °C (a) i 20 °C (b) pokazuju karakteristi¢nu stani¢nu arhitekturu i cjeloviti
kalikoblasti¢ni epitel, dok polipi s temperature 30 °C (c) pokazuju znakove degradacije i
razoren sloj stanica u istom podru¢ju. AG-aboralna gastroderma, KE-kalikoblasti¢ni epitel, M-

mezogleja. Hematoksilin i eozin (mjerilo 20 pum).
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Slika 28. Histoloski prerezi povrsinske stijenke tijela kamenog koralja C. caespitosa. Polipi s
temperature 10 °C (@) ne pokazuju znakove degradacije, polipi s temperature 20 °C (b) zadrzali
su integritet epiderme, ali pokazuju povecanu koli¢inu mukocita i proliferaciju dok polipi s
temperature 30 °C (c) pokazuju znacajno ljustenje i degradaciju epiderme. E-epiderma, G-

gastroderma, M-mezogleja, Mu-mukocite. Hematoksilin i eozin (mjerilo 20 um).
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Slika 29. Histoloski prerezi longitudinalnih sekcija polipa kamenog koralja C. caespitosa. Kod
polipa s temperature 10 °C (a) i 20 °C (b) stani¢na arhitektura je o¢uvana, vidljive su mezentere
i jajne stanice, mezenterijski filamenti ne pokazuju vidljive lezije. Kod polipa s temperature 30
°C (c) struktura mezentera je znac¢ajno narusena, jajne stanice nisu prisutne. Me-mezentere, Mf-

mezenterijski filamenti, O-jajne stanice. Hematoksilin i eozin (mjerilo 100 um).
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Slika 30. Histoloski prerezi gastroderme polipa kamenog koralja C. caespitosa. Kod polipa s
temperature 10 °C (a) i 20 °C (b) stani¢na arhitektura je normalna, vidljivo je mno$tvo
jednostani¢nih algi roda Symbiodinium. Gastroderma kod polipa s temperature 30 °C (c) je
fragmentirana i nekroti¢na, vidljive su liticke lezije i deformirane, smezurane, tamno obojene
jednostani¢ne alge. G-gastroderma, L-lezije, S-jednostani¢ne alge roda Symbiodinium.
Hematoksilin i eozin (mjerilo 20 um).
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Histokemijska metoda bojenja tkiva pomo¢u Masson trikromnog seta boja isti¢e kolagena
vlakna tamno-plavom do crnom bojom. Analiza je pokazala da su, u laboratorijskim uzorcima
koralja sa 20 °C (Slika 31a,b) i 30 °C (Slika 31c,d), kolagena vlakna ograni¢ena samo na sloj
mezogleje. Nije pokazano specifi¢no obojenje u okolnim tkivima. lako je vidljiv visoki stupanj

nekroze, sami sloj mezogleje nije nabubrio nego odrzava debljinu i strukturu kao i u kontrolnim

uzorcima.

Slika 31. Histoloski prerezi povrSinske stijenke tijela kamenog koralja C. caespitosa (a, C) i
dijelova mezentera s fragmentima mezenterijskih filamenata (b, d). Gornje fotografije (a, b)
predstavljaju kolonije tretirane na temperaturi od 20 °C, a donje fotografije (c, d) na temperaturi
od 30 °C. Plavom bojom obiljezen je sloj mezogleje (kolagena vlakna i manji broj stanica), a
crvenom citoplazma, misi¢ne niti i keratin. E- epiderma, G- gastroderma, M- mezogleja, Me-

mezentera, Mf- mezenterijski filament. Masson trikromni set boja, (mjerilo 20 pm).

48



4.2.2 Crvena moruzgva Actinia equina
Za vrijeme trajanja eksperimenta, kod crvene moruzgve nisu uocene znacajnije morfoloske

promjene pod utjecajem razli¢itih temperaturnih tretmana.

Stani¢na arhitektura kod histoloskih preparata s temperature 20 °C (Slika 32) i 30 °C (Slika
33) takoder je normalnog izgleda, bez vidljivih znakova histopatoloskih promjena. Na
mezenterama je uocljiv sloj vezivnog tkiva omeden s plocastim epitelom kao i retraktorni
miSi¢i. Krajevi mezentera se suzavaju u mezenterijske filamente s Zarnim 1 Zlijezdanim
stanicama. Gonade su vidljive izmedu mezenterijskih filamenata i uzduznih retraktornih misica.

Medu analiziranim jedinkama nisu uo¢eni hermfroditi (uocene su Zenske ili muske gamete).

Slika 32. Histoloski prerezi crvene moruzgve A. equina s temperaturnog tretmana od 20 °C.

Popreéni presjek kroz proksimalni dio stijenke tijela s primarnim mezenterama (a), sekundarne
mezentere s mezenterijskim filamentima (b), muske gonade () i poprec¢ni presjek kroz lovke
(d), uredne su stani¢ne arhitekture. E- epiderma, G- gastroderma, IMe- primarna mezentera
(zaokruzeno), IIMe- sekundarna mezentera, M- mezogleja, MG- muske gonade, Mf-

mezenterijski filament. Hematoksilin i eozin, mjerilo 100 um.
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Slika 33. Histoloski prerezi crvene moruzgve A. equina s temperaturnog tretmana od 30 °C.
Popre¢ni presjek kroz proksimalni dio stijenke tijela sa mezenterama (a), mezentere s
mezenterijskim filamentima (b), Zenske gonade (C) i popre¢ni presjek kroz lovku (d), uredne
su stani¢ne arhitekture. E- epiderma, G- gastroderma, M- mezogleja, IMe- primarna mezentera,
IIMe- sekundarna mezentera, Mf- mezenterijski filament, ZG- Zenske gonade. Hematoksilin i

eozin, mjerilo 100 pm.
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Kolagena vlakna prikazana tamno-plavom do crnom bojom, vizualizirana pomo¢u Masson

trikromnog bojenja, uredna su i ograni¢ena samo na sloj mezogleje (Slika 34).

Slika 34. Histoloski prerezi kroz lovke crvene moruzgve A. equina kod uzoraka s temperature
20 °C (a) 130 °C (b) pokazuju urednu stani¢nu arhitekturu. E- epiderma, G- gastroderma, IMe-
primarna mezentera, [1Me- sekundarna mezentera, I1IMe- tercijarna mezentera, M- mezogleja,

Mf- mezenterijski filament. Masson trikromni set boja (mjerilo 100 um).
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5 RASPRAVA

Mediteran se smatra jednom od svjetskih tocaka najvece bioraznolikosti, stoga je
zabrinjavajuca Cinjenica da sve izrazenije klimatske promjene zajedno s cijelim nizom
abioti¢kih stresora izazivaju sve vecu Stetu i predstavljaju rizik i ugrozu za ranjive skupine
organizama (Lejeusne i sur. 2010; Chatzimentor i sur. 2023). Jedna od takvih je i najveca
skupina Zarnjaka, koralji, Anthozoa. Razvoj ranih metoda detekcije rezultata klimatskih
promjena i sustava upozorenja kod ranjivih skupina organizama od velike je vaznosti, kako bi
se omogucilo predvidanje kapaciteta prezivljavanja kratkotrajnih/dugotrajnih temperaturnih
anomalija (Choresh i sur. 2001; Choresh i sur. 2004).

Provedeno istrazivanje imalo je za cilj u laboratorijskim uvjetima ispitati povezanost
promjena temperature mora (razlic¢itih temperaturnih tretmana) s razvojem oksidacijskog stresa
u tkivima dva organizma iz skupine Anthozoa razli¢itih ekoloski nisa i temperaturnih valencija.
Ovo je prvo takvo istrazivanje mjerenja biomarkera oksidacijskog stresa kao i ispitivanja
morfoloskih i1 histoloskih promjena uslijed temperaturnog stresa provedeno na kamenom

koralju Cladocora caespitosa i crvenoj moruzgvi Actinia equina iz Jadranskog mora.

5.1 Biomarkeri oksidacijskog stresa

Provedeno istrazivanje pokazalo je povezanost promjene temperature mora u
laboratorijskim uvjetima s fizioloskim promjenama tkiva kamenog koralja C. caespitosa.
Rezultati lipidne peroksidacije pokazuju najvec¢u koncentraciju malondialdehida (MDA) u
odnosu na ukupne proteine kod uzoraka kamenog koralja s temperature 10 °C, srednju kod
uzoraka tretiranih na temperaturi od 30 °C dok je za uzorke s temperature 20 °C detektirana
najmanja razina MDA. Zbog povecane razine MDA pri 10 °C moglo bi se diskutirati o
stani¢énom stresu Koji je organizam mogao razviti tijekom transporta (Costa i sur. 2021) od
mjesta uzorkovanja do laboratorija. Uoc¢eno statisticki znacajno smanjenje intenziteta lipidne
peroksidacije sa porastom temperature (smanjenje koncentracije MDA sa 10 ° na 20 °C) sli¢no
kao i u istrazivanju Dias i1 suradnika (2020) kod koralja Acropora tenuis (Dana, 1846) i
Psammocora contigua (Esper, 1794) moglo bi implicirati na proces remodeliranja i
reorganiziranja lipida unutar stani¢ne membrane kao mehanizma zastite od oSteenja. lako bez
statistiCke znacajnosti, povecanje u koncentraciji MDA na 30 °C moze implicirati na to da
temperaturni stres popracen akumulacijom reaktivnih kisikovih vrsta nadilazi kapacitet
antioksidativnog odgovora, §to u odredenoj mjeri naruSava strukturu i integritet stani¢nih
membrana (Dias i sur. 2020). Downs i suradnici (2000) na koralju O. faveolata pokazali su

povecanje intenziteta lipidne peroksidacije pri povisenoj (32 °C) u odnosu na kontrolnu (26°C)
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temperaturu. Za tri testirane temperature, u uzorcima tkiva kamenog koralja, uo¢ena je razlika
U koncentracijama ukupnog glutationa (GSH). NajviSu koncentraciju ukupnog glutationa
pokazuju uzorci tkiva s 30 °C i oni se znacajno razlikuju od uzoraka tkiva s 20 °C. lako bez
statistiCke znacajnosti, koncentracija ukupnog glutationa za uzorke s 10 °C takoder je visa i od
koncentracije za uzorke sa 20 °C. Dobiveni rezultati razlikuju se od rezultata istrazivanja
provedenih na koralju O. faveolata (Downs i sur. 2000; Desalvo i sur. 2008) koji pod utjecajem
tretmana temperaturnog Soka pokazuju signifikantno smanjenje u koncentraciji GSH. Budu¢i
da setovi dizajnirani za testiranje proteina toplinskog Soka iz koralja jo§ uvijek nisu dostupni,
testiranje na koraljima provedeno je primjenom misjih kitova, §to je opravdano provedenom
usporednom analizom aminokiselinskih sekvenci koja je pokazala visoki postotak sli¢nosti.
Testiranja proteina toplinskog Soka 90 (Hsp90) i 60 (Hsp60) provedena su prema istom
metodoloskom protokolu i1 pokazuju sli€ne rezultate. Naime, najviSe koli¢ine proteina
toplinskog Soka Hsp90 i Hsp60 detektirane su za uzorke tretirane na temperaturi 20 °C. Uoceno
moze biti posljedica razvoja vece koliCine proteina toplinskog Soka tijekom perioda
aklimatizacije s temperature 10 °C na temperaturu 20 °C koja nije tekla kontrolirano, veé
spontano ovisno o okolnoj, ambijentalnoj temperaturi. Uocena je znaéajna statisticka razlika
izmedu uzoraka sa 10 °C i 20 °C za Hsp90 i Hsp60. lako razlike u koncentracijama uzoraka s
temperatura 10 © 120 ° u odnosu na uzorke s 30 °C postoje, nisu pokazale statisticku znacajnost.
Uzrok smanjenja koncentracije Hsp90 i Hsp60 na 30 °C u odnosu na 20 °C mogla bi biti
povecana smrtnost polipa pod utjecajem temperaturnog stresa od 30 °C uocena i na histoloskoj
razini za istu temperaturu. Seveso i suradnici (2013) uoceni trend smanjenja razine Hsp60 kod
kamenog koralja Seriatopora caliendrum Ehrenberg, 1834 u uvjetima povecanog saliniteta
(stresor) takoder povezuju s moguc¢nos§cu progresivne stani¢ne smrti polipa koralja. Smanjenje
razine Hsp60 kod S. caliendrum na temperaturi od 33 °C u periodu od 12-24 sata, Seveso i
suradnici (2016) objasnjavaju kao mogucu ,,prezasicenost™ obrambenog sustava da se odupre
snaznom temperaturnom stresoru. [z svega navedenog, snizene razine Hsp90 1 Hsp60 pri
povisenoj temperaturi mora od 30 °C kod C. caespitosa, mogu upucivati na zabrinjavajuci
fizioloski status koralja $to prate i morfoloski dokazi izbjeljivanja koralja kao i uocene znacajne
histoloske promjene (Slike 27c, 28c, 29c¢, 30c). Zanimljivi su rezultati mjerenog Hsp70 Koji
pokazuju najvecu koncentraciju za uzorke s temperature 10 °C i statisticki znacajnu razliku u
odnosu na koncentraciju Hsp70 kod uzoraka tretiranih na temperaturi 20 °C. Uoceno bi kao i
kod rezultata MDA mogla biti posljedica razvoja najveéeg temperaturnog stresa upravo u
periodu transporta jedinki od mjesta uzorkovanja do laboratorija. Takoder je moguée i to da

jedinke trpe veéi oksidacijski stres pri snizenim temperaturama mora. U prilog tome ide
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istrazivanje Nicosia i suradnika (2014) koje kod A. viridis tijekom toplog (28 °C), ali i hladnog
temperaturnog stresa (4 °C) ukazuje na pojavu povecane ekspresije mRNA za mali protein
toplinskog Soka Hsp28.6. Istrazivanje Franzellitti i suradnika (2018) kod kamenog koralja C.
caespitosa pokazalo je vece razine Hsp70 in situ, ali zato razine Hsp70 tijekom temperaturnog
stresa nisu pokazale statisticki znaCajne promjene. Dobiveni rezultati utjecaja temperaturnog
stresa na ekspresiju proteina toplinskog Soka ipak se razlikuju od vecine rezultata slicnih
istrazivanja. Downs i suradnici (2000) i Montalbetti i suradnici (2021) kao odgovor na poveéane
temperature mora pokazali su znacajno veée razine Hsp60 i Hsp70 kod zvjezdastog koralja O.
faveolata i kamenog koralja Stylophora pistillata (Esper, 1792). Leggat i suradnici (2011)
kvantitativnim PCR-om (engl. polymerase chain reaction) pokazali su znacajno povecanje u
ekspresiji gena Hsp70 i Hsp90 kod koralja Acropora aspera (Dana, 1846) pri 4 °C vecoj
temperaturi od kontrolne. Istrazivanje na li¢inakom stadiju kamenog koralja Acropora
millepora (Ehrenberg, 1834) takoder je pokazalo rapidno (nakon 3 i nakon 10 sati) povecanje
u ekspresiji gena Hsp70 i Hsp90 prilikom povisene (28 °C i 31 °C) u odnosu na kontrolnu (24
°C) temperaturu mora (Rodriguez-Lanetty i sur. 2009). Cinjenica da bi razlika u ekspresiji Hsp
mogla ovisiti o drugim okoli$nim parametrima U akvarijima nije vjerojatna, jer mjerenja
parametara vode nisu pokazala znacajnija odstupanja tijekom eksperimenta (§to zbog
povremene djelomi¢ne izmjene vode, $to zbog primjene sredstva za kondicioniranje vode
teku¢inom obogacenom bakterijskim kulturama). Rezultati bez statistiCke znacajnosti mogu
sugerirati na pojavu zagluSenja stanicnog odgovora uslijed dugotrajne izloZenosti
temperaturnom stresu, u odnosu na veé provedena sli¢na istrazivanja mjerenja oksidacijskih

parametara uslijed kraceg vremenskog izlaganja stresoru.

Rezultati istog testiranja provedenog na crvenoj moruzgvi A. equina pokazuju vecu, ali ne i
statistiCki znaCajnu koncentraciju MDA za tkiva tretirana na temperaturi od 20 °C u odnosu na
tkiva s 30 °C. Dobiveni rezultati razlikuju se od istrazivanja Richier i suradnika (2005) na
nesimbiontskoj moruzgvi A. mediterranea koje je pokazalo zna¢ajno povecanje koncentracije
MDA nakon 5 dana od povisenja temperature mora sa 17 °C na 24 °C. Treba uzeti u obzir
moguénost da je crvena moruzgva, zbog svoje ekoloske nise koja je promjenjivih abioti¢kih
¢imbenika, otpornija na temperaturne promjene. Do uo¢enog smanjenja u koncentraciji MDA
pri poviSenoj temperaturi mora od 30 °C u odnosu na 20 °C moglo bi do¢i 1 zbog smanjene
proizvodnje antioksidativnog enzima zbog energetske istrosenosti (Dias i sur. 2019). Kod
crvene moruzgve uzorci s temperature 20 °C pokazuju veéu koncentraciju ukupnog glutationa

(GSH) od uzoraka tretiranih na temperaturi od 30 °C, ali ta razlika nije statisticki znacajna. Isti

54


https://www.marinespecies.org/aphia.php?p=taxdetails&id=758261
https://www.marinespecies.org/aphia.php?p=taxdetails&id=758261

odnos vidljiv je i kod testova provedenih za proteine toplinskog Soka 90 (Hsp90) i 60 (Hsp60).
Dobiveni rezultati razlikuju se od istrazivanja Sunagawa i suradnika (2008) koji su na moruzgvi
E. pallida pokazali povecanje u ekspresiji glutationa prilikom temperaturnog stresa (32 °C),
kao i istrazivanja Choresh i suradnika (2001) koji su po prvi puta proveli imunolosku detekciju
Hsp60 na smedoj vlasulji A. viridis i pokazali znacajno viSe razine Hsp60 kod jedinki
odrzavanih na 31 °C za razliku od jedinki s 23 °C. U prilog signifikantnom negativnom utjecaju
poviSene temperature mora na crvenu moruzgvu idu i bihevioralna istrazivanja Gadelha i
suradnika (2017). Rezultati mjerenih proteina toplinskog Soka 70 (Hsp70) jedini od mjerenih
parametara pokazuju vecu koncentraciju za uzorke s temperature 30 °C, iako bez statisticke
znacajnosti. PoviSene razine Hsp kod crvene moruzgve sugeriraju na njezinu fenotipsku
prilagodbu (aklimatizaciju), kao i kod vrste A. viridis (Choresh i sur. 2001), na promjenjivu
temperaturu mora kojom je direktno izlozena i u svojem prirodnom okolisu. Maskrey (2022)
kod jedinki A. equina nije uoc¢io znacajnije promjene u ekspresiji proteina toplinskog Soka

uslijed temperaturnog stresa.

5.2 Histoloske promjene

Znacajnije morfoloske promjene uoc¢ene kod C. caespitosa idu u prilog ranije provedenim
istrazivanjima koja pokazuju negativan utjecaj temperaturnog stresa na tkivo koralja (Rodolfo-
Metalpa i sur. 2005; Kruzi¢ 2007; Kersting i sur. 2013; Jimenez i sur. 2014). Uocena
neujednacenost u morfoloskim promjenama kod polipa iz istog busena kamenog koralja pod
utjecajem jednakog temperaturnog stresora moze proizlaziti iz €injenice da su polipi kamenog
koralja faceloidne morfologije tj. neovisni su jedan o drugome (Kersting i sur. 2013), ¢ime je
regeneracija oStecenog tkiva kao i Sirenje oSte¢enja na druge polipe ogranic¢ena. Histoloski
preparati svih tkivnih slojeva kod uzoraka s temperature 10 °C pokazuju normalnu stani¢nu
strukturu. Vec pri temperaturi od 20 °C povecan udio mukoznih stanica i proliferacija epitelnih
stranica (brzo atipi¢no umnazanje koje dovodi do povisenja visine epitela) impliciraju na
pogorSanje stanja uslijed poviSenja temperature tj. patolosSku promjenu. Uocena povecana
koli¢ina mukocita mogla bi imati zastitnu ulogu od temperaturnih ostecenja (Brown i Bythell
2005; Galloway i sur. 2007). HistopatoloSkom analizom uzoraka tkiva kamenog koralja s
temperature 30 °C utvrdene su pak znac¢ajne lezije i nekroza tkiva u svakom od stani¢nih slojeva
(razoren epidermalni sloj, ogoljena mezogleja 1 fragmentiran 1 nekroti¢an gastrodermalni sloj).
Smanjenje promjera i smeZuranost citoplazme endosimbiontskih algi s povisenjem temperature
uoceno na histoloskim preparatima uzoraka koralja s 30 °C, slaze se S istraZivanjima Casareto

i suradnika (2016). Iz uoc¢enih histoloskih promjena moguce je zakljuciti da izlaganje povisenoj
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temperaturi negativno utjece na stanje tkiva kamenog koralja pokazano i u drugim sli¢nim
istrazivanjima (Casareto i sur. 2016; Traylor-Knowles i sur. 2019). Bojanje Masson trikromnim
setom boja pak nije pokazalo znacajnije promjene u rasporedu kolagenskih vlakana medu
histolo§kim uzorcima organizama s razli¢itih temperatura. Dobiveni rezultati razlikuju se od
istrazivanja Traylor-Knowles i suradnika (2019) koji su na koralju A. hyacinthus pod utjecajem
temperaturnog stresa pokazali pojavu kolagenih vlakana u epidermi i gastrodermi za razliku od

zdravog tkiva kod kojeg je kolagen bio ograni¢en samo na mezogleju.

Zanimljivo je usporediti utjecaj temperaturnog stresa na fizioloski i histoloSki status
proucavanih vrsta koje pripadaju istom koljenu Anthozoa. Uocene razlike u rezultatima mogu
biti posljedica drugacijih ekoloSkih niSa koje proucavane vrste nastanjuju tj. razlike u
izloZenosti varijabilnim ¢imbenicima okoliSa kao i razlika potencijalne otpornosti na iste.
Promjene u efektu temperaturnih fluktuacija na biomarkere oksidacijskog stresa kod crvene
moruzgve A. equina bez statisticke znacajnosti, bile su ocekivane. U prilog tome idu i
morfoloska i histoloSka opazanja koja nisu pokazala znacajnije tkivne promjene pod utjecajem
poviSene temperature. Gadelha i suradnici (2017) s druge strane pokazuju osjetljivost jedinki
A. equina na temperaturne promjene kroz znacajnu redukciju u prezivljenju (50 %) na
temperaturi od 30 °C u periodu od 96 sati. Istrazivanja provedena na simbiontskim moruzgvama
Aiptasia sp. i Entacmaea quadricolor (Leuckart in Ruppell i Leuckart, 1828) takoder pokazuju
negativan utjecaj poviSene temperature na tkivo kroz pojavu programirane stani¢ne smrti i
nekroze (Dunn i sur. 2004) kao i signifikantnog smanjenja endosimbiontskih algi i promjene u

obojenosti jedinki tj. izbjeljivanja (Pryor i sur. 2021).

Provedeno istraZivanje bilo je ograniceno isklju¢ivo na uzorkovanje tkiva koralja u trenutku
uocCavanja morfoloSkih promjena. Bilo bi zanimljivo uzorkovanja tkiva napravit viSe puta
tijekom eksperiment: na pocetku (pri uspostavi akvarija), nakon perioda aklimatizacije te nakon
uocenih morfoloskih promjena, ¢ime bi se sa ve¢im setom podataka omogucila preciznija
statistiCka obrada i1 bolje razlucivanje uzroka detektiranih promjena. Takoder, jasnije bi se
moglo razluciti dogadaju 1i se i u kojoj mjeri uocene razlike u ekspresiji biomarkera
oksidacijskog stresa kao posljedica naglih temperaturnih promjena ili kontinuiranih dugotrajnih
izlaganja istoj temperaturi. Imajuc¢i na umu da se polipi koralja unutar istog busena mogu
razlikovati po svojoj velicini tj. koli¢ini tkiva, replike stvorene sakupljanjem tkiva (engl.
pooling) iz istog broja polipa u ovom istrazivanju, u narednim istrazivanjima bilo bi preciznije
sakupiti vaganjem tkiva tj. sakupljanjem iste mase tkiva. Takoder, buduci da su tkiva polipa

uzorkovana s istog ,,maj¢inskog® busena i time male genetiCke varijabilnosti (Dias 1 sur. 2019),
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buduca istrazivanja mogla bi dati drugacije rezultate. Bilo bi stoga korisno napraviti i usporedna
istrazivanja iste vrste kamenog koralja, ali s razlicitih lokaliteta duz Jadrana. Isto bi, zbog
potencijalno razli¢itog odgovora na temperaturni stres medu razli¢itim genetickim
morfotipovima (Maskrey i sur. 2020), bilo korisno provesti i za jedinke A. equina duz Jadrana

i sa razli¢itih raspona visina obala koje nastanjuju.

Ovaj diplomski rad doprinosi boljem razumijevanju utjecaja temperaturnih fluktuacija na
izazvan oksidacijski stres i histoloske promjene kod sesilnih Anthozoa. Dokazana moguénost
detekcije biomarkera oksidacijskog stresa (Hsp, MDA, GSH) kao i vaznost sveobuhvatne
analize (fiziologija i histologija) stvaraju dobru podlogu za daljnja prijeko potrebna istrazivanja
temperaturnog stresa kod koralja (Anthozoa).
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6 ZAKLJUCAK
Na temelju provedenog istrazivanja na kamenom koralju C. caespitosa i crvenoj moruzgvi

A. equina moguce je zakljuditi sljedece:

e Utvrdena je povezanost poviSene temperature mora u laboratorijskim uvjetima s
promjenama u razini biomarkera oksidacijskog stresa u tkivima kamenog koralja C.
caespitosa. Statisticki su znacajne razlike u ekspresiji MDA, Hsp90, Hsp60 i Hsp70
izmedu uzoraka s temperature 10 °C i 20 °C kao i u ekspresiji GSH izmedu uzoraka s
temperature 20 °C 1 30 °C.

e Na molekularnoj razini nisu uoceni statisti¢ki znacajni znakovi oksidacijskog stresa u
tkivima crvene moruzgve A. equina pod utjecajem temperaturnog stresa.

e Proteini toplinskog Soka mogli bi se koristiti kao rani biomarkeri temperaturnog stresa
kod kamenog koralja C. caespitosa.

e Uzorci kamenog koralja pri 10 °C pokazuju urednu stani¢nu arhitekturu, na uzorcima s
20 °C primijecene su blage histoloske promjene u gastrodermalnom sloju i epidermi
povrsinske stijenke tijela, dok uzorci pri 30 °C pokazuju znacajne histoloske promjene
u svim tkivnim slojevima: uznapredovale lezije i nekroze tkiva, fragmentiranu
gastrodermu, izblijedjelu mezogleju i naruSenu arhitekturu epidermalnog sloja.

e Prosjecan promjer stanica jednostani¢nih endosimbiontskih algi roda Symbiodinium u
uzorcima kamenog koralja s 20 °C ve¢i je u odnosu na prosjecni promjer Stanica uzoraka
s 30 °C.

o Kod uzoraka crvene moruzgve A. equina s proucavanih temperatura od 20 °C i 30 °C
nisu detektirane znacajnije histoloske promjene, te je stani¢na arhitektura uredna.

e Razumijevanje osjetljivosti organizama na razli¢ite temperaturne fluktuacije, zajedno s
ve¢ postoje¢im mjernim podacima, moze pomoc¢i u predvidanju utjecaja i posljedica

temperaturnog stresa na ugrozene skupine organizama.
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