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1. uvOD
1.1 OSNOVNA OBILJEZJA VRSTE Dreissena polymorpha

Vrsta Dreissena polymorpha (Pallas, 1771), slatkovodni je Skoljkas koji pripada koljenu
mekusSaca, Mollusca. Naziv “polymorpha” proizlazi iz varijacija u boji i obliku Skoljke. Hrvatski
naziv za vrstu je raznolika trokutnjaca zbog trokutastog oblika Skoljke izvedenog na razliCite
nacine (Slika 1). Vrsta je dominantna u rijekama i jezerima Europe i Sjeverne Amerike, invazivnog
je karaktera jer potiskuje autohtone bentonske beskraljeSnjake, dominira biomasom i uzrokuje
brojne ekonomske probleme (Stanczykowska, 1977; Claudi i Mackie, 1994).

Slika 1. Vanjski izgled raznolike trokutnjace, Dreissena polymorpha (snimio: I. Lajtner).

Sistematika vrste (Nutall, 1990):
Carstvo: ANIMALIA
Koljeno: MOLLUSCA
Razred: BIVALVIA
Podrazred: HETERODONTA

Red: VENEROIDA



Natporodica: DREISSENOIDEA
Porodica: DREISSENIDAE
Rod: Dreissena

Vrsta: Dreissena polymorpha (Pallas, 1771)

1.1.1 MORFOLOGIJA VRSTE

Skoljka je gradena od dvije trokutaste ljuske koje su najée$ée prugastog ili ,cik-cak®
uzorka, uz izmjenjivanje svijetlije Zute i tamnije smede boje (Slika 1). Unutar populacije
pojedina¢ne boje ljuske mogu varirati od vrlo svijetle boje, bez uodljivih tamnih linija do onih

potpuno tamnih bez vidljivih linija.

Vrsta je bilateralno simetriCna. Trbusna strana je ravna Sto je vazno zbog pri¢vrScenja na
podlogu. Prosjeéna duljina Skoljke iznosi 25 do 40 mm, Sirina 16 do 23 mm, a visina 13 do 18 mm
(Pfleger, 1990).

1.1.2 ANATOMIJA VRSTE

Tijelo obavija tanak plast unutar kojeg se nalazi plastana Supljina s unutra$njim organima
(Slika 2). S trbuSne strane plasta nalazi se otvor kroz koji izlazi miSi¢no stopalo koje Skoljkasu
sluzi za pokretanje sve dok ne pronade prikladno mjesto gdje se pricvrsti i tu ostane do kraja
zivota (Morton, 1969a, 1993). Za pri¢vrScenje im sluze bisusne niti koje stvara bisusna Zlijezda
smjeStena pri bazi stopala. U posteriornom dijelu Skoljkasa plast je izduzen u dvije cijevi, kratke

sifone koji se otvaraju prema vanjskoj okolini.

Za unutrasnjost ljusture pri€vrS¢eni su anteriorni i posteriorni aduktor, posteriorni pedalni
aduktor, anteriorni pedalni retraktor te anteriorni i posteriorni bisusni retraktor (Yonge i Campbell,
1968). Skoljka se zatvara kontrakcijom anteriornog i posteriornog aduktora, a do njezinog

otvaranja dolazi nakon Sto kontrakcija miSi¢a prestane i zategnu se ligamenti koji su antagonisti

Ziv&ani sustav je simetritan, sastoji se od cerebro-pleuralnog ganglija smje$tenog u
prednjem dijelu tijela koji inervira predn;ji dio tijela i plasta, usne lapove, usta i prednji miSi¢

zatvarac. Viscero-parijetalni ganglij koji je konektivom spojen za cerebro-pleuralni inervira Skrge,



sifone i straznji dio plasta, te straznji miSi¢ zatvarac¢. Pedalni ganglij inervira stopalo, a konektivom

je spojen za cerebro-pleuralni ganglij (Morton, 1993).

utrobna ¥reea

stopalo p=rs

Bisusne niti

Slika 2. Prikaz anatomske grade Skoljkasa D. polymorpha (preuzeto i prilagodeno prema:
http://prairiewaters.ca/data/documents/PWWG-AIS-Maclsaac-Sask1.pdf).

Vrsta ima trepetljikave parne Skrge koje se pruzaju cijelom duzinom plasStane Supljine
(Morton, 1969a, 1993; Claudi i Mackie, 1994). Trepetljike su zasluzne za izdvajanje hranjivih tvari

iz vode koja ulazi u plastanu Supljinu te za izmjenu plinova (Silverman i sur., 1996).

Zivotinja ima otvoren optjecajni sustav, srce je smjesteno na lednoj strani $koljkasa, u
perikardu. Srce je gradeno od dvije pretklijetke i jedne klijetke kroz koju prolazi straznji dio crijeva
(Morton, 1969a, 1993). Hemolimfa koja je bogata kisikom dolazi iz plasta i Skrga u pretklijetke i
klijetku, a zatim mrezom krvnih Zila odlazi dalje u tijelo gdje se izlijeva u hemolimfne sinuse u

kojima se vrsi izmjena hranjivih tvari, plinova i produkata metabolizma.

Vrsta D. polymorpha se hrani filtriranjem organskih i anorganskih tvari u stupcu vode, a
jedan $koljka$ profiltrira do litru vode dnevno. Hranu &ine jednostani¢ni organizmi, kao $to su
bakterije, modrozelene alge, zelene alge i protisti te fine Cestice detritusa (Nalepa i Schloesser,
1993; U.S. Geological Survay, 2008).


http://prairiewaters.ca/data/documents/PWWG-AIS-MacIsaac-Sask1.pdf

Usta se nalaze u prednjem dijelu tijela gdje zapocinje probavilo koje obuhvaéa jednjak,
zeludac, vrecicu za kristalni Stapic, prednje i straznje crijevo, te analni otvor (Morton, 1969a,
1993). Zeludac se sastoji od Zelu¢ane vreée koja je tiflozolisom podijeljena u dva dijela. Mije$aniju
sadrzaja zeluca pomaze kristalni Stapi¢ koji se nalazi u vrecici s lijeve strane srednjeg crijeva, a
njegovim otapanjem se oslobadaju probavni enzimi koji pospjeSuju ekstracelularnu probavu.
Probavljene tvari se prenose pomocu trepetljiki na Zelucu u probavnu Zlijezdu gdje se odvija
intracelularna probava. Neprobavljeni ostaci hranjivih tvari prenose se trepetljikama do srednjeg

i straznjeg crijeva gdje na kraju izlaze kroz analni otvor (Maclsaac i Rocha, 1995).

Suvidna voda iz organizma se izbacuje putem dva metanefridija koji su gradeni poput
cijevi U - oblika (Morton, 1969b). Filtriranjem hemolimfe kroz perikardijalnu Zlijezdu zapocinje
ekskrecija (Giamberini i Pihan, 1996). Primarna mokraca nastaje filtriranjem tekucine u perikardu
koja ulazi u proksimalni dio metanefridija, gdje se koncentrira i stvara sekundarnu mokracu.
Mokrac¢a se oslobada u suprabranijalni prostor kroz nefridiopor, a izbacuje se van tijela kroz

izlazni sifon.

Vrsta je razdvojenog spola, gonade su parne i smjestene u utrobnoj vreé¢i (Morton, 1969a).
Oocite su pri¢vrséene za epitel dok ne postanu zrele, a spermiji su rasporedeni s bi¢evima

usmjerenim prema lumenu folikula (Morton, 1993).

Zivotni vijek $koljkasa je &etiri do pet godina, a odrasla Zenka Dreissena polymorpha moze
proizvesti 30 000 do 40 000 jaja u svakom reproduktivnom ciklusu, a vise od milijun u jednoj
godini. Odrasle jedinke se pocinju razmnozavati u proljeCe, kada temperatura vode naraste na 12
°C. U stanistima gdje voda ostaje topla tijekom cijele godine mogu se reproducirati kontinuirano.
Zenke otpustaju jaja u vodu, muzjaci spermije, a oplodnja se dogada u vodi. Skoljkas$ je sposoban
za reprodukciju kada je dug od 8 do 9 mm, obi¢no nakon godinu dana rasta (Nalepa i Schloesser,
1993; U.S. Geological Survay, 2008).

1.1.3 STANISTE

Vrsta Zivi u mirnoj ili sporo tekuéoj slatkoj vodi gdje je jakim bisusnim pri€vrS¢ena za razne
podloge. Osim prirodnih, koje ukljuuju kamenje, stijene, korijenje biljaka i potopljena stabla vrsta
se moze pri¢vrstiti na plastiku, metal, staklo, ali i na druge zivotinje kao §to su Skoljkasi ili rakovi
(Slika 3) (Carlton, 1993). Brzina strujanja vode je bitan faktor koji utjeCe na pri¢vrséivanje zivotinje,
odnosno vrsta izbjegava naseljavati mjesta s velikom brzinom strujanja vode buduéi da bitno

utjeCe na sposobnost filtriranja.



Slika 3. Obrastaj vrste Unio pictorum s jedinkama vrste Dreissena polymorpha u akumulaciji HE Cakovec

(snimio: I. Lajtner).

1.1.4 EKOLOSKI CIMBENICI | ULOGA VRSTE U EKOSUSTAVU

Koncentracija kalcija ima izravan utjecaj na Sirenje vrste (Nalepa i Schloesser, 1993,
U.S. Geological Survay, 2008). Naime, ovi Skoljkadi ne mogu preZivjeti ako je koncentracija kalcija
niska jer je kalcij vazan sastavni dio Skoljke. Claudi i Mackie (1994) navode da je koli¢ina od 7 do
8 mg/l dovoljna za pozitivan rast Skoljke, koncentracija od 12 do 14 mg/l za reprodukciju te 3 mg/I

za prezivljavanje.

Vrsta ne moZe prezivjeti u vodi koja ima pH nizi od 6.8, a jedinke najbrze rastu kod pH
vrijednosti 7,4-8,4 (Nalepa i Schloesser, 1993; U.S. Geological Survay, 2008). Gornja granica
tolerancije je 9,3-9,6 (Bowman i Bailey, 1998).

Temperaturni raspon za rast i razmnozavanje razli¢it je izmedu populacija vrste D.
polymorpha. U Europi je temperaturni prag za rast od 11 do 12 °C (Walz, 1978), a za
razmnozavanije i razvoj li¢inki od 15 do 17 °C (Morton, 1969c; Stanczykowska, 1977).

Vrsta D. polymorpha moze podnijeti velike razlike u koli€ini otopljenog kisika u vodi, u
prirodnim staniStima naseljava podrucja sa saturacijom kisika preko 90 % (Zhadin, 1946), ali
moZze podnijeti i zasicenje kisika od 25 % (Karatayev i sur., 1998).



Li¢inke vrste D. polymorpha nemaju posebnu obranu od predatora. Dio su zooplanktona,
slobodno lebde u stupcu vode i njima se hrane vrste koje konzumiraju zooplankton, kao §to su
sitne ribe, veslonos&ci, zarnjaci i slatkovodne spuzve (Nalepa i Schloesser, 1993; U.S. Geological
Survay, 2008). Vecina riba ne moze se hraniti odraslim SkolijkaS§ima no nekoliko vrsta ima
specijalizirane zube i &eljusti koje su dovoljno jake da razbiju ljuske mekuSaca, te se ovim
SkoljkaSem hrani 38 ribljih vrsta, 27 vrsta u Europi i 14 vrsta u Sjevernoj Americi. U Europi su

najCesci predatori ribe iz porodice Cyprinidae (Martyniak i sur., 1987).

Ptice mocvarice su vazni predatori vrste D. polymorpha, pri E&emu se posebni istiCu patke
(Aythya fuligula, A. ferina, A. marila, A. affinis, Bucephala clangula) (Molloy i sur., 1997). Ukupno

36 vrsta vodenih ptica se hrane ovom vrstom.

Paraziti vrste D. polymorpha su najéesée metilji i trepetljikasi. Skoljkas inficiran metiljima
moze imati i do jedne tre¢ine manju suhu tezinu nego zdrava jedinka zbog oteZzanog disanja i
hranjenja uzrokovanog prisutnod¢éu sporocista u skrgama (Lajtner i sur., 2008), a dolazi i do

znatnog smanjenja tkiva gonada (Davids i Kraak, 1993, Lajtner i sur., 2008).

Vrsta D. polymorpha ima vaznu ulogu u slatkovodnim ekosustavima. Ako je dovoljno
brojna, moze filtrirati veliku koli€¢inu planktona u vodi, mijenjajuéi protok energije kroz hranidbeni
lanac. Energija iz fitoplanktona ide do dna, do Skoljkasa i zivotinja koje ih konzumiraju umjesto
slobodno plivajuéim ribama i zooplanktonu (Karatayev i sur. 1997; Bastviken i sur., 1998). Kroz
dulje vremensko razdoblje dolazi do smanjena brojnosti zooplanktona i riba, kao posljedica

kompeticije za fitoplankton (Roberts, 1990; Maclsaac, 1996).

Konzumiranjem fitoplanktona Skoljka$ ocisti vodu od zamucenja i omogucéava zrakama
sunCeve svjetlosti dublji prodor u vodu $to pogoduje razvoju algi i makrofita (Griffiths, 1993; Lowe
i Pillsbury, 1995). Ovi organizmi pruzaju hranu i skroviSta za ribe i beskraljeSnjake. Pojava vrste
D. polymorpha utje€e na smanjenje broja rije€nih rakova i autohtonih vrsta unioidnih Skoljkasa
(Mackie, 1991).

UnoSenje vrste D. polymorpha u nova podrudja stvorilo je velike ekonomske probleme u
mnogim dijelovima svijeta (Claudi i Mackie, 1994). Skoljka$ raste na svim vrstama umijetnih
struktura u vodi, ukljuCujuci cijevi za pitku vodu koje zaCepi intenzivnim rastom, te na trupovima

brodova i brodskim motorima, ribarskim mrezama i navigacijskim plutaama.



1.1.5 ZIVOTNI CIKLUS

Zivotni ciklus vrste se moze podijeliti u tri stadija: liginacki, juvenilni i adultni stadij (Slika
4) (Ackerman i sur., 1994; Claudi i Mackie, 1994). LiCinacki stadiji slobodno plivaju kao dio

planktona, a juvenilne i adultne jedinke su pri€vrs¢ene za podlogu.

Proces gametogeneze pocinje u jesen, a svoj maksimum u veli€ini oocite i spermiji
dosezZu u proljece (Pathy, 1994). Idealna temperatura za mrijest je 15-17 °C (Pathy, 1994; Claudi
i Mackie, 1994) i u vezi je s dostupnom koli€¢inom hranjivih tvari (Gist i sur., 1997; Wacker i Von,
2003). Glavni ¢imbenik koji dovodi do otpustanja gameta je temperatura iznad 12 °C, a
oslobadanje gameta vrste D. polymorpha moZe potaknuti i otpustanje gameta drugih vrsta
Skoljkasa (Nichols, 1996).

U Europi se proces mrijestenja vrste D. polymorpha odvija od kasnog prolje¢a do sredine
jeseni (Antheunisse, 1963; Van Gool, 1982; Baxter, 1983; Davis i Wilson, 1983).

LiCinacki dio ciklusa traje Cetiri tiedna (Morton, 1969c; Ackerman i sur., 1994). Prvi stadij
je trohofora koja zatim prelazi u stadij veliger li¢inke. Slijedeéi stadij je pediveliger li¢inka koja se
spusti na dno i prihvati bisusnim nitima za &vrstu podlogu. Nakon priévr§civanja zapocCinje
metamorfoza iz pediveliger u postveliger li¢inku koja je prijelazni stadij prema juvenilnim
jedinkama (Ackerman i sur., 1994). Juvenilna jedinka se zatim odvoji od podloge i trazi novu
lokaciju za prihvacanje bisusnim nitima, gdje trajno i ostaje (Ackerman i sur., 1994; Claudi i
Mackie, 1994). Juvenilna jedinka postaje adultna unutar prve godine Zivota. ProsjeCan zivotni
vijek vrste D. polymorpha u Europi je 4 do 5 godina, no moze zivjeti i do 7 godina (Stanczykowska,
1997), dok u Sjevernoj Americi zivi 1,5 do 2 godine (Mackie i sur., 1989).

Populacije odraslih Skoljkasa su najgusce u jezerima u litoralnoj i sublitoralnoj zoni na
dubini od 2 do 12 metara (Stanczykowska, 1977). U Stetinskom jezeru (Poljska) utvrdena je
gustoc¢a od 114 000 jedinki/m? (Wiktor, 1963). Na umjetno postavljenim betonskim podlogama u
akumulacijskom jezeru Dubrava, na dubini od 5 metara, zabiljeZzena je gusto¢a od 164 408
jedinki/m?, dok je na dubini od 10 metra gustoca iznosila 80 741 jedinki/m? (Erben i sur., 2000).
Populacija postize maksimum gusto¢e 5 godina od pojaviljivanja u nekom ekosustavu
(Stanczykowska, 1977; Mackie i Schloesser, 1996).
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Slika 4. Zivotni ciklus vrste D. polymorpha (preuzeto s: http://invasivemusselcollaborative.net/files/Gilroy-
and-Wright-2016.pdf).

1.1.6 GEOGRAFSKA RASPROSTRANJENOST

Paleozooloska istrazivanja pokazuju da se za vrijeme pliocena vrsta D. polymorpha
pojavljivala u centralnoj Europi i duz rijeke Volge. Nakon zadnjeg ledenog doba vrsta je nestala
iz veéeg dijela Europe, a zadrzala se samo na podrucju Azovskog i Crnog mora te Kaspijskog
jezera (Wiktor, 1963).

Plovidba i izgradnja kanala u 19. stoljieCcu omogudila je Sirenje ovog Skoljkasa prema
zapadu, gdje se raSirio u vecini europskih jezera i rijeka (Slika 5). U kasnom 20. stoljecu vrsta je
slu¢ajno prenesena u Sjevernu Ameriku putem balastnih voda velikih brodova, gdije je prvi put

zabiljezena 1985. godine u Velikim jezerima (Hebert i sur., 1989). Trenutno vrsta nastanjuje


http://invasivemusselcollaborative.net/files/Gilroy-and-Wright-2016.pdf
http://invasivemusselcollaborative.net/files/Gilroy-and-Wright-2016.pdf

podrucje Velikih jezera, rijeke Mississippi i Hudson i mnoge druge rijeke (Slika 6) (Nalepa i

Schloesser, 1993; Neumann i Jenner, 1992; U.S. Geological Survey, 2008).

Slika 5. Geografska rasprostranjenjost vrste D. polymorpha u Europi (preuzeto s: http://www.europe-

aliens.org/images/factsheetMaps/60 _drepol.jpg).

Slika 6. Geografska rasprostranjenost vrste D. polymorpha u Sj. Americi (preuzeto s:
http://www.earthwave.org/yahoo_site _admin/assets/images/2001USAzebramussel.283192626
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1.2 CILJEVI ISTRAZIVANJA

Vrsta D. polymorpha najagresivnija je invazivna vrsta u slatkovodnim stanistima, buduéi
da je jedini slatkovodni Skoljka$ koji se pri€vrséuje za Cvrstu podlogu u gustim populacijama, te
ima planktonski stadij slobodnoplivajuce veliger li¢inke. Nakon $to se unese na novo staniste,
populacija ove vrste brzo raste, a ukupna biomasa populacije moze biti do deset puta veéa od

svih ostalih alohtonih bentoskih beskraljeSnjaka (Karatayev i sur., 2002).

U Hrvatskoj se ova vrsta pocela Siriti uzvodno rijekom Dravom tijekom osamdesetih
godina proslog stolje¢a, a poetkom devedesetih je prvi put pronadena u akumulacijskom jezeru
hidroelektrane (HE) Dubrava (Miseti¢ i sur., 1991). U vrlo kratkom vremenu vrsta je uspostavila
guste populacije te svojom brojnod¢u postala dominatna u ekosustavu akumulacije (Erben i sur.,
2000; Lajtner, 2005).

Kako bi se istraZio reproduktivni ciklus ove vrste, tijekom 2000. godine provedeno je
uzorkovanje jezerske i rijene populacije. Jezerska populacija je uzorkovana u akumulaciji
Dubrava na dubini od 3 i 5 metara, a rije€na u starom koritu rijeke Drave, nizvodno od akumulacije
(Lajtner, 2005). Za potrebe ovog diplomskog rada analizirane su samo zenke uzorkovane od

ozujka do kolovoza u akumulaciji Dubrava na dubini od 3 metra.
Osnovni ciljevi ovog rada bili su:

1.) istraziti sezonske cikluse rasta oocita i njihovih jezgri;
2.) usporediti razvojne stadije gonada s ustanovljenim veli¢inama oocita;
3.) usporediti dobivene podatke s rezultatima prijasnjih istrazivanja u rijeci Dravi i

akumulacijama Dubrava i Cakovec.
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2. MATERIJAL | METODE
2.1 PODRUCJE ISTRAZIVANJA

Hidroelektrana Dubrava (Slika 7) smjeStena je na rijeci Dravi i posljednja je u nizu od tri
hidroelektrane izgradene na ovoj rijeci do usc¢a rijeke Mure. U odnosu na ostale dvije
hidroelektrane, brana HE Dubrava je najviSa, umjetno jezero najvece, a derivacijski kanal
najkraci. Pripremni su radovi zapocCeli 1984. godine, a poCetak rada HE Dubrava bio je u ozujku
1990. godine.

Vrsta D. polymorpha se u akumulacijskom jezeru HE Dubrava pojavila odmah nakon
zavrSetka gradnje, tocnije krajem osamdesetih i poCetkom devedesetih godina proslog stolje¢a
(Miseti¢ i sur., 1991). U kratkom vremenskom razdoblju ovi $koljkasi su u potpunosti prekrili sve
dijelove brane, postrojenja stojarnice i uzrokovali velike problem u protjecanju vode (Erben i sur.,
2000).
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Priles Podravska Novo Selo Mali Otok
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Slika 7. Hidroelektrana Dubrava na rijeci Dravi (preuzeto s: www.goodle.hr/maps). Mjesto uzorkovanja

oznaceno je crvenom toCkom.
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2.2 SKUPLJANJE UZORAKA

Uzorkovanje je obavljeno svakih 35 do 40 dana u vremenskom razdoblju od sije¢nja do
prosinca 2000. godine. Sakupljanje se odvijalo na podru¢ju akumulacijskog jezera HE Dubrava
na dubini od 3 m. Skoljkasi su preneseni u laboratorij Prirodoslovno-matemati¢kog fakulteta u

Zagrebu, u plasti¢nim posudama zajedno s jezerskom vodom.

2.3 IZRADA HISTOLOSKIH PREPARATA

U laboratoriju su Zivotinje drzane u dva protoCna akvarija, volumena 100 litara s
dekloriranom vodom. Skoljka$i su ostavljeni 24 sata u akvarijima i za to vrijeme nisu hranjeni. Za
analizu su odabrane jedinke Cija je duljina Skoljke (izmjerena pomi¢nim mjerilom s to¢noscu
mjerenja 0,1 mm) iznosila 2,55 do 2,65 mm. Nakon mjerenja Skoljkasi su stavljeni na led, te se
nakon jednog sata pod&elo s uzimanjem uzoraka tkiva za histolo$ku analizu. Skoljke su pazljivo
rastvorene kako bi se izolirala utrobna vreca koja sadrzava gonade, Zeludac, crijevo, probavnu i

bisusnu Zlijezdu, dio misi¢a aduktora i stopalo.

Izdvojeno tkivo fiksirano je tijekom 24 h u Bouinovom fiksativu. Nakon fiksacije tkivo je
uklopljeno u smjesu parafina i plastiéne mase, koji se koriste za prozimanje i uklapanje tkiva kod
izrade histoloskih preparata. Tako pripremljeni parafinski blokovi mogu stajati godinama prije no
Sto se krene s daljnjom obradom. Za potrebe ovog diplomskog rada analizirala sam Zenke

uzorkovane od ozujka do kolovoza 2000. godine.

Parafinske blokove s uzorcima tkiva rezala sam na rotacijskom mikrotomu (Reichert) na
debljinu 10 um. Rezove sam prenijela u vodenu kupelj kako bi se izravnali, a potom sam ih
nanijela na predmetno stakalce prethodno premazano glicerin bjelanjkom. Tako priredene

histoloSke preparate susila sam na sobnoj temperaturi.

OsuSene rezove koji sadrZe transverzalno izrezane presjeke tkiva bojala sam
kombinacijom histoloskih boja hemalaun-eozin (HE). Prije bojanja iz rezova treba ukloniti

paraplast postupkom deparafiniranja i rehidrirati rezove tkiva provlacedi ih kroz sljedeée otopine:
1.) ksilol I (15 min.)
2.) ksilol 11 (15 min.)
3.) 100 % etilni alkohol (5 min.)

4.) 96 % etilni alkohol (5 min.)
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5.) 80 % etilni alkohol (5 min.)
6.) 70 % etilni alkohol (5 min.)
7.) destilirana voda (2 x 5 min.)

Nakon deparafiniranja i rehidriranja slijedilo je bojanje rezova hemalaun-eozinom (Slika
8). Rezove sam najprije uronila u bazi¢nu boju hemalaun (Mayerova otopina), a zatim u kiselu
boju eozin. Hemalaun boji plavo-ljubi¢asto kisele strukture u stanici, a eozin boji crveno-ruZi¢asto

bazi¢ne strukture u stanici.
Priprema boje 0,1 %-tni eozin:

0,1 g boje u prahu otopi se u 100 ml 75 %-tnog alkohola. Doda se 2-3 kapi ledene octene
kiseline pri €¢emu boja fosforilira (pH oko 4,5). Ako ima taloga, boju je potrebno filtrirati.

Postupak bojanja HE:

1.) hemalaun (Mayerova otopina) (6-10 min.)

2.) tekuca voda (2 x 5 min), u drugoj vodi ostaviti i do 20 minuta jer tek u vodi tkivo

poprimi boju
3.) eozin (2-4 min.)

4.) destilirana voda (2 x 5 min.)

Kako bi se pripremili trajni histoloSki preparati potrebno je iz tkiva potpuno ukloniti vodu

postupkom dehidriranja i razbistriti uzorke uranjanjem u ksilol na sljedeci nacin:

1.) 70 % etilni alkohol (5 min.)
2.) 80 % etilni alkohol (5 min.)
3.) 96 % etilni alkohol (5 min.)
4.) 100 % etilni alkohol (5 min.)
5.) ksilol 11l (5 min.)

6.) ksilol IV (5 min.)

Na obojene histoloSke prereze tkiva na predmetnim stakalcima nakapala sam kanadski

balzam i potom poklopila pokrovnicom. Kanadski balzam je prirodna smola neutralnih sastojaka
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koja ne utjeCe na kemijski sastav tkiva niti na rezultate bojanja preparata. Tako pripremljeni

histoloSki preparati nakon jednodnevnog susSenja su trajni i spremni za mikroskopiranje.

Slika 8. Prikaz laboratorijske priprave preparata-dehidriranje kroz niz alkohola, bojanje hemalaun-eozinom

(snimila: R. Gracan).

2.4 MORFOMETRIJSKA ANALIZA PREPARATA

HistoloS8ka mjerenja izvela sam pomocu digitalne kamere AxioCam ERc 5s (Zeiss) i
programa Zen 2 Lite (verzija 2.0, Zeiss). Odabrala sam deset nasumi¢nih mjesta u jednom ili viSe
rezova po preparatu, koja su fotografirana navedenom digitalnom kamerom pod povecanjem
400x. Pomocu programa Zen 2 Lite izmjerila sam promjere svih vidljivih jezgara jajnih stanica na
odabranim vidnim poljima, te promjere Citavih jajnih stanica (koje su sadrzavale vidljivu jezgru)
(Slika 9).
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Slika 9. Prikaz mjerenja promjera oocite (a) i promjera jezgre oocite (b) za vrstu D. polymorpha.

2.5 ODREDIVANJE RAZVOJNIH STADIJA GONADA

Ukupno sam analizirala 25 jedinki te sam procijenila njihovo stanje gonada. Za procjenu
razvojnih stadija gonada odabrala sam kriterije prema Gist i sur. (1997) gdje je: 0 — stadij
mirovanja; 1 — gametogeneza; 2 — stadij pred mrijestenje; 3 — stadij poslije mrijeStenja (Tablica
1).
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Tablica 1. Kriteriji za odredivanje razvojnih stadija gonada 3koljkasa D. polymorpha (Gist i sur., 1997).

STADIJ

SIJEMENIK

JAINIK

0 mirovanje

Atrofirani i prazni tubuli; nekoliko
manjih  spermatogonija s malo

citoplazme na rubu tubula.

Atrofirani i prazni tubuli; nekoliko
oogonija (veéih od spermatogonija)
prisutno na rubu folikula zajedno s
folikularnim stanicama.

1 gametogeneza

Tubuli  ispunjeni nediferenciranim,
homogenim stanicama kruzno
rasporedenim od centra ili

vakuoliziranim.

Male (<40 um) oocite pri¢vr§éene za
stijenku tubula. Velike oocite (>40 ym)

nisu prisutne.

2 pred mrijeStenje

Spermatide, zdruzene u strukture
sliCne resicama, pruzaju se u lumen
tubula; spermatocite smjesStene na
rubu tubula; prisutne neke mejoticke

figure.

Velike (>40 ym), nepri¢vrd¢ene oocite u
lumenu tubula brojnije su od malih
oocita pri€vrs¢enih za stijenku tubula;

jezgra povecana.

3 poslije mrijestenja

Spermiji, s repi¢ima, pri€vrSceni u
resicama sli¢ne strukture i slobodni u
lumenu, resice odvojene od donjeg
zametnog sloja; nisu  prisutne

mejoticke figure.

Povecani tubuli sadrze mnogo malih
(<40 um) pri¢vrséenih oocita
(reduciranih ili ih nema na kraju
sezone); nekoliko velikih (>40 pm)

slobodnih oocita u lumenu tubula.

2.7 STATISTICKA OBRADA PODATAKA

Sve vrijednosti izmjerenih promjera prikazala sam kao prosjecnu vrijednost, standardnu

devijaciju (SD) te minimume i maksimume vrijednosti.

Tip raspodjele podataka testirala sam pomoc¢u Kolmogornov-Smirnov testa. S obzirom da

raspodjela podataka za mjerenja oocita i njihovih jezgri nije slijedili normalnu distribuciju podataka

(Kolmogornov-Smirnov test, p < 0,05) u tim sam analizama koristila neparametrijske testove.

Uz pomo¢ ANOVA testa i post hoc Bonferroni testa analizirala sam mjesecne razlike u

utvrdenim gonadnim stadijima analiziranih jedinki. Pomoc¢u Spearmanove korelacije analizirala
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sam odnos izmjerenih promjera oocita i promjera jezgre. Sezonske promjene u promjerima oocita
i promjerima jezgara oocita testirala sam pomoc¢u Kruskal-Wallis testa, a kada su promjene bile
statisticki znac¢ajne (p < 0,05), dodatno sam koristila post-hoc Mann-Whitney U test. Potencijalne
razlike izmedu promjera oocita i jezgri oocita te utvrdenih gonadnih stadija analizirala sam takoder
pomocu Kruskal-Wallis testa, a zatim i pomoéu Mann-Whitney U testa. Usporedbu izmjerenih
promjera oocita i promjera jezgri u odnosu na prosjecni mjesecni gonadni volumen analizirala

sam pomodéu Spearmanove korelacije.

Sve statistiCke analize radila sam u programu SPSS 17.0 za Windows (SPSS Inc., SAD),
a za grafiCku obradu podataka koristila sam program Microsoft Excel 2010 (Microsoft Corporation,
2010).
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3. REZULTATI
3.1 RAZVOJNI STADIJI GONADA

Analiza oocita napravljena je na histoloSkim preparatima 25 Zenki vrste D. polymorpha iz
hidroakumulacije Dubrava uzorkovanih u oZujku, travnju, lipnju, srpnju i kolovozu, u vrijeme

gametogeneze i mrijeStenja Skoljkasa.

Prema kriterijima iz literature (Tablica 1) utvrdena su Cetiri stadija - mirovanje,

gametogeneza, pred mrijeStenje i poslije mrijestenja. Postotni udio gonadnih stadija prikazan je

na Slici 13.
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Slika 13. Postotni udio gonadnih stadija analiziranih zenki D. polymorpha od ozZujka do kolovoza.

U ozujku je zabiljezena najaktivnija gametogeneza, pri Cemu su se sve analizirane jedinke
nalazile u tom stadiju (Slika 14). Zenke prikupljene u travnju i 60 % Zenki prikuplienih u lipnju se
nalazilo u stadiju pred mrijeStenje, kada su gonade zrele, a u tubulima jajnika uo€avaju se velike
nepri¢vrS¢ene oocite koje su brojnije od malih pri€vrS¢enih oocita (Slika 15). U srpnju su sve
analizirane jedinke bile u stadiju poslije mrijeStenja (Slika 16), dok su u kolovozu sve Zivotinje bile
u stadiju mirovanja (Slika 17). Gonadni stadiji odredeni su prema prevladavajuéim stadijima

utvrdenim na histoloskim preparatima, pri cemu je vidljivo da su, osim u lipnju, sve Zivotinje bile
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u istom gonadnom stadiju unutar jednoga mjeseca. Ipak, potrebno je naglasiti kako je unutar
travnja i srpnja primijeCen manji broj stanice koje su pokazivale znakove malo brzeg ili sporijeg
razvoja u odnosu na prevladavajuée stanice, $to je bilo vidljivo s obzirom na njihovu veli€inu.
Nadalje, u kolovozu je zabiliezen manji broj stanica koje su pokazivale znakove pocetka
gametogeneze. StatistiCki znacajne razlike u utvrdenim gonadnim stadijima izmedu uzorkovanih
mjeseci potvrdene su ANOVA testom (F = 18763, p < 0,001), a rezultati Bonferroni post hoc testa

pokazali su statisticki zna€ajne razlike izmedu svakog istrazivanog mjeseca (Tablica 2).

Tablica 2. Rezultati Bonferroni testa pokazuju razlike u udjelu gonadnih stadija prema mjesecima

uzorkovanja (* - statistiCki znacajna razlika, p < 0,05).

ozujak travanj lipanj srpanj
Razlika u Razlika u Razlika u Razlika u
srednjoj p srednjoj p srednjoj p srednjoj p
vrijednosti vrijednosti vrijednosti vrijednosti

travanj -1,00 <0,001*

lipanj -1,37 <0,001* -0,37 <0,001*
srpanj -2,00 <0,001* -1,00 <0,001* -0,63 <0,001*
kolovoz -3,00 <0,001* -2,00 <0,001* -1,63 <0,001* -1,00 <0,001*

3.2 HISTOMORFOMETRIJSKA ANALIZA JAINIKA

Histomorfometrijska analiza provedena je na ukupno 5190 oocita i isto toliko njihovih jezgi.
Oaocite svih jedinki uzorkovanih u ozujku bile su manje od 40 um, oocite su pric¢vrs¢ene za stijenku
tubula, a velike oocite (>40 um) nisu prisutne (Slika 14). U travnju zapocinje proces mrijeStenja
koji se nastavlja tijekom lipnja i srpnja. Ovaj proces karakteriziran je velikim (>40 um),
nepriévrSéenim oocitama u lumenu tubula koje su brojnije od malih oocita pri€¢vrS¢enih za stijenku
tubula, a jezgra je povecana (Slike 15 i 16). U kolovozu Skoljkas ulazi u stadij mirovanja koiji
karakteriziraju atrofirani i prazni tubuli bez prisustva oocita (Slika 17), a kod jednog dijela Zenki

ve¢ pocinje proces nove gametogeneze.
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Slika 15. Razvojni stadiji gonada Zenki vrste D. polymorpha. Gonadni stadij 2 — prije mrijeStenja; travan,.
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Slika 16. Razvojni stadiji gonada zenki vrste D. polymorpha. Gonadni stadij 3 - stadij nakon mrijestenja;

srpanj.

Slika 17. Razvojni stadiji gonada Zenki vrste D. polymorpha. Gonadni stadij O - stadij mirovanja; kolovoz.
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Spearmanova neparametrijska korelacija je pokazala da postoji statistiCki znacajan
pozitivan trend izmedu rasta promjera oocita i rasta promjera jezgri oocita (rs= 0,997, p < 0,01, N
=5190; Slika 18).
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Slika 18. Grafi¢ki prikaz odnosa promjera oocita (um) i promjera jezgri oocita (um) za vrstu D. polymorpha.
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Slika 19. Grafi¢ki prikaz kretanja prosjeénog promjera oocita (um) sa standardnom devijacijom, prema

mjesecima uzorkovanja za vrstu D. polymorpha.

Izmjerene vrijednosti promjera oocita i promjera jezgri oocita razlikovale su se izmedu

mjeseci uzorkovanja. Dok su prosjeCne vrijednosti promjera oocita u kolovozu iznosile samo
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10,34 um, najvece prosjecne vrijednosti promjera oocita su zabiljezene u lipnju i iznosile su 35,32
Mm (Slika 19). Najvec¢a izmjerena vrijednost promjera oocita 60,32 um, i promjera jezgre 45,86

Mm, zabiljezena je kod zenke uzorkovane u travnju.
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Slika 20. Grafi¢ki prikaz odnosa prosje¢nog promjera jezgre oocita (um) sa standardnom devijacijom (SD)

prema mjesecima uzorkovanja za vrstu D. polymorpha.

Najvece vrijednosti promjera jezgri oocita zabiljeZzene su u lipnju i iznosile su 23,02 ym, a
najmanje vrijednosti promjera jezgri oocita su zabiljeZzene u kolovozu i iznosile su 6,62 pm (Slika
20).

Tablica 4. Rezultati Mann-Whitney U testa analiziraju razlike u promjeru oocita prema mjesecima
uzorkovanja vrste D. polymorpha (* - statistiCki zna¢ajna razlika, p < 0,05). U i p su vrijednosti
Mann-Whitney U testa.
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Kruskal-Wallis test je pokazao da postoje statistiCki znac¢ajne razlike u promjeru oocita

izmedu istrazivanih mjeseci (H = 2679,3, p < 0,001, DF = 4), te da postoje razlike u promjeru

travan;j lipanj srpan;j kolovoz
u p u p u p u p
ozujak 211371  p<0,05* 161554  p<0,05* 516616 p<0,05* 34469  p<0,05*
travanj 793439  p<0,05* 241735 p<0,05* 17454  p<0,05*
lipanj 182461 p<0,05* 11133  p<0,05*
srpanj 72385 p<0,05*

jezgri oocita izmedu istrazivanih mjeseci (H = 2420,1, p < 0,001, DF = 4). Rezultati Mann-Whitney

U testa s usporedbom izmjerenih promjera oocita izmedu istraZivanih mjeseci prikazani su u

Tablici 4, dok Tablica 5 prikazuje usporedbu izmjerenih promjera jezgri oocita izmedu istrazivanih

mjeseci.

Tablica 5. Rezultati Mann-Whitney U testa analiziraju razlike u promjeru jezgri oocita prema mjesecima

uzorkovanja vrste D. polymorpha (* - statistiCki zna¢ajna razlika, p < 0,05). U i p su vrijednosti

Mann-Whitney U testa.

travanj lipanj srpanj kolovoz
U p U p U p U p
ozujak 231861 p<0,05* 155461  p<0,05* 463608 p<0,05* 46038 p<0,05*
travanj 766143 p>0,05 278150 p<0,05* 35935 p<0,05*
lipanj 203235 p<0,05* 16749 p<0,05*
srpanj 99848 p<0,05*

Takoder je ustanovljeno da se promjeri mjerenih oocita statisticki znacajno razlikuju s

obzirom na ustanovljene gonadne stadije (Kruskal-Wallis H = 2247,6, p < 0,001, DF = 4).

Sukladno tome, promjeri izmjerenih jezgri oocita pokazali su statistiCki znacCajne razlike izmedu
utvrdenih gonadnih stadija (Kruskal-Wallis H = 2132,2, p < 0,001, DF = 4). Najveée oocite
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ustanovljene su pri gonadnom stadiju 2, pred mrijeStenje (srednja vrijednost: 34,94 + 12,48 um),

a najmanje u stadiju mirovanja (srednja vrijednost: 10,34 £ 2,82 um; Slika 21).
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Slika 21. Grafi¢ki prikaz srednje vrijednosti promjera oocita sa standardnom devijacijom (SD) za gonadne
stadije (0 — stadij mirovanja; 1 — gametogeneza; 2 — stadij pred mrijestenje; 3 — stadij poslije

mrijeStenja) vrste D. polymorpha.

Sli¢an trend pokazale su i vrijednosti promjera jezgri oocita, pri ¢emu su najvece jezgre
ustanovljene pri gonadnom stadiju 2, pred mrijeStenje (srednja vrijednost: 22,71 £ 9,12 um), a

najmanje u stadiju mirovanja (srednja vrijednost: 6,61 + 1,78 pm; Slika 22).
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Slika 22. Grafi¢ki prikaz srednje vrijednosti promjera jezgri oocita sa standardnom devijacijom (SD) za
gonadne stadije stadije (0 — stadij mirovanja; 1 — gametogeneza; 2 — stadij pred mrijeStenje; 3 —

stadij poslije mrijeStenja) vrste D. polymorpha.

Rezultati Man-Whitney U testa koji statistiCki analiziraju razlike izmedu vrijednosti
promjera oocita i razli€itih gonadnih stadija (0 — stadij mirovanja; 1 — gametogeneza; 2 — stadij
pred mrijestenje; 3 — stadij poslije mrijeStenja) prikazani su u Tablici 6. Rezultati Man-Whitney U
testa koji statisticki analiziraju razlike izmedu vrijednosti promjera jezgri oocita i razlicitih gonadnih

stadija prikazani su u Tablici 7.

Tablica 6. Rezultati Mann-Whitney U testa analiziraju razlike u promjeru oocita prema gonadnim stadijima
(0 — stadij mirovanja; 1 — gametogeneza,; 2 — stadij pred mrijestenje; 3 — stadij poslije mrijestenja)
vrste D. polymorpha (* - statisti¢ki znacCajna razlika, p < 0,05). U i p su vrijednosti Mann-Whitney

U testa.
0 1 2
U p U P U p
1 35491 <0,001*
2 22829 <0,001* 293163 <0,001*
3 79003 <0,001* 593941 <0,001* 785544 <0,001*
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Tablica 7. Rezultati Mann-Whitney U testa analiziraju razlike u promjeru jezgri oocita prema gonadnim
stadijima (0 — stadij mirovanja; 1 — gametogeneza; 2 — stadij pred mrijestenje; 3 — stadij poslije
mrijesStenja) vrste D. polymorpha (* - statisti¢ki znac¢ajna razlika, p < 0,05). U i p su vrijednosti

Mann-Whitney U testa.

0 1 2
U p U p U p
1 47970 <0,001*
2 45221 <0,001* 323783  <0,001*
3 110603 <0,001* 542345  <0,001* 834835 <0,001*

3.3. USPOREDBA GONADNOG VOLUMENA | VELICINE OOCITA

Podaci za gonadni volumen preuzeti su od ErSek (2011). Usporedba izmjerenih promjera
oocita u odnosu na izmjerene prosje¢ne mjesecne gonadne volumene pokazala je znacajnu
pozitivhu korelaciju (rs = 0,651, p < 0,05). Sli¢an rezultat dobiven je i usporedbom izmjerenih
promjera jezgri oocita u odnosu na izmjerene prosje¢ne mjesecne gonadne volumene (rs = 0,621,

p < 0,05). Rezultati ovoga odnosa prikazani su na Slikama 23 i 24.
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Slika 23. Usporedba prosje¢nih gonadnih volumena i prosje¢nih promjera oocita za vrstu D. polymorpha.
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Slika 24. Usporedba prosjecnih gonadnih volumena i prosjeénih promjera jegri oocita za vrstu D.
polymorpha.
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4. RASPRAVA

Poznato je da se mekusci mogu razmnozavati na dva nacina. Jedan od njih je godi$niji
reproduktivni ciklus koji je karakteriziran mrijeStenjem koje se obi¢no odvija u proljetnim
mjesecima, dok je za drugi zna€ajno da se zivotinje mrijeste tijekom cijelom godine (Mackie,
1984). Prema literaturnim navodima, vrsta D. polymorpha pripada u prvu skupinu, odnosno ima
jednogodidnji reproduktivni ciklus (Heard i Gucket, 1970; Walz, 1978; Borcherding, 1991,
Neumann i sur., 1993). Znacajka takvog ciklusa je da se gametogeneza odvija tijekom zime i
ranog prolje¢a, a mrijeS¢enje pocinje u kasno proljeée i ljeto to sam potvrdila istraZivanjima

reproduktivnog ciklusa ove vrste u akumulaciji Dubrava.

Za opis razvojnih stadija gonada odabrala sam Kklasifikaciju prema Gist i sur. (1997), a
detaljno je objadnjena u poglavlju Materijali i metode (Tablica 1). Analizirala sam histoloSke
preparate 25 zenki uzorkovanih u akumulaciji Dubrava na dubini od tri metra, u ozujku, travnju,

lipnju, srpnju i kolovozu 2000. godine.

Rezultati mog istrazivanja su pokazali da su sve Zenke u oZujku bile u stadiju
gametogeneze. Tijekom prolje¢a je slijedio daljnji razvoj gonada, a u travnju zapodinje proces
mrijeStenja koji se nastavlja tijekom lipnja i srpnja. Analiza koju sam provela na zenkama
uzorkovanim u kolovozu pokazala je da Skoljkasi ulaze u stadij mirovanja, no kod nekih zenki je
u jednom dijelu jajnika uo¢ena nova gametogeneza. Do sli¢nih rezultata je doSla Lajtner (2005).
Naime, jednogodiSnja istrazivanja koja je autorica provela tijekom 2000. godine u akumulaciji
Dubrava (na dubini od pet metara) i u starom koritu rijeke Drave, pokazala su da gametogeneza
pocinje u jesen i nastavlja se tijekom zime no do poletka gametogeneze, kod manjeg broja
Skoljkasa, dolazi ve¢ u kolovozu. Do samog procesa mrijeStenja u akumulaciji Dubrava doslo je
u travnju, dok je u rijeci Dravi proces mrijestenja zapo&eo nesto kasnije, u svibnju. Skoljkase u
stadiju mirovanja autorica je u akumulaciji Dubrava zabiljezila ve¢ u srpnju, a navedeni stadij je
kod nekih Skoljkasa trajao sve do sije€nja. Najveci broj Skoljkasa u stadiju mirovanja, na obje

postaje, Lajtner (2005) je uocila u listopadu.

| drugi autori koji su istrazivali reproduktivni ciklus ove vrste doSli su do sli¢nih zaklju¢aka.
Gist i sur. (1997) navode kako jedinke iz jezera Erie i rijeke Ohio ulaze u stadij mirovanja tijekom
rujna ili listopada, a Borcherding (1991) navodi da pocetak stadija mirovanja zapoc€inje kod jedinki
u kolovozu i traje do listopada. Stadij mirovanja gonada prisutan je i kod drugih Skoljkasa, npr.
vrste Mytilus edulis (Chipperfield 1953) i Ostrea edulis (Loosanoff, 1962). Heard i Guckert (1970)
naglasavaju da reproduktivha sezona vrste D. polymorpha zavrSava u listopadu, ali odmah

zapocinje nova. Rani razvoj gameta usko se poklapa sa zavrSetkom prethodne sezone mrijesta,
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pa tubuli sadrze i gamete ostale od prethodnog ciklusa, kao i one razvijene na pocetku nove
sezone. Borcherding (1991) navodi da se gametogeneza odvija tijekom zimskih mjeseci, a

Skoljkase u stadiju kasne gametogeneze nalazi u proljetnim mjesecima.

Poznato je da su glavni ekoloski ¢imbenici koji utjeCu na poc€etak mrijestenja vrste D.
polymorpha dovoljna koli€ina hrane i temperatura vode iznad 12 °C (Borcherding, 1991; Haag i
Garton, 1992), a vrhunac mrijeStenja se odvija kod temperature vode od 15 do 17 °C (Pathy,
1994; Claudi i Mackie, 1994). U ranije navedenom istraZivanju Lajtner (2005) navodi da je u
travnju 2000. godine temperatura vode u akumulacijskom jezeru Dubrava presla 12 °C, a

vrijednosti klorofila a su bile na najviSoj razini, Sto objasnjava i moje rezultate.

Istrazivanje reproduktivnog ciklusa vrste D. polymorpha u akumulaciji Cakovec, izgradenoj
takoder na rijeci Dravi, provela je Peni¢ (2010). Autorica je analizirala razvoj gonada jedinki
uzorkovanih od svibnja do listopada 2006. godine. Za razliku od mojih rezultata, autorica je
utvrdila da je do mrijestenja doslo u lipnju i poetkom srpnja, $to je potvrdeno porastom broja
jedinki koje su bile u stadiju poslije mrijeStenja. Stadij mirovanja gonada uocila je kod manjeg
broja Zenki ve¢ u kolovozu. Proces nove gametogeneze poceo je u rujnu i nastavio se tijekom
listopada. Kasnije mrijeStenje koje je utvrdeno u ovom istrazivanju, u odnosu na moje rezultate,
mogu objasniti losijim vremenskim prilika i niskim vrijednosti temperature vode koje su zabiljezene

te godine u proljetnim mjesecima (Erben i sur., 2007).

Sazrijevanje gonada kontroliraju i neki unutarnji ¢imbenici, koji uklju€uju neurotransmiter
serotonin koji je pronaden u ganglijima i gonadama Skoljkasa (Ram i sur., 1992). Direktno
apliciranje ovog hormona u Skoljkase potiCe sazrijevanje gonada i mrijeStenje (Fong i sur., 1994).
Rezultati istraZzivanja su pokazali da ovaj hormon ne djeluje jednako na muzjake i na zenke. Za
razliku od muzjaka kod kojih je primjena serotonina dovodi do sazrijevanja i mrijeStenja jedinki,
kod Zenki ovaj hormon uzrokuje izbacivanje nezrelih jaja (Ram i sur., 1993). Buduéi da je D.
polymorpha invazivna vrsta koja uzrokuje velike ekonomske Stete (Claudi i Mackie, 1994) upravo
ovo svojstvo ima primjenu u kontroli populacija ovog Skoljkasa. Ram i sur. (1993) navode da
osteéenja ziv€anog sustava mogu potpuno zaustaviti ili odgoditi mrijeStenje, a isto vrijedi i za

teSke metale i organska zagadivala (Mantecca i sur., 2003).

Buduci da su gonade Skoljkasa smjeStene u utrobnoj vreci u blizini probavne Zlijezde,
nemoguce ih je izvaditi i kvantificirati na taj nacin. Stoga je u ovom diplomskom radu primjenjena
metoda po Borcherdingu (1990,1991). Primjenom racunalnog programa Zen 2 Lite analizirala
sam 10 histolokih snimaka po Zivotinji, na kojima sam izmjerila ukupno 5190 oocita i isto toliko

njihovih jezgri. Izmjerene vrijednosti promjera oocita i promjera jezgri oocita razlikovale su se po
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mjesecima uzorkovanja. U ozujku, za koji je zna€ajno da su sve jedinke bile u stadiju
gametogeneze, izmjerene oocite bile su manje od 40 ym dok velike oocite nisu pronadene. U
travnju su zabiljezene zrele oocite, veée od 40 um, koje su se nalazile u lumenu tubula i bile su
brojnije od malih oocita pri€vrséenih za stijenku tubula. U lipnju je zabiljezena najveéa prosje¢na
vrijednost promjera oocita koja je iznosila 35,32 ym. Ova vrijednost proizlazi iz toga $to su se
jedinke nalazile u stadijima prije i poslije mrijeStenja koji su karakterizirani velikim oocitama.
Najmanja prosjecna vrijednost promjera oocita, 10,34 um, utvrdena je u kolovozu kad su se

jedinke nalazile u stadiju mirovanja, a u nekima od njih je poeo proces nove gameteneze.

U vecini znanstvenih istrazivanja o reproduktivhom ciklusu D. polymorpha sazrijevanje
gonada se takoder pratilo mjerenjem veli€ine oocita i njihovih jezgri (Antheunisse, 1963; Breitig,
1965; Borcherding, 1991; Haag i Garton, 1992; Dorgelo i Kraak, 1993). Antheunisse (1963)
navodi da su vrijednosti zrelih oocita i njihovih jezgri u rasponu 60-90 um, odnosno 35-55 pm.
Moiji rezultati su pokazali da je najveca izmjerena vrijednost promjera oocita 60,32 um, i promjera
jezgre 45,86 um, zabiljeZzena u mjesecu travnju, a razlike u vrijednostima u odnosu na
Antheunisse (1963) mogu se objasniti drugacijim tehikama mjerenja primjenjenim u ova dva

istrazivanja.

Izmjerene vrijednosti oocita i njihovih jezgri usporedila sam s vrijednostima gonadnog
volumena koji je u istoj populaciji izmjerila ErSek (2011). Utvrdila sam da je veli¢ina oocita i
njihovih jezgri proporcionalna vrijednosti gonadnog volumena. NajviSe vrijednosti gonadnog
volumena kao i promjera oocita i njihovih jezgri zabiljezila sam u travnju kad su sve Zenke bile u
stadiju pred mrijeStenje. Nakon mrijeStenja gonadni volumen pada $to se posebno isti¢e u srpnju
kad se vecina jedinki izmrijestila, te u kolovozu kad se jedinke nalaze u stadiju mirovanja. Do istih

zaklju¢aka u svom je radu dosla Lajtner (2005).

Borcherding (1992) navodi da broj oocita tijekom godine varira od 310 000 do 1 610 000,
sa srednjom vrijednosti od 900 000 za Zenku duljine 8koljke od 24 mm. Na temelju viSegodiSnjih
istraZivanja, autor je zaklju€io da broj oocita jako varira od godine do godine, ali i izmedu razli€itih
postaja u istoj godini. Nesto nize vrijednosti u svom je radu zabiljezila Lajtner (2005). Kod zenke
uzorkovane u rijeci Dravi u travnju 2000. godine (duljine Skoljke 25,9 mm) izmjerila je vrijednost
od 801 977 oocita, a u istom je mjesecu izmjerila i prosjecno najvide oocita, 688 964. U kolovozu,
kad se najveci dio Skoljkasa ve¢ izmrijestio, utvrdila je najmanje oocita, 35 624. Ranija istrazivanja
(Stanczykowska,1977) su pokazivala da je broj gameta koje godisnje stvara jedna Zzenka znatno
manji, od 30 000 do 40 000, medutim metode koje su koriStene u tim istrazivanjima nisu bile

prikladne, pa su i rezultati neusporedivi.
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Oslobadanje gameta je najeSce vrlo sinhroniziran proces koji se odvija kroz jedan do dva
tiedna (Nichols, 1996). Walz (1978) navodi da se D. polymorpha moze mrijestiti vise puta u
sezoni. Prema Borcherding (1991) tri su moguca objasnjenja ovog procesa. Prvo, sve oocite se
istovremeno razvijaju i sazrijevaju no samo mrijestenje se odvija u nekoliko odvojenih procesa.
Drugo, oocite se ne razvijaju i ne sazrijevaju sve zajedno nego u nakupinama (kohortama) i tako
se i mrijeste. Trece, sve ocite se pocinju istovremeno razvijati, a onda samo sukcesivne kohorte
sazrijevaju i mrijeste se. Rezultati mog istrazivanja upucuju na to da se kod vrste D. polymorpha
u akumulaciji Dubrava najvjerojatnije radi o treCoj mogucnosti. Naime, histoloSka analiza jajnika
je pokazala da su u pojedinim dijelovima jajnika bile prisutne oocite u stadiju razvoja dok su se u
drugom dijelu vec¢ izmrijestile. Do istih je zaklju¢aka doSla i Lajtner (2005). Preklapanje procesa
sazrijevanja i samog mrijeStenja uocio je i Borcherding (1991) &to je objasnio time $to u nekim
dijelovima gonade oocite sazrijevaju kasnije. Isti autor navodi da je to prvi put da je takav fenomen
uoCen kod vrste s izrazito velikim brojem oocita. Sli¢ni rezultati poznati su i kod vrsta Modiolus
modiolus (Brown, 1984) i Tapes rhomboides (Morvan i Ansell, 1988). ViSegodiSnja istraZivanja
(Antheunisse, 1963; Nichols, 1991) kao i jednogodi$nje studije (Garton i Haag, 1993) su pokazale
da Skoljkasi mogu nositi zrele gamete kroz dulje vremensko razdoblje sve dok se ne steknu

povoljni uvjeti za njihovo mrijestenje.
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5. ZAKLJUCCI

1. U ozujku su sve proucavane jedinke u stadiju gametogeneze, a karakteristicne su male
(<40 pm) oocite pricvrScene za stijenku tubula. U travnju zapocinje proces mrijesta i
nastavlja se tijekom lipnja i srpnja, prisutne su velike (>40 pm), nepriévrs¢ene oocite u
lumenu tubula koje su brojnije od malih oocita pri¢vréenih za stijenku tubula, a jezgra je
povecana. U kolovozu Skoljkasi ulaze u stadij mirovanja koji karakteriziraju atrofirani i

prazni tubuli, a kod nekih jedinki poc€inje proces nove gametogeneze.

2. Ukupno je izmjereno 5190 oocita i isto toliko njihovih jezgri. Promjeri izmjerenih oocita i
jezgri oocita razlikovali su se obzirom na gonadne stadije. Najvece prosjecne vrijednosti
promjera oocita i njihovih jezgri ustanovljene su u gonadnom stadiju pred mrijestenje,
odnosno u lipnju (35,32 um; 23,02 uym), dok su najmanje prosjecne vrijednosti utvrdene

kod zenki u stadiju mirovanja, u mjesecu kolovozu (10,34 uym; 6,62 um).

3. Testiranjem sezonske dinamike utvrdenih gonadnih stadija u istrazivanih Zenki, utvrdena
je statisti¢ki znacajna razlika (ANOVA, p < 0,05) izmedu mjeseci uzorkovanja, pri ¢emu

postoje razlike izmedu svih analiziranih mjeseci.

4. Spearmanova neparametrijska korelacija je pokazala da postoji statistiCki znacajan
pozitivan trend izmedu rasta promjera oocita i rasta promjera jezgri oocita Sto ukazuje na

sinkroniziranost procesa njihovog razvoja odnosno sazrijevanja.

5. Kruskal-Wallis test je pokazao da postoje statistiCki zna¢ajne razlike u promjeru oocita i
njihovih jezgri kako izmedu istrazivanih mjeseci tako i s obzirom na ustanovljene gonadne
stadije. Usporedba izmjerenih promjera oocita i njihovih jezgri u odnosu na izmjerene

prosjeéne mjesecne gonadne volumene pokazala je zna¢ajnu pozitivhu korelaciju.

6. Utvrdene reproduktivne znalajke ove vrste ne razlikuju se znacajno od dosadas$nijih
istrazivanja u rijeci Dravi i akumulaciji Dubrava, dok se manje razlike u odnosu na
akumulaciju Cakovec mogu objasniti okolinim &imbenicima, prvenstveno temperaturom

vode.
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