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1. UvoD

1.1 Osnovne karakteristike koralja

Koralji (lat. Anthozoa) su najbrojniji razred u koljenu Zarnjaka (lat. Cnidaria), imaju samo
polipoidnu generaciju (bez generacije meduza), nemaju izgradene organske sustave i nastanjuju
samo morska staniSta. Mogu Zivjeti pojedinaéno ili u zadrugama. Koralji su radijalno simetricni
te im je takav i raspored unutarnjih struktura. MoZemo ih podijeliti u dva reda: Hexacorallia i
Octocorallia. Hexacorallia je red koralja koji imaju broj septi, mezentera i lovki jednak ili
visekratnik broja 6, dok u red Octocorallia spadaju koralji ¢iji je je broj mezentera, septi i lovki
jednak broju 8. Red Scleractinia (hrv. kameni koralji), koji spadaju u razred Hexacorallia,
obuhvaca oko 3600 vrsta koralja koji mogu biti solitarni ili zadruzni, a glavna im je zajednicka
znacajka vapnenacki egzoskelet. Neki od rasirenih solitarnih kamenih koralja koje moZzemo nadi
u Jadranskom moru su vrste Leptopsammia pruvoti Lacaze-Duthiers, 1897, Caryophyllia
(Caryophyllia) inornata (Duncan, 1878) i Balanophyllia (Balanophyllia) europaea (Risso, 1827), a

zadruzni Cladocora caespitosa (Linnaeus, 1767) (Habdija i sur. 2011).

1.2 Staniste i vanjski izgled busenastog kamenog koralja Cladocora caespitosa

Cladocora caespitosa (Slika 1.) je busenasti kameni koralj, endemska vrsta u Sredozemnom

moru, te je najrasprostranjeniji zadruzni kameni koralj u Jadranskom moru (Kruzi¢ 2005).

Nastanjuje stanista razli¢itih karakteristika: pomi¢nog i ¢vrstog dna, raspona dubine od 5 do 40
metara, u mirnim podrucjima kao i podrucjima s izrazenim morskim strujama (Kruzi¢ i Benkovi¢
2008). Takoder moze Zivjeti na podrucjima gdje nema strujanja okolne vode kao i na mjestima
gdje je strujanje vode jako izrazeno (Kruzi¢ 2005). U slu¢aju prevelike sedimentacije ova vrsta

koralja moZze odistiti usnu plo¢u Sto im omogucava Zivot na mekoj podlozi (Kruzi¢ 2005).

Vrsta moze graditi velike kolonijalne grebene ili manje kolonije (Casado de Amezua i sur. 2015).
Najveci greben kamenog koralja C. caespitosa u Sredozemnom moru se nalazi u Velikom jezeru
na otoku Mljetu (Slika 1a.; Kruzi¢ i PoZzar-Domac 2003). Busen kamenog koralja je sastavljen od

manjeg ili ve¢eg broja medusobno odvojenih polipa (Slika 1b; Rodolfo-Metalpa i sur. 2005).



Polip ima cjevasto tijelo na ¢ijem vrhu nalazimo usta. Oko usta se nalaze lovke kojima

organizam hvata plijen (Kruzi¢ i Benkovi¢ 2008).

Zbog simbiontskih dinoflagelata iz roda Symbiodinium polipi su svijetlo zelene do smede boje, a

ako simbionti nisu prisutni, onda je boja lovki i polipa prozirna.

Slika 1. Koraljni greben (a) busenastog kamenog koralja Cladocora caespitosa u NP Mljet (foto:

P. Kruzié) i (b) pojedinacna kuglasta kolonija s vidljivim polipima (foto: P. Ankon)

1.3 Unutarnja grada busenastog kamenog koralja

Koralji su diploblasti¢ni organizmi karakteristicne tkivne organizacije s dva epitelna monosloja
(epiderme i gastroderme) izmedu kojih se nalazi mezogleja kao homogeni vezivni sloj.
Epiderma ektodermalnog podrijetla je jednoslojna, te je sastavljena od epitelno-misiénih ,
zarnih i intersticijalnih stanica. Mezogleja je Zelatinasta struktura koja se vedinski sastoji od
vode, ali sadrZi i druge tvari kao Sto su protein poput kolagena i heparina. Ona sluzi kao
unutarnji kostur koji podupire tijelo koralja. Od stanica, u mezogleji dolaze fibroblasti koji
proizvode kolagen i osnovnu tvar te amebociti koji imaju ulogu u imunosnom sustavu.
Gastroderma endodermalnog podrijetla obuhvaéa gastrovaskularnu Supljinu obloZenu
gastrodermalno-misi¢nim stanicama koje sudjeluju u prehrani koralja. Povrsinska stijenka tijela
(Slika 2.) tvori vanjsku barijeru organizma i zaduZena je za proizvodnju zastitnog mukoznog sloja

koji se nalazi na povrsini kolonija.
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Slika 2. Prikaz povrsinske stijenke tijela koralja (Preuzeto i prilagodeno iz: Coral Disease &

Health Consortium 2023).

Bazalna stijenka tijela (Slika 3.) ima slicnu gradu kao i povrsinska stijenka tijela (mezogleja i

gastroderm su histoloski i funkcionalno isti), jedino $to je djelomi¢no izmijenjeno je vanjski

epitel, umjesto epiderme, ovdje se naziva kalikoderma i zaduZen je za formiranje skeleta

koralja. U kalikodermi se nalaze i dezmociti, stanice koje se pruZzaju do mezogleje i svojim

vlaknima ucvrséuju polip za skelet (Coral Disease & Health Consortium 2023).
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Slika 3. Prikaz bazalne stijenke tijela koralja (Preuzeto i prilagodeno od: Coral Disease & Health

Consortium 2023).

Gastrovaskularna Supljina je pregradama (septama) uzduzno podijeljena u odjeljke (gastralne
dZepove). Pregrade izgraduju gastrodermalne duplikature izmedu cega se nalazi tanki sloj
mezogleje. Pregrade mogu biti potpune i nepotpune. Potpune pregrade su srastene sa
Zdrijelom, a kod nepotpunih unutarnji rubovi su slobodni u gastrovaskularnoj Supljini. Mogu
postojati do tri reda pregrada gdje one starije dobivaju manji broj, Sto znaci da su pregrade
prvog reda starije od onih drugog reda, a pregrade drugog reda starije od onih tre¢eg reda

(Kruzi¢ 2005).

Vanjski skelet koralja je izgraden od vapnenca u kristalnoj modifikaciji aragonita te ga ludi
epiderma (kalikoderma). Skelet svakog pojedinac¢nog polipa zove se koralit. On je izgraden od
cilindriéne tvorbe teke koju izluCuje epiderma podnozne ploce, od zrakasto rasporedenih septa

koje nazivamo kostama te od stoZaste kolumele koju izluCuje epiderma, a nalazi se u sredistu
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osnovne ploce. Polip koji se nalazi u sredistu slozene kamene caske konstantno izbacuje
poprecne vapnenacke ploce tabule koje slojevito dijele gastrovaskularnu Supljinu (Habdija i sur.

2011).

Rast skeleta kod vrste Cladocora caespitosa sastoji se od toga da se produljuje zid ¢aske te da se
unutarnji elementi skeleta spajaju. Zbog takvog nacina rasta je omoguéen dugi Zivotni vijek
polipa kao i neograniéen rast samog skeleta. Ova vrsta pripada hermatipi¢nim vrstama koralja
jer gradi koraljne grebene i zato Sto Zivi u simbiotskom odnosu sa dinoflagelatima (Barnes i

Lough 1993).

1.4 Bioloske karakteristike vrste

Koralji se razmnozavaju spolno ili nespolno pupanjem. Kod pupanja novi polipi ¢im nastanu
pocinju rasti usporedno s mati¢nim ¢askama. Kod spolnog razmnoZavanja je vanjska oplodnja.
Muske i Zenske gamete nastaju na mezenterama unutar istog polipa. Zbog toga govorimo o
hermafroditnim polipima. Kod vrste C. caespitosa izbacivanje gameta se odvija samo ljeti (Kruzi¢
i sur. 2007). Zrele gamete u okolno more dospijevaju iz gastrovaskularne Supljine kroz usta. Iz
oplodenog jajeta se razvija trepetljikava licinka planula. Ona jedno vrijeme pliva, a zatim se

pricvrsti za dno i razvija se u pojedinacni ili zadruzni koralj (Habdija i sur. 2011).

Vrsta C. caespitosa se moze hraniti i autotrofno i heterotrofno (Kruzi¢ 2005). Koralji svoju Zrtvu
uhvate lovkama, omame ju Zarnicama te ju zatim progutaju. Probava se odvija u
gastrovaskularnoj Supljini. Kod zadruznih koralja se usitnjene cestice hrane prenose do svih
polipa u zadruzi. Neprobavljene ostatke koralj izbacuje kroz usta. Kod mnogih koralja simbiotski

dinoflagelati omogucavaju autotrofnu prehranu (Habdija i sur. 2011).

Ovaj kameni koralj je spororastuca, dugozZivuca vrsta s iznimno usporenim Zivotnim ciklusom i
smanjenom sposobnosti za oporavak. Smatra se da je vrijeme generacije oko 30 godina., a iako
Zivotni vijek nije poznat, smatra se da moze Zivjeti duze od 100 godina (Casado de Amezua i sur.
2015). Cladocora caespitosa se nalazi na IUCN-ovom Crvenom popisu ugroZenih vrsta u

kategoriji ,,ugrozenih” (EN, eng. Endangered; Kersting i sur. 2022).



1.5 Mutualisticki odnos s dinoflagelatima

Koralj Cladocora caespitosa kao i mnogi drugi koralji Zivi u mutualistitkom odnosu s
jednostani¢nim fotosinteskim protistima iz skupine dinoflagelata (Slika 4.). Simbiotski
dinoflagelati procesom fotosinteze stvaraju kisik i hranu koji su potrebni koralju, a zauzvrat
koralj simbiotskim dinoflagelatima pruza fizicku zastitu i ugljikov dioksid potreban za

fotosintezu (Habdija i sur. 2011).

Slika 4. Prikaz zdravih simbiotskih dinoflagelata unutar gastrodermalnog sloja busenastog
kamenog koralja Cladocora caespitosa (foto: R.Graéan). Zute strelice oznacavaju pojedinacne

simbionte HE, skala: 20 mikrona

Vrsta dinoflagelata koja je najceS¢e u simbiotskom odnosu s koraljima pa tako i s vrstom C.
caespitosa je Symbiodinium microadriaticum. Postoje dva nacina na koja simbiotski
dinoflagelati mogu ué¢i u gastroderm koralja: da se spoje s li¢inkom planulom u
gastrovaskularnoj Supljini ili fagocitozom preko gastrovaskularne Supljine iz okolnog mora
(Kruzi¢ 2005). Od 1 do 8 milijuna stanica simbiotskih dinoflagelata moZe sadrzavati jedan
kvadratni centimetar polipa koralja (Rowan i Powers 1991). Utvrdeno je da kod tropskih koralja
veéina energije potrebne za metabolizam dolazi od simbiotskih dinoflagelata. Ostali nacini kako

koralj dobiva energiju su preko heterotrofne prehrane i uzimanjem otopljenih organskih tvari iz



vode (Muscatine 1990). Koralj svaki dan mijenja populaciju simbiotskih dinoflagelata, a visak
izbacuje van u okolno more (Baker i Rowan 1997). Koralji u stresnim uvjetima (poput povisene
temperature mora) izbacuju veliki broj simbiotskih dinoflagelata iz tkiva. Ako takvi uvjeti traju
dulje vrijeme to moZe dovesti do smrti koralja (Kruzi¢ 2005). Ako nepovoljni uvjeti traju kradi
vremenski period onda koralj preZivi i ponovno se vraéa u ravnotezu kao i prije izlaganja

stresnim uvjetima (Rodolfo-Metalpa i sur. 2006).

1.6 Utjecaj klimatskih promjena na koralje

Koralji koji nastanjuju umjerena mora su puno podlozniji promjenama temperature nego koralji
u tropskim morima. Vrsta Cladocora caespitosa moze preZivjeti unutar temperaturnog raspona
10-28°C (Kruzi¢ 2005). Ako je temperatura veca ili dode do promjene saliniteta to moze
poremetiti odnos izmedu koralja i simbiontskih dinoflagelata. Takvi uvjeti su stresni za koralje
(Lesser 2006). U tom slucéaju koralj gubi dinoflagelate Sto dovodi do pojave zvane izbjeljivanje
koralja (eng. “bleaching”). Ako stresni uvjeti traju dulje vrijeme to dovodi do smrti koralja
(Kersting i sur. 2022). Kod koralja osim izbjeljivanja, pod utjecajem povisenih temperatura moze
dodi i do prekomjernog razvoja dinoflagelata. S obzirom na to da je ova vrsta koralja
dugozivuca, sa sporim Zivotnim ciklusom i niskom stopom razmnoZavanja, poveéanje smrtnosti
uzrokovano klimatskim promjenama moze tesko oStetiti kolonije i onemoguciti njihov oporavak
(Kersting i sur. 2022). Populacije zahvaéene valovima ekstremno visokih temperatura pokazuju
smanjenje biomase grebena i jako spori oporavak, a nastavak ovakvih uvjeta se ocekuje s
obzirom na klimatske trendove. Promjene na tkivu koralja moZzemo podijeliti u dvije kategorije.
To su: vanjske makroskopske lezije i mikroskopske lezije. Grube vanjske lezije mozemo vidjeti
golim okom i one uklju¢uju gubitak tkiva (naj¢esée uzrokovano od strane drugih Zivotinja ili
ljudi), promjenu boje polipa (ukljuuje izbjeljivanje koralja ili pojavu boje koja nije
karakteristicna za tu vrstu) i anomalije u rastu koralja. Mikroskopske lezije su vidljive pod
mikroskopom i one ukljuéuju bubrenje stanica, razliite vrste nekroze, hiperplaziju i mnoge
druge promjene (Hawthorn i sur. 2023). Dosadasnja istraZivanja pokazuju da se pod utjecajem

temperaturnog stresa u tkivu mogu detektirati histopatoloske lezije poput promjena u strukturi



pojedinih slojeva i koli¢ini mukoznog sekreta, nekroze u epidermi i gastrodermi te promjene u

obliku i gustocdi simbiotskih dinoflagelata u gastrodermu (Traylor-Knowles 2019).

1.6.1 Jadransko more i rasprostranjenost vrste Cladocora caespitosa u Jadranu

Jadransko more je kao i Sredozemno poluzatvoreni, plitki bazen. Srednja dubina Jadranskog
mora iznosi 251 m, dok su najvece dubine u Jadranu zabiljeZzene na podrucju Jabucke kotline
(273 m) i Juznojadranske kotline (1330 m). Najvecu povrsinu dna Jadranskog mora pokrivaju
muljeviti i pjeskoviti sediment. Slanost mora se smanjuje od sjevera prema jugu i od otvorenog
mora prema obali. U najdubljim dijelovima temperatura je izmedu 11 i 12 °C. Jadransko more

mozemo podijeliti u tri podrucja: sjeverni Jadran, srednji Jadran i juzni Jadran (Jardas 1996).

Kada govorimo o Jadranskom moru vazno je spomenuti litoralnu zonu koju joS moZemo nazvati
i priobalno podrucje koje se dijeli na tri pod zone. To su: supralitoralna zona, eulitoralna zona i
sublitoralna zona. U supralitoralnoj i eulitoralnoj zoni organizmi nisu cijelo vrijeme pod
morskom vodom te zbog toga mogu doci u doticaj sa slatkom vodom (kisa) Sto nije pogodno za
koralje. Za razliku od njih sublitoralna zona je mjesto razvoja koralja zato Sto je tijekom cijele
godine prekrivena morskom vodom i zbog toga Sto sunceva svjetlost dopire do morskog dna
(Encyclopaedia Britannica 2019). Za prezivljavanje koralja je jako vazna sunceva svjetlost jer nju
koriste simbiotski dinoflagelati u fotosintezi za stvaranje hranjivih tvari. Iz tog razloga su
kolonije koralja u Jadranskom moru nadene u blizini otoka gdje imaju pristup suncevoj
svjetlosti, gdje je raspon temperature mora pogodan za njihov rast i gdje nisu toliko izrazeni
morskim strujama (Kruzi¢ i Benkovi¢ 2008). Problem Zivota koralja u litoralnoj zoni je jaka
podloZnost klimatskim promjenama, ljudskim aktivnostima i zagadenju Sto moZe negativno

utjecati na opstanak koralja (Wild i sur. 2011).

Vrsta Cladocora caespitosa je dio litoralne zone te je rasprostranjena po razliitim lokacijama
duZ obale Jadranskog mora. Kolonije ove vrste nadene su kod Rovinja, u blizini otoka Prvica, u
blizini Paklenih otoka (Kruzi¢ 2001), u blizini otoka Paga (Kruzi¢ i Benkovi¢ 2008) i u Velikom

jezeru na otoku Mljetu (Kruzi¢ i Pozar-Domac 2003) (Slika 5.).



Slika 5. Prikaz mjesta u Jadranskom moru gdje su pronadene kolonije vrste Cladocora

caespitosa (lzvor: Kruzi¢ i Benkovi¢ 2008)

Istrazivanje je pokazalo da su temperature mora veée na jugu, nego $to su u sjevernom i
srednjem dijelu Jadranskog mora (Kruzié i sur. 2012). Drugo istraZivanje pokazuje da na svaki
lokalitet u Jadranskom moru klimatske promjene drugacije utjeCu odnosno njihov intenzitet je
Jadranskom moru kako bi u potpunosti razumjeli trendovi klimatskih promjena. Promjene koje
¢e se dogadati u Jadranskom moru su: povecana evaporacija (Vilibi¢ i sur. 2013), promjene u
dostupnosti nutrijenata, promjene u bioloskoj produkciji (Waller i sur. 2018), promjene u
cirkulaciji vodenih masa i mnoge druge (Mihanovi¢ i sur. 2021). Zbog sve izrazenijeg globalnog
zagrijavanja mijenja se morski ekosustav Jadranskog mora. Kako bi zastitili morski ekosustav
Jadranskog mora potrebno je kontinuirano promatrati kako bi se na vrijeme mogle uocavati

promjene u ekosustavu i donijele prave odluke za spas morskog ekosustava (Vilibi¢ i sur. 2013).



2. CILJEVI ISTRAZIVANJA

Vrsta Cladocora caespitosa je busenasti kameni koralj koji je spororastuéa, dugozZivuéa vrsta s
iznimno usporenim Zivotnim ciklusom i smanjenom sposobnosti za oporavak nakon izloZenosti
stresnim okoliSnim uvjetima. Ugrozavaju je eutrofikacija, Sirenja invazivnih vrsta i poviSene
temperature mora koje dovode do ostecenja, nekroza, izbjeljivanja i sve ¢eS¢eg odumiranja
veéeg broja polipa. Zbog svih tih razloga je jako bitno utvrditi i opisati stanje zdravih jedinki i

onih koje su zahva¢ene odredenim oSte¢enjem. Stoga su ciljevi ovog istraZivanja:

1. Ocijeniti zdravstveno stanje tkiva busenastog kamenog koralja kvalitativnom i kvantitativhom
procjenom histopatoloskih pokazatelja na 2 odabrane lokacije u Jadranskom moru: Piranski

zaljev (Slovenija) i NP Mljet (Hrvatska).

2. Opisati histoloSko stanje koralja kojima su utvrdene povrsinske nekroze i koji su u procesu

izbjeljivanja.

3. Ustanoviti postoji li razlika u zastupljenosti histopatoloskih promjena s obzirom na dvije

istrazivane lokacije.

10



3. MATERUJALI | METODE
3.1 Prikupljanje uzoraka

Uzorci tkiva koralja Cladocora caespitosa su prikupljeni u okviru HRZZ projekta ADRICOR
,Utjecaj klimatskih promjena na bioraznolikost koralja - istraZivanje slu¢aja masovnih ugibanja u
Jadranskom moru, za koje je dobivena dozvola Ministarstva zastite okolisa i energetike (KLASA:
UP/1-612-07/16-48/103, URBROJ: 517-07-1-1-1-16-4 ). Uzorke koralja su metodom autonomnog
ronjenja prikupili voditelj projekta prof. dr. sc. Petar Kruzi¢ i komentor ovog diplomskog rada
Pavel Ankon. U ovom radu koristila sam se uzorcima vrste C. caespitosa koji su uzorkovani
tijekom 2021. i 2022. godine na dvije lokacije u Jadranskom moru: Piranski zaljev (Slovenija) i
Veliko Jezero u NP Mljet (Hrvatska). Nakon vizualnog pregleda stanja kolonija, s izabranih
lokacija su uzorkovani segmenti kolonija koji su bili morfoloski zdravi (kontrola) te oni koji su

pokazivali nekrozu tkiva ili izbijeljene polipe (Slika 6.).

Slika 6. Prikaz morfoloski (a) zdravih polipa, (b) polipa koji su pokazivali vanjsku nekrozu tkiva i
(c) izbijeljenih polipa busenastog kamenog koralja Cladocora caespitosa u Jadranskom moru

(Foto: P. Kruzic)
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3.2 Histoloske i histokemijske metode
3.2.1 Priprema histoloskih preparata

Prikupljeni uzorci su fiksirani u Z-Fixu (cink formalin, razrijeden morskom vodom u omjeru 1:4)
te pohranjeni u 70 %-tnom etanolu. Fragmente koralja sam stavila u otopinu RDO Rapid
Decalcifier (Apex Engineering Products Corporation, SAD) na 24 sata na dekalcifikaciju. Tkiva
kamenog koralja sam dehidrirala tako Sto sam uzorke postepeno prebacivala iz alkohola
histanola s manjim postotkom sve do 100 % alkohola etanola (Histanol 70, 80 i 96, Biognost;
Ethanol apsolute anhydrous, Carlo Erba reagents) i na kraju sam tkivo stavila u kloroform (Carlo

Erba reagents) (Tablica 1.).

Tablica 1. Protokol dehidracije polipa kamenih busenastih koralja.

Kemikalije Trajanje (sati)
1. 70 %-tni alkohol 1 1
2. 70 %-tni alkohol 2 1
3. 80 %-tni alkohol 1 1
4. 96 %-tni alkohol 1 1
5. 100 %-tni alkohol 1 1
6. 100 %-tni alkohol 2 1
7. kloroform 24

Nakon Sto su uzorci bili u kloroformu 24 sata, sljededi je korak uklapanje tkiva u paraplastne
blokove (Biowax Plus 56/58, Biognost). Cijeli proces uklapanja sam provela u termostatu (Shel
Lab) na 60 °C. Smjese potrebne za uklop uzoraka sam mijenjala (Tablica 2.) provodeci
dekantiranje prijasnje smjese i dolijevajudi sljedeéu smjesu u nizu u staklenim posudicama koje

sadrze uzorke.
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Tablica 2. Protokol za uklapanje tkiva u blokove paraplasta.

Smjese Trajanje (min)

1. kloroform : paraplast (1:1) 60

2. Paraplast 1 60

3. Paraplast 2 60

4. Cisti paraplast Ulijeva se u ladice i stavlja na sobnu
temperaturu do stvrdnjavanja

U paraplastu sam uzorke orijentirala tako da kasnijim rezanjem blokova dobijem poprecni i
uzduzni presjek organizama. Kako bi dobila blokove paraplasta s uzorcima, za kalup sam
koristila ladice od papira. Za svaki uzorak koralja sam pripremila po 3 paraplastna bloka. Svaki
paraplastni blok se sastoji od 3 do 4 polipa. Rezanjem uzoraka tkiva rotacijskim mikrotomom
(Shadon Finesse 325, Thermo Fisher Scientific, Slika 7a) dobila sam histoloSke prereze debljine
10 mikrona. Narezani prerezi su se ravnali nekoliko minuta u vodenoj kupelji (GFL 1052, Slika
7b) na 40 °C prije stavljanja na predmetna stakalca (VitroGnost, Biognost) na koje sam prije toga
nanijela tanak sloj smjese glicerina i bjelanjka kako bi sluzilo kao adhezivno sredstvo. Prerezi su
se na predmetnom stakalcu susili dva dana na sobnoj temperaturi na drvenom stalku u

uspravnom polozaju (Slika 7c.). Od svakog paraplasnog bloka s uzorkom sam napravila 5

predmetnih stakalaca s po 3 prereza.

Slika 7. Rezanje uzoraka (a) kamenog koralja Cladocora caespitosa pomoéu mikrotoma kako bi
dobili histoloSke prereze debljine 10 mikrometara, (b) uzorci na predmetnim stakalcima nakon
ravnanja u vodenoj kupelji, (c i d) narezani preparati na predmetnim stakalce ostavljeni da se

suSe na sobnoj temperaturi dva dana.
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3.2.2 Bojenje histoloskih preparata

Uzorke sam prije bojenja, provela kroz postupak uklanjanja paraplasta. Postupak sam provela
tako da sam deparafinirala uzorke u ksilenu (BioClear, Biognost) i rehidrirala ih provodenjem
uzoraka kroz padajuce koncentracije alkohola histanola (Histanol 95 i 100, Biognost) i vode

prema protokolu za deparafiniranje i rehidraciju uzoraka prije bojanja iz Tablice 3.

Tablica 3. Protokol za deparaplastiranje i rehidraciju uzoraka tkiva polipa hematoksilin-eozin

metodom.
Kemikalije Trajanje(min)
1. Ksilen 1 2
2. Ksilen 2 2
3. Ksilen 3 2
4. 100 %-tni alkohol 1 5
5. 100 %-tni alkohol 2 3
6. 95 %-tni alkohol 1 2
7. Destilirana voda 2

Dva seta uzoraka tkivnih prereza sam bojala mjesavinom hematoksilina (bazi¢na boja) i eozina
(kisela boja) (Slika 8.) prema BioGnostovom protokolu (2021) (Tablica 4.). Uzorke sam prvo
uronila u Hematoksilin H boju (Biognost), a zatim pod mlazom tekuée vode. Nakon toga sam
uronila u destiliranu vodu te u 95 %-tni alkohol. Zatim sam uzorke uronila u kontrastnu otopinu

0,5 %-tnog Eozina Y (Biognost) te sam uzorke isprala pod mlazom tekuée vode.

Tablica 4. Protokol za bojanje uzoraka tkiva polipa hematoksilin-eozin metodom.

Kemikalije Trajanje

1. Hematoksilin 3 minute

2. Mlaz tekuce vode 3 minute

3. Destilirana voda 5 sekundi

4. 95 %-tni alkohol 30 sekundi

5. Eozin 1 minuta i 30 sekundi
6. Mlaz tekucée vode 2 minute
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Slika 8. Histoloski prerezi polipa busenastog kamenog koralja nakon bojanja hematoksilin-eozin

metodom.

Dva seta uzoraka tkivnih prereza sam bojala s Cetiri reagensa za identifikaciju bakterija prema

Gramu (Slika 9.) prema BioGnostovom protokolu (2019) (Tablica 5.).

Tablica 5. Protokol za bojanje uzoraka polipa busenastog kamenog koralja metodom bojenja po

Gramu.

Kemikalije Trajanje
1. Nakapati Gram Crystal Violet 1 minuta
1% otopinu

2. Nakapati stabiliziranu Gram 1 minuta
Lugolovu otopinu

3. Isprati preparat destiliranom 5 sekundi
vodom

4. Nakapati Gram Dekolorizator 10-15 sekundi
otopinu 2

5. Isprati preparat destiliranom 5 sekundi
vodom

6. Nakapati Gram Safranin 1 minuta
otopinu

7. Isprati preparat destiliranom 5 sekundi
vodom
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Slika 9. Histoloski prerezi nakon bojanja po Gramu.

Sve setove sam nakon bojenja dehidrirala u rastu¢im koncentracijama alkohola (Histanol 95 i
100, Biognost) i prosvijetlila u ksilenu (Bioclear, Biognost) prema protokolu za dehidraciju iz
Tablice 6. Kako bih preparate mogla gledati pod svjetlosnim mikroskopom izradila sam trajne
preparate na nacin da sam nakapavala kanadski balzam (BioMount C, Biognost) na obojani

tkivni preparat i na njega stavila pokrovno stakalce (Biognost).

Tablica 6. Protokol za dehidraciju uzoraka u rastu¢im koncentracijama alkohola i ¢is¢enje u

ksilenu
Kemikalije Trajanje
1. 95 %-tni alkohol 1 10-15 urona
2. 95 %-tni alkohol 2 10-15 urona
3. 100 %-tni alkohol 1 10-15 urona
4. 100 %-tni alkohol 2 10-15 urona
5. Ksilen 1 2 minute
6. Ksilen 2 2 minute

3.3 Kvantitivna histomorfometrijska i statisticka obrada podataka

Sve uzorke sam pregledala pomocu svjetlosnog mikroskopa (Nikon Eclipse E600) i fotografirala
digitalnom kamerom (Carl Zeiss Microscopy GmbH, Germany). Slike uzoraka sam analizirala i
odredila morfometrijske velicine pomocu ZEN2 Lite programa (Carl Zeiss) te utvrdila debljinu
pojedinih slojeva i veli¢inu simbiotskih dinoflagelata. lzradeni histoloski preparati su
mikroskopski pregledani i opisani, te su histomorfometrijski parametri mjereni u dvije
reprezentativne regije: povrsinska/oralna stijenka tijela i bazalna/aboralna stijenka tijela. U

svakoj regiji su odabrana 2 testna polja, a svaka mjera je izmjerena po 3 puta unutar svakoga
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testnog polja. Odabrani histomorfometrijski parametri su bili debljina sloja mezogleje i debljina

epiderme, te promjer simbiotskih dinoflagelata u sloju gastroderme (Slika 10.).

Sve izmjerene vrijednosti prikazane su kao prosje¢na vrijednost (srv), standardna devijacija (st
dev) te minimumi (min) i maksimumi (maks) vrijednosti. Tip raspodjele podataka testiran je
Kolmogorov-Smirnov testom. S obzirom da raspodjela podataka nije slijedila normalnu
distribuciju (Kolmogorov — Smirnov test p < 0,05) u daljnjim statistickim analizama koristila sam
neparametrijske testove. Postojanje razlika u morfometrijski mjerenim promjerima slojeva od
interesa i simbiotskih dinoflagelata izmedu zdravstvenih stanja (zdravi, nekroza, izbijeljeni) te
dvije lokacije uzorkovanja (Piranski zaljev, Slovenija i Veliko jezero NP Mljet) testirane su
pomocu Kruskal-Wallis testa. U sluéajevima kad su rezultati bili statisticki znacajni (p < 0,05),
dodatno je koristen post-hoc Mann — Whitney U test (Dytham 2003). Svi grafovi i tablice
napravljeni su u sofverskom programu Excel (Microsoft Office 365, SAD). Sve statisticke analize

radene su u programu SPSS 17.0 za Windows (SPSS Inc., SAD).
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Debljina
mezogleje

Slika 10. Prikaz dvije regije od interesa: a) povrsinske stijenke tijela i b) bazalne stijenke, te
mjerenih parametara unutar svake regije u histoloskim preparatima busenastog kamenog

koralja Cladocora caespitosa (foto: R. Gracan i S. Krcivoj) HE, skala: 20 mikrona
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4. REZULTATI

U ovom radu ukupno je prikupljeno i obradeno 87 uzoraka busenastog kamenog koralja, pri
¢emu je 45 uzoraka prikupljeno u Piranskom zaljevu u Sloveniji, a 42 uzorka su prikupljena u
Velikom Jezeru u NP Miljet u Hrvatskoj. Nadalje, 47 uzoraka je prikupljeno tijekom 2021. godine,
a 40 uzoraka tijekom 2022. godine. Pri uzorkovanju iz mora 22 uzorka su makroskopski
procijenjena kao zdrava, 41 uzorak kao polipi zahvaéeni nekrozom te 24 uzorka koja su bila
izbijeljena (Tablica 7.). Dio polipa koji su makroskopski svrstani i uzorkovani kao zdravi je nakon
histopatoloske obrade pokazao drukciju sliku. Dva uzorka koja su makroskopski bila
kategorizirana kao izbijeljena su nakon histoloSke analize procijenjena kao zdrava jer nisu
pokazivali nikakve patoloske pokazatelje i bili su uredno strukturirani. Preostali dio izbijeljenih
polipa je potvrden kao izbijeljeno tkivo, te je prvenstveno pokazivao smanjeni udio
gastrodermalnog tkiva. Zaklju¢no, nakon detaljne histoloske analize pod svjetlosnim
mikroskopom utvrdila sam da je 14 uzoraka bez lezija (zdravo tkivo; Slika 11a), 51 uzorak ima
tkivo zahvaéeno razli¢itim stupnjevima histopatoloskih lezija (Slika 11b), dok sam preostalih 22

uzorka procijenila kao izbijeljeni polipi s difuznim manjim lezijama (Slika 11c)(Tablica 7.).
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Slika 11. Reprezentativni primjerci tri identificirana zdravstvena stanja busenastog kamenog
koralja Cladocora caespitosa: a) zdravi polip; b) tkivo polipa u nekrozi; c) izbijeljeni polip. HE,

skala: 100 mikrona
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Tablica 7. Popis analiziranih uzoraka, lokacija i godina uzorkovanja te makroskopske prvotne

procjene stanja polipa i naknadne

revidirane ocjene

mikroskopske analize (zdrav polip, nekroza, izbijeljen polip).

zdravstvenog stanja temeljem

Prvotna procjena

Finalna procjena
stanja (zdrava,

Oznaka godina stanja (zdrava, nekroticna,
Rd.br. uzorka lokacija uzorkovanja | nekroticna, izbijeljena) | izbijeljena)
1 HAS 1AA Piranski zaljev 2021 zdrava nekroza
2 HAS 1BB Piranski zaljev 2021 zdrava nekroza
3 HAS 1CC Piranski zaljev 2021 zdrava zdrava
4 HAS 1A Piranski zaljev 2021 zdrava nekroza
5 HAS 1B Piranski zaljev 2021 zdrava nekroza
6 HAS 1C Piranski zaljev 2021 zdrava zdrava
7 HAS 2A Piranski zaljev 2021 nekroza nekroza
8 HAS 2B Piranski zaljev 2021 nekroza nekroza
9 HAS 2C Piranski zaljev 2021 nekroza nekroza
10 HAS 13A Piranski zaljev 2021 nekroza nekroza
11 HAS 13B Piranski zaljev 2021 nekroza nekroza
12 HAS 13C Piranski zaljev 2021 nekroza nekroza
13 HAS 2AA Piranski zaljev 2021 nekroza nekroza
14 HAS 2BB Piranski zaljev 2021 nekroza nekroza
15 HAS 2CC Piranski zaljev 2021 nekroza nekroza
16 HAS 13A Piranski zaljev 2021 nekroza nekroza
17 HAS 13B Piranski zaljev 2021 nekroza nekroza
18 HAS 13C Piranski zaljev 2021 nekroza nekroza
19 HAS 3A Piranski zaljev 2021 izbijeljena izbijeljena
20 HAS 3AA Piranski zaljev 2021 izbijeljena izbijeljena
21 HAS 3B Piranski zaljev 2021 izbijeljena izbijeljena
22 HAS 3C Piranski zaljev 2021 izbijeljena izbijeljena
23 HAS 3AA Piranski zaljev 2021 izbijeljena izbijeljena
24 HAS 3BB Piranski zaljev 2021 izbijeljena izbijeljena
25 HAS 3CC Piranski zaljev 2021 izbijeljena izbijeljena
26 HAS 4A NP Mljet 2021 zdrava zdrava
27 HAS 4B NP Mljet 2021 zdrava zdrava
28 HAS 4C NP Mljet 2021 zdrava zdrava
29 HAS 4AA NP Mljet 2021 zdrava zdrava
30 HAS 4BB NP Mljet 2021 zdrava zdrava
31 HAS 4CC NP Mljet 2021 zdrava zdrava
32 HAS 5A NP Mljet 2021 nekroza zdrava
33 HAS 5B NP Mljet 2021 nekroza nekroza
34 HAS 5C NP Mljet 2021 nekroza nekroza
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Tablica 7. nastavak

35 HAS16A NP Mljet 2021 nekroza nekroza
36 HAS16B NP Mljet 2021 nekroza nekroza
37 HAS 16C NP Mljet 2021 nekroza nekroza
38 HAS 5AA NP Mljet 2021 nekroza zdrava
39 HAS 5BB NP Mljet 2021 nekroza nekroza
40 HAS 5CC NP Mljet 2021 nekroza nekroza
41 HAS16AA NP Mljet 2021 nekroza nekroza
42 HAS16BB NP Mljet 2021 nekroza nekroza
43 HAS 16CC NP Mljet 2021 nekroza nekroza
44 HAS 6A NP Mljet 2021 izbijeljena izbijeljena
45 HAS 6C NP Mljet 2021 izbijeljena izbijeljena
46 HAS 6AA NP Mljet 2021 izbijeljena izbijeljena
47 HAS 6CC NP Mljet 2021 izbijeljena izbijeljena
48 HAS 7A Piranski zaljev 2022 izbijeljena zdrava
49 HAS 7B Piranski zaljev 2022 izbijeljena izbijeljena
50 HAS 7C Piranski zaljev 2022 izbijeljena izbijeljena
51 HAS 7AA Piranski zaljev 2022 izbijeljena zdrava
52 HAS 7BB Piranski zaljev 2022 izbijeljena izbijeljena
53 HAS 7CC Piranski zaljev 2022 izbijeljena izbijeljena
54 HAS 8A Piranski zaljev 2022 zdrava nekroza
55 HAS 8B Piranski zaljev 2022 zdrava zdrava
56 HAS 8C Piranski zaljev 2022 zdrava nekroza
57 HAS 8AA Piranski zaljev 2022 zdrava nekroza
58 HAS 8BB Piranski zaljev 2022 zdrava zdrava
59 HAS 8CC Piranski zaljev 2022 zdrava nekroza
60 HAS 9A Piranski zaljev 2022 nekroza nekroza
61 HAS 9B Piranski zaljev 2022 nekroza nekroza
62 HAS 9C Piranski zaljev 2022 nekroza nekroza
63 HAS 14B Piranski zaljev 2022 nekroza nekroza
64 HAS 9AA Piranski zaljev 2022 nekroza nekroza
65 HAS 9BB Piranski zaljev 2022 nekroza nekroza
66 HAS 9CC Piranski zaljev 2022 nekroza nekroza
67 HAS 14BB Piranski zaljev 2022 nekroza nekroza
68 HAS 10A NP Mljet 2022 zdrava nekroza
69 HAS 10B NP Mljet 2022 zdrava nekroza
70 HAS 10AA NP Mljet 2022 zdrava nekroza
71 HAS 10BB NP Mljet 2022 zdrava nekroza
72 HAS 11B NP Mljet 2022 nekroza nekroza
73 HAS 11C NP Mljet 2022 nekroza nekroza
74 HAS 11D NP Mljet 2022 nekroza nekroza
75 HAS 15A NP Mljet 2022 nekroza nekroza
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Tablica 7. nastavak

76 HAS 15B NP Mljet 2022 nekroza nekroza
77 HAS 15C NP Mljet 2022 nekroza nekroza
78 HAS 15AA NP Mljet 2022 nekroza nekroza
79 HAS 15BB NP Mljet 2022 nekroza nekroza
80 HAS 15CC NP Mljet 2022 nekroza nekroza
81 HAS 12A NP Mljet 2022 izbijeljena izbijeljena
82 HAS 12B NP Mljet 2022 izbijeljena izbijeljena
83 HAS 12C NP Mljet 2022 izbijeljena izbijeljena
84 HAS 12BB NP Mljet 2022 izbijeljena izbijeljena
85 HAS 12AA NP Mljet 2022 izbijeljena izbijeljena
86 | HAS 12BBB NP Mljet 2022 izbijeljena izbijeljena
87 | HAS 12CCC NP Mljet 2022 izbijeljena izbijeljena

4.1 HistoloSka grada zdravih, nekroticnih i izbijeljenih polipa

Polipi koji su mikroskopski pokazivali urednu strukturu, bez znakova patoloskih stanja su
kategorizirani kao zdravi. Sloj epiderme je bio vidljiv kao specijalizirani stani¢ni sloj s
jednoslojnim, cilindriénim epitelnim stanicama izmedu kojih se nalaze pojedinaéno umetnute
stanice mukocita (koji proizvode mukus) i knidociti koji nose Zarnice. Mezogleja je pokazivala
homogenost i bila ¢vrsto prislonjena na dva stani¢na sloja koja je okruzuju (Slika 12a i 12b). U
gastrodermu su bili vidljivi simbiontski dinoflagelati koji su bili kruznog oblika s dobro vidljivim
stani¢nim elementima te se povremeno mogao uociti i kromatin (Slika 12c). U bazalnoj stijenci
svi slojevi su bili vidljivi, kontinuirani i medusobno ¢vrsto povezani (Slika 12d). Gram bojanje za
bakterije pokazalo je umjerenu prisutnost bakterija u bazalnom (Slika 12e) i u povrsinskom
(Slika 12f) epidermalnom sloju. Od 22 uzorka koja su makroskopski identificirani kao zdrava,
54% polipa imalo je tkiva zahvacena s nekim oblikom patoloskih promjena, pri ¢emu su 23%
uzoraka pokazala teske patoloske promjene u >75% tkiva, a 15% uzoraka srednje teske lezije

koje su zahvacale 25-75% tkiva.
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Slika 12. Histoloska grada zdravih polipa busenastog kamenog koralja Cladocora caespitosa u

povrsinskoj stijenci tijela (a-c i f) te bazalnoj stijenci (d i e). HE (slike a-d) i Gram bojanje (e i f).

Polipi zahvaceni nekrozom koja je makroskopski vidljiva su pokazali veéi stupanj oSteéenja u
povrsinskoj stijenci tijela u odnosu na bazalnu stijenku. Epiderma u povrsinskom sloju je cesto
bila oste¢ena i stanice nisu bile medusobno povezane te su se odvajale od bazalne membrane
(Slika 13a). Kod manjih ostecéenja, bila je vidljiva proliferacija mukocita i cilindri¢nih stanica
(Slika 13b), iako je u dijelu uzoraka uz proliferaciju zabiljeZzena i redukcija u visini epidermalnog
sloja. Mezogleja je bila povremeno zadebljala i takoder povremeno odvojena od okolnih
stani¢nih slojeva. U dijelu uzoraka su u gastrodermu zabiljeZzene znacajne nekroti¢ne zone koje
su dovele do razaranja i gubitka strukture unutar tog sloja (Slika 13c). Simbiontski dinoflagelati
u gastrodermi su Cesto bili smanjenog promjera i promijenjene smede boje (Slika 13c). Polipi
zahvaceni nekrozama su imali smanjeni broj mezenterijskih filamenata te su u uzorcima
izostajale spolne stanice. Bazalna stijenka tijela je takoder pokazala oStecenja, prvenstveno u
epidermi, te povremeno u gastrodermi, dok je mezogleja uglavnom zadrzala strukturiranost
(Slika 13d). Gram bojanje za bakterije pokazalo je povecanu prisutnost bakterija prvenstveno u

sloju epiderme, u obje istrazivane regije (Slika 13e i 13f), te je cak povremeno zabiljezena manja

23



prisutnost bakterija u gastrodermi. Od makroskopski kategoriziranih nekroti¢nih uzoraka, njih
80% je histoloski pokazalo ocekivane patoloske promjene u 25-75% tkiva dok samo jedan

uzorak nije pokazao znacajne promjene i klasificiran je kao zdravo tkivo.

Slika 13. Histoloska grada nekroti¢nih polipa busenastog kamenog koralja Cladocora caespitosa

u povrsinskoj stijenci tijela (a-c i f) te bazalnoj stijenci (d i e). HE (slike a-d) i Gram bojanje (e i f).

Izbijeljeni polipi su takoder pokazali veée poremecaje u strukturi u odnosu na zdrave polipe.
Oko 50% izbijeljenih polipa nije pokazalo promjene u mezogleji, dok je u ostalima bilo uocljivo
povremeno zadebljanje mezogleje (Slika 14a i 14d). Samo zadebljanje mezogleje je bilo jos
istaknutije u odnosu na sloj gastroderme koji je bio osjetno reduciran u odnosu na zdrave
polipe. Samim time je i broj simbiotskih dinoflagelata bio smanjen, a izgled simbionata je
varirao te su u pojedinim uzorcima simbiotske vakuole bile degradirane, smanjenog volumena i
s promjenama u strukturi i obojenju (Slika 14b). Veée promjene su zabiljeZzene u povrsinskoj
stijenci polipa (Slika 14c) u odnosu na bazalnu stijenku tijela polipa (Slika 14d). U povrsinskoj
epidermi uocena je povecana produkcija mukocita, njihova proliferacija i djelomic¢ni gubitak
integriteta sloja (Slika 14a i 14c). Gram bojanje za bakterije pokazalo je umjerenu prisutnost
bakterija kako u bazalnom (Slika 14e) tako i u povrSinskom (Slika 14f) epitelu. lako je sam

integritet vecine slojeva bio zadrzan i nisu zamijecene vece nekroti¢ne zone, zbog zabiljezenih
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strukturnih promjena 44% uzoraka je imalo promjene u 25-75% tkiva, 22% u vise od 75% tkiva,

22% u manje od 25% tkiva, a 1 uzorak je kategoriziran kao zdrav (Dodatak 1).

Slika 14. Histoloska grada izbijeljenih polipa busenastog kamenog koralja Cladocora caespitosa

u povrsinskoj stijenci tijela (a-c i f) te bazalnoj stijenci (d i e). HE (slike a-d) i Gram bojanje (e i f).
4.2 Histomorfometrijske mjere mezogleje, epiderme i simbiontskih dinoflagelata

Kada su grupno analizirani izmjereni histomorfometrijski parametri, bez obzira na godinu i
lokaciju, zamjetno je da je visina povrsinskog epidermalnog sloja veca u odnosu na epidermu
(kalikodermu) bazalnog sloja (Slika 15). Promjer mezogleje u povrSinskom sloju je takoder bio
veéi u odnosu na mezogleju u bazalnom sloju. Statisticki znacajne razlike su zabiljezene u
promjeru mezogleje u povrsinskom sloju izmedu zdravih i nekroti¢nih polipa (Mann-Whitney U
= 8932,0, p=0,003), te izmedu zdravih i izbijeljenih polipa (Mann-Whitney U = 3833,5, p=0,004).
Statisticki znadajna razlika u debljini mezogleje u bazalnom dijelu stijenke je zabiljezena samo

izmedu zdravih i nekroti¢nih polipa (Mann-Whitney U = 7799,5, p=0,001).
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Slika 15. Izmjerene vrijednosti visine epiderme i promjera mezogleje u povrsinskoj i bazalnoj
stijenci polipa busenastog kamenog koralja Cladocora caespitosa u Jadranskom moru. Zvjezdica
(*) oznacava statisticki znacajnu razliku izmedu 3 promatrane zdravstvene skupine polipa

(zdravi, nekroza, izbijeljeni).

lako je visina epiderme u povrsinskom sloju bila najvisa kod nekroti¢nih polipa u odnosu na
izbijeljene i kontrolne zdrave uzorke, ta razlika nije bila statisticki znacajna (p>0,05). S druge
strane, visina epiderme u bazalnoj stijenci tijela je pokazala zna¢ajna odstupanja u odnosu na
druga dva utvrdena zdravstvena stanja, pa je visina epiderme nekroti¢nih polipa bila znacajno
visa u odnosu na zdrave polipe (Mann-Whitney U = 7306,5, p<0,001), te je takoder nekroti¢na
epiderma bila znacajno visa u odnosu na izbijeljene polipe (Mann-Whitney U = 12891,5,

p=0,001).

U morfometrijskim mjerama simbiotskih dinoflagelata koji su se nalazili u gastrodermu, najveée
odstupanje je zabiljeZzeno u izbijeljenim polipima koji su pokazivali statisticki zna¢ajno manje
veli¢ine u promjeru simbiontskih vakuola u odnosu na simbionte u zdravim polipima (Slika 16;
Mann-Whitney U = 11112,5, p=0,026), te takoder u odnosu na simbionte koji su se nalazili u

nekroti¢nim polipima (Mann-Whitney U = 39463,0, p<0,001).
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Slika 16. Promjer simbiotskih dinoflagelata u gastrodermu analiziranih polipa busenastog
kamenog koralja Cladocora caespitosa u Jadranskom moru. Zvjezdica (*) oznacava statisticki

znacajnu razliku izmedu tri promatrane zdravstvene skupine polipa (zdravi, nekroza, izbijeljeni).
4.3 Opis i usporedba polipa izmedu dvije istraZivane lokacije

Kada su se mikroskopski analizirali histoloSki preparati izradeni iz zdravih, nekroti¢nih i
izbijeljenih polipa izmedu 2 analizirane lokacije nisu utvrdene razlike u strukturi zdravih jedinki,
niti u obliku lezija koje su zabiljezene u nekrotiénim i izbijeljenim polipima. Na obje lokacije su
zabiljezeni nekroti¢ni polipi, i naj¢esée je taj stupanj nekroze bio srednje jak i obuhvacao je 25-
75% tkiva. Nadalje, izbijeljeni polipi su takoder pokazivali odredene histopatoloske lezije, s tim
da su izbijeljeni polipi prikupljeni u Piranskom zaljevu pokazali neSto veéa oStecenja u odnosu
na polipe prikupljene u NP Mljet. Svi analizirani izbijeljeni polipi iz Piranskog zaljeva su imali
srednje jaka (60% uzoraka; 25-75% tkiva zahvaéeno promjenama) i velika oSteéenja tkiva (40%
uzoraka; >75% zahvaéeno promjenama), dok su izbijeljeni polipi iz NP Mljet pokazivali slabija
oStecenja (50% uzoraka; <25% tkiva zahvaceno promjenama) i srednje jaka oStecenja (50%

uzoraka; 25-75% tkiva zahvaceno promjenama).
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Histomorfometrijske mjere su takoder pokazale statisticki znacajnu razliku u gradi pojedinih
slojeva pa su zdrave jedinke pokazale znacajnu razliku u gradi povrsinske epiderme (Mann-
Whitney U = 440,0, p<0,001) te epiderme (Mann-Whitney U = 228,0, p<0,001) i mezogleje
(Mann-Whitney U = 331,0, p=0,001) u bazalnoj stijenci polipa, pri ¢emu su uzorci iz Piranskog

zaljeva imali deblje slojeve (Slika 17 i 18; Tablica 8.).
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Slika 17. Usporedba izmjerenih visina epiderme i promjera mezogleje u povrsinskoj stijenci
tijela polipa busenastog kamenog koralja Cladocora caespitosa izmedu uzoraka prikupljenih u
Piranskom zaljevu u Sloveniji i Velikom jezeru u NP Mljet u Hrvatskoj. Zvjezdica (*) oznacava

statisticki znacajnu razliku izmedu dvije istrazivane lokacije.
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Sli¢na razlika je zabiljeZzena i u morfometrijski obradenim nekroti¢nim polipima, pa su uzorci iz

Piranskog zaljeva imali znadajno visu povrsinsku (Mann-Whitney U = 5652,0, p<0,001) i bazalnu

epidermu (Mann-Whitney U = 5140,5, p<0,001), te znacajno deblji promjer mezogleje bazalnog

sloja (Mann-Whitney U = 7158,5, p<0,001) u odnosu na analizirane nekroti¢ne uzorke iz NP

Mljet. Sto se ti¢e izbijeljenih polipa, znacajna statisti¢ka razlika izmedu lokacija je detektirana

samo u visini povrSinskog sloja epiderme (Mann-Whitney U = 1193,0, p=0,001), dok je

zamijeéeno i povecéanje u debljini mezogleje u povrsinskom sloju u uzorcima s NP Mljet iako ta

razlika nije bila statisticki znac¢ajna (Mann-Whitney U = 1472,0, p=0,085; Slika 17b).
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Slika 18. Usporedba izmjerenih visina

epiderme i promjera mezogleje u bazalnoj stijenci tijela

polipa busenastog kamenog koralja Cladocora caespitosa izmedu uzoraka prikupljenih u
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Piranskom zaljevu u Sloveniji i Velikom jezeru u NP Mljet u Hrvatskoj. Zvjezdica (*) oznacava

statisticki znacajnu razliku izmedu dvije istrazivane lokacije.

Promjeri simbiotskih dinoflagelata koji su mjereni u gastrodermalnom sloju nisu bili statisticki
znacajno razliciti kada su se usporedila zdrava tkiva izmedu lokacija, ali je razlika zabiljezena u
veli¢ini dinoflagelata u slucaju nekrotickih tkiva (Mann-Whitney U = 21089,0, p<0,001) kada su
bile vece simbiotske vakuole iz uzoraka u Piranskom zaljevu, dok je kod izbijeljenih polipa
situacija bila obrnuta pa su znacajno vece simbiotske vakuole zabiljeZzene u uzorcima iz NP Mljet

(Mann-Whitney U = 3693,5, p=0,001).
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Slika 19. Usporedba izmjerenih promjera simbiotskih dinoflagelata u gastrodermi polipa
busenastog kamenog koralja Cladocora caespitosa izmedu uzoraka prikupljenih u Piranskom
zaljevu u Sloveniji i Velikom jezeru u NP Mljet u Hrvatskoj. Zvjezdica (*) oznacava statisticki

znacajnu razliku izmedu dvije istrazivane lokacije.
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Tablica 8. Prosjecne vrijednosti (P.V.), standardna devijacija (S.D.), minimum (MIN) i maksimum

(MAKS) za izmjerene morfometrijske parametre u povrsinskoj i bazalnoj stijenci tijela polipa na

histoloSkim uzorcima busenastog kamenog koralja (Cladocora caespitosae) izmedu dvije

istrazivane lokacije.

promjer mezogleje (um) SRV £ ST | promjer epidermisa (um) SRV promjer
DEV (MIN-MAKS) + ST DEV (MIN-MAKS) simbiontskih
algi (um) SRV
povrsinski sloj bazalni sloj povrsinki bazalni sloj + STDEV
(MIN-MAKS)
Piranski 2,27+0,94 1,57%0,35 16,3217,04 8,6212,29 2,79+0,92
Jdrava zaljev (0,94-4,46) (0,94-2,6) (4,09-31,88) (5,04-12,99) (1,39-5,33)
NP Mijet 2,88+1,44 1,25+0,36 10,8%4,72 6,01+1,88 2,46+0,55
(0,56-7,14) (0,64-1,99) (3,45-21,29) | (3,72-10,22) | (1,29-3,51)
Piranski 3,0811,4 1,91+0,77 16,38+7,06 10,57+4,11 3,02+1,17
nekroza zaljev (0,41-6,78) (0,69-4,47) (2,48-39,57) (2,92-24,53) (1,24-9,21)
NP Mijet 3,08+1,32 1,51+0,61 12,39+4,84 7,11+2,63 2,3910,67
(0,91-6,41) (0,69-3,66) (3,71-27,32) | (2,13-14,45) (0,87-4,1)
Piranski 2,9611,44 1,69+0,76 15,13+5,09 7,95+2,51 2,2810,99
izbijeljena zaljev (0,74-6,68) (0,67-4,04) (7,54-28,25) (3,89-14,29) (0,89-5,68)
NP Mijet 3,54+1,67 1,55+0,68 11,94+4,35 6,731+2,47 2,5510,66
(1,3-8,19) (0,74-4,81) (3,51-21,64) (1,29-12,13) (1,31-4,33)
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5. RASPRAVA

Ovaj diplomski rad predstavlja prvo istrazivanje koje opisuje osnovnu histolosku gradu zdravih
polipa te polipa zahvacenih nekrozom ili izbijeljivanjem (gubitkom simbiontskih dinoflagelata).
Dosadasnji radovi koji opisuju zdravstveno stanje kolonijalnog endemicnog kamenog koralja
Cladocora caespitosa obuhvacaju eksperimentalno izlaganje povisenim temperaturama i
odredivanje temperaturne tolerancije vrste i njenih simbionata praé¢enjem makroskopskih
promjena (Rodolfo-Metalpa i sur. 2006, 2008, 2010) ili pracenje stanja populacija na
istrazivanim lokalitetima kroz kvantifikaciju odumrlih i izbijeljenih dijelova kolonija (Kruzi¢ i sur.
2014). Tijekom eksperimenata koji pokazuju utjecaj visokih temperature na polipe, pokazano je
da kratkotrajno izlaganje (do 48 sati) ne ostavlja trajna oStecenja (Rodolfo-Metalpa i sur. 2006)
dok duza izloZzenost (do 4 tjedna) uzrokuje gubitak gotovo svih simbionata i izbjeljivanje polipa
(Kruzi¢ i sur. 2014). Jedini rad koji koristi mikroskopsku anatomiju i histoloSke analize u
proucavanju vrste C. caespitosa opisuje njene reproduktivni ciklus u podrucju zapadnog
Sredozemnog mora (Kersting i sur. 2013). Veéina dosadasnjih istrazivanja potvrduje ovu vrstu
kao kljuénu za morske ekosustave zbog njene uloge u izgradnji koraljnih grebena i oblikovanju
staniSta, a time i utjecaja na bioraznolikost i veliki broj vrsta koje su povezane s koraljnim
grebenima (Pitacco i sur. 2019). Nadalje, utvrdeno je da je vrsta posebno osjetljiva na visoke
temperature, odnosno na izrazene temperaturne anomalije (morski toplinski valovi; marine
heath waves, Hobday i sur. 2016) koji se pojavljuju tijekom ljetne sezone u moru, a Cija se
ucestalost i intenzitet povecavaju (Kersting i sur. 2022). S obzirom da je vrsta kolonijalni
simbiotski koralj koji Zivi u moru umjerene temperature, povecana ucestalost morskih
toplinskih valova uzrokovala je povecanu smrtnost ove vrste u Sredozemnom moru (Rodolfo-

Metalpa i sur. 2005; Garrabou i sur. 2009; Kersting i sur. 2013; KruZi¢ i sur. 2014) te je ukljuc¢ena
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u Crvenu listu ugroZenih vrsta (Red List of Threatened Species) kao ugrozena vrsta (Kersting i
sur. 2022).

Kao jedan od glavnih razloga za uspjesno osvajanje stanista i raznolikost kamenih koralja navodi
se njihova simbioza s dionflagelatima iz porodice Symbiodiniaceae (Laleunesse i sur. 2018). Ova
simbioza omoguduje brzi rast koralju i process kalcifikacije u plitkim vodenim okoliSima koji nisu
uvijek bogati s nutrijentima (Stanley 2006). Stoga dinoflagelati koji se nalaze u gastrodermi
koralja proizvode ugljik te iskoriStavaju CO, i otpadne tvari iz metabolizma koralja (Stanley
2006). Ukoliko dode do prekida simbiotskog odnosa izmedu koralja i simbionata, dolazi do
smanjenja koli¢ine simbionata (i njihovih pigmenata) te izbjeljivanja koralja i promjene u boji
tkiva koralja. Dok manji postotak izbijeljenosti moZze biti reverzibilan proces i smanjiti primarnu
produkciju i kalcifikaciju te utjecati na kruzenja tvari u ekosustavu, veéa koli¢ina izbijeljenih
koralja dovodi do smrti koralja i dugotrajnih promjena u pridnenim zajednicama (Wild i sur.
2011; De'ath i sur. 2012).

IstraZivanje provedeno na C. caespitosa u podrucju Velikog jezera u NP Mljet gdje se nalazi
najvedi koraljni greben u Sredozemnom moru pokazuje da se temperaturni prag koji pokrece
gubitak simbionata i izbjeljivanje nalazi na oko 26-27 °C (Kruzi¢ i sur. 2014). Velika smrtnost je
zabiljezena tijekom 1997. godine kada je nakon 93 uzastopna dana na temperaturi >28 °C
utvrdeno 269 izbijeljenih kolonija i 119 mrtvih kolonija te ponovno 2003. godine kada je nakon
89 uzastopnih dana na temperaturi >28 °C utvrdeno 426 izbijeljenih i 133 mrtve kolonije (Kruzi¢
i sur. 2014). Baker i sur. (2008) su uocili da razli¢ite vrste koralja imaju razlic¢itu sposobnost
oporavka kao i otpornost na izbjeljivanje. Hughes i sur. (2017) su pokazali da ako se izbjeljivanje
odnosno gubitak simbiotskih dinoflagelata dogodi nekoliko puta u kratkom razdoblju da se
mogucnost oporavka smanjuje jer koralji nemaju dovoljno vremena za oporavak prije sljedeceg

stresnog dogadaja. Zanimljivo istrazivanje proveli su Kersting i Linares (2019) kada su pokazali
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da postoji dosad nezabiljezena strategija za prezivljavanje vrste C. caespitosa koja ukljucuje
povlacenje i drasticnu redukciju tkiva polipa iz originalnog skeleta (kaliksa) a zatim nakon
perioda mirovanja pomladeni polip prerasta originalni skelet te polako rekolonizira odumrlu
koloniju.

S obzirom da histoloski pregled lezija za sredozemne koralje ne postoji, mozemo usporediti
pronadene lezije s izbijeljenim tropskim vrstama kamenih koralja takoder uzrokovanih
povisenim temperaturama. Tropske vrste su takoder pokazale sli¢an histoloski odgovor koji se
oCitovao u smanjenju simbionata i njihovoj nekrozi, gubitku strukture i integriteta epiderme i
gastroderme, nekrozama tkiva i upalnim procesima, te sekundarnim+ infekcijama s algama i
gljivama (Vargas-Angel i sur. 2007; Work i sur. 2014). lako u ovom radu nisu utvrdene gljive u
analiziranim uzorcima, uocena je poveéana koli¢ina bakterija i u povrsinskoj i u bazalnoj stijenci
tijela kod nekroti¢nih polipa, Sto se i moZze ocekivati s obzirom da gubitak strukture epiderme
olaksava prolaz i infekciju veceg broja bakterija iz okoliSa. Takoder, u ovom radu su uocene
znacajne promjene u debljini slojeva mezogleje i epiderme. S obzirom da je uloga mezogleje
mehanicka potpora, osiguravanje elasti¢nosti, pruzanje strukture, skladiStenje hranjivih tvari i
prijenos plinova izmedu slojeva, moguce je da u stresnim uvjetima mezogleja moze zadebljati
kao obrambeni odgovor za jacanje strukturnog integriteta koralja i smanjenje osjetljivosti na
vanjska oStecenja (Coral Disease & Health Consortium 2023). Nadalje, epiderma je vanjski sloj
koralja koji sadrzi stanice koje izlu¢uju mukozni sekret koji pomaZze u obrani od parazita i
patogena, stiti od sedimentacije i pomaZe koralju pri hranjenju. Poviseni epitel i povecana
koli¢ina mukocita upucuju na poveéanu produkciju mukusa koji moze biti znak stresnih uvjeta u
kojima se koralj nalazi kao Sto su bolest, zagadenje vode te poviSena temperatura mora (Coral

Disease & Health Consortium 2023).
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Iz ovog istrazivanja smo mogli zakljuciti kako se izgled polipa neke vrste koralja razlikuje ovisno
o geografskom mjestu rasta samog koralja odnosno okolisa u kojem se nalazi. Okolisni uvjeti
koji mogu utjecati na rast i izgled koralja su: izgled grebena, morsko dno, morska struja ,protok
vode i drugi Cimbenici iz okoli$a. 1z rezultata morfometrije se mozZe zakljuciti da su polipi iz
Piranskog zaljeva veci odnosno da su pojedini slojevi deblji nego oni kod polipa uzorkovanih u
NP Mljetu, bez obzira na zdravstveno stanje koralja.

Ovaj diplomski rad doprinosi boljem razumijevanju kako klimatske promjene utjecu na
histologiju i morfometriju koralja u Jadranskom moru. Daljnja istraZzivanja bi trebala i¢i u smjeru
uzorkovanja drugih vrsta iz Jadranskog mora kako bi se dobiveni rezultati usporedili i kako bi se
vidjelo kako na razli¢ite vrste koralja utjeCu klimatske promjene. Takoder se mogu ponovno
uzeti uzorci vrste Cladocora caespitosa radi usporedbe stanja koralja iz 2022. godine i 2024.

godine.
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6. ZAKLJUCAK

Na temelju provedenog istraZzivanja na vrsti Cladocora caespitosa u Jadranskom moru moguce

je do¢i do sljededih zakljucaka:

Makroskopski izgled polipa ne mora biti isti kao mikroskopski izgled polipa (zdravi koralj
pod svjetlosnim mikroskopom moZe imati nekroti¢no tkivo).

Zdravi polipi su mikroskopski pokazivali urednu strukturu, dok su nekroti¢ni i izbijeljeni
polipi pokazivali osteéenja i odvajanja pojedinih slojeva.

Simbiotski dinoflagelati su kod polipa zahvac¢enih nekrozom bili manjeg promjera nego
kod zdravih polipa te je doslo do promjene boje u smedu, dok je kod izbijeljenih polipa
izgled simbiotskih dinoflagelata varirao i bio smanjen.

Mikroskopskom analizom histoloskih preparata izmedu dvije analizirane lokacije nisu
utvrdene razlike u strukturi zdravih jedinki, niti u obliku lezija koje su zabiljezene u
nekroti¢nim i izbijeljenim polipima. Na obje lokacije su zabiljeZzeni nekroti¢ni polipi, i
najcesce je taj stupanj nekroze bio srednje jak.

Ovaj rad po prvi puta opisuje osnovne histoloske karakteristike i histopatoloske
promjene u endemic¢nom busenastom kamenom koralju u Jadranskom moru, koje su
vazne za razumijevanje plasti¢nosti i mogucnosti adaptacije i prezivljavanja ove vrste u

morskom okolisu
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